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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AK Antikorper

ATP Adenosintriphosphat

Abb. Abbildung

bp Basenpaare

CLSM Konfokale Laser Scanning-Mikroskopie
DNA Desoxyribonukleinsédure
DSRed Discosoma-Rot

ER Endoplasmatisches Retikulum
EDTA Ethylendiaminotetraessigsdure
E. coli Escherichia coli

GUS f3-Glukuronidase

GSP Genspezifischer Primer

GST Glutathion-S-Transferase

GFP Griin-fluoreszierendes Protein
h Stunde

IPTG Isopropyl-f3-D-thiogalactopyranosid
kb Kilobasen

kDa Kilodalton

M Molar

min Minute

OD optische Dichte

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PEG Polyethylenglykol

rpm Umdrehungen pro Minute
RNA Ribonukleinsédure

RT Raumtemperatur

SE Siebelemente

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
SER Siebelementretikulum

YFP Gelb-fluoreszierendes Protein



1. EINLEITUNG

1.1. DER SIEBELEMENT-GELEITZELLEN-KOMPLEX

Zwei an ihre jeweilige Funktion perfekt angepasste, netzwerkartige Rohrensysteme bilden die
Leitgewebe der dikotylen Angiospermen. Der apoplastische, unidirektionale Transport von
Wasser und anorganischen Nihrstoffen erfolgt in den toten, lignifizierten, endstindig
aneinandergereihten Tracheen und Tracheiden des Xylems. Die aus den stark differenzierten,
ebenfalls longitudinal verbundenen Siebelementen (SE) aufgebauten Siebrohren des Phloems
(Behnke und Sjolund, 1990) gewihrleisten den symplasmatischen Photoassimilattransport
von den source- zu den sink-Geweben der Pflanze. Nach der erstmaligen Beschreibung der
SE durch Hartig (1837) riickte der typische Siebelement/Geleitzellen-Komplex des Phloems,
der durch die indquale Teilung einer gemeinsamen Mutterzelle entsteht (Esau, 1969), in den
Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen.

Abb. 1: Schematische Darstellung der Entwicklung
des Siebelement/Geleitzellen-Komplexes

(aus van Bel und Hess, 2003)

a) meristematische Zelle mit dichtem Zytoplasma

b) indquale Teilung der gemeinsamen Mutterzelle

c) selektive Autolyse des Siebelements, Auflésung
von Tonoplast, Kern, Diktyosomen, Ribosomen,
Mikrobodies und Zytoskelett

d) ausdifferenziertes  Siebelement (SE)  mit
Plasmamembran (PM), Siebplatten (Spl),
Siebporen (Spo), spezialisierten Plasmodesmen
(PPU) und dazugehorige Geleitzelle (CC)
Weitere Komponenten sind farbig dargestellt:

» SP, strukturelle P-Proteine
P, SE-Plastiden

ER, Endoplasmatisches Retikulum
V. Vakuole

N, Nukleus (Zellkern)

- F w

Die Geleitzelle zeichnet sich vor allem durch ein dichtes, physiologisch hoch aktives
Zytoplasma und einen groBen, meist polyploiden Kern aus, wihrend das Siebelement im

Laufe seiner Ausdifferenzierung eine selektive Autolyse durchlduft. Deren Verlauf ist durch



den Verlust des Tonoplasten, der Membran zwischen Vakuole und Zytoplasma, der
Auflésung von Zellkern, Diktyosomen, Ribosomen, Mikrobodies sowie der Mikrotubuli und
Mikrofilamente gekennzeichnet (Abb. 1). Die Plasmodesmen der transversalen Winde der SE
werden zu Siebporen erweitert, die Winde selbst zu so genannten Siebplatten umgebildet.
Das dadurch gewihrleistete zytoplasmatische Kontinuum und die in ausdifferenzierten SE
immer noch vorhandene Plasmamembran ermdglichen den druckgetriebenen Massenfluss der
Photoassimilate (Miinch, 1930).

Spezialisierte Plasmodesmen der lateralen Winde, die pore-plasmodesma units (PPUs; van
Bel und Kempers, 1996) mit einer Ausschlussgrenze fiir Molekiile von mindestens 40 kDa
(Kempers and van Bel, 1997), sind auf Seiten der Geleitzelle stark verzweigt, wihrend sie auf
Seiten der SE einen breiten Kanal bilden (Esau und Thorsch, 1985). Die PPUs bilden ein
Kontinuum der Plasmamembran von SE und Geleitzelle und verbinden so das Zytoplasma der
Geleitzelle mit dem SE-Inhalt. Vermutlich steht iiber die PPUs auch das ER der Geleitzelle
mit dem sieve element reticulum (SER; Sjolund und Shih, 1983) in Kontakt. Dieses entsteht
bei der Ausdifferenzierung der SE und ist durch die Bildung wandstindiger (parietaler) Stapel
von ER-Zisternen gekennzeichnet. Sowohl die PPUs als auch das SER gewihrleisten
moglicherweise den Proteintransport von der Geleitzelle ins Siebelement (Fisher et al., 1992;
Imlau er al., 1999). Dies ist notwendig, da die Geleitzelle im Laufe der Ausdifferenzierung
des Siebelement-Geleitzellen-Komplexes, einhergehend mit dem Verlust von Zellkern und
Ribosomen des Siebelements, dessen Proteinbiosynthese iibernimmt (Thompson, 1999).
Neben strukturell degeneriert erscheinenden Mitochondrien, die moglicherweise aufgrund der
nachgewiesenen Aktivitit von Zytochromoxidasen (Catesson, 1980), Sdurephosphatasen
(Esau und Charvat, 1975) und Nukleosidphosphatasen (Gilder und Crownshaw, 1973) noch
funktionell sind, enthalten die ausdifferenzierten SE parietal angeordnete Plastiden, auch als
Siebelement-Plastiden bezeichnet, deren Funktion bis heute noch unklar ist. Die
verbleibenden Organellen des SE — SER, Mitochondrien und die Plastiden — sind stets
peripher angeordnet, da sie mit sieben nm langen und vier nm breiten, klammerartigen
Strukturen sowohl untereinander verbunden als auch in der Plasmamembran verankert sind

(Ehlers et al., 2000).

Behnke (1981, 1991) nutzte die fiir die jeweiligen Pflanzenfamilien charakteristischen
Inhaltsstoffe der SE-Plastiden als Klassifizierungsmerkmal. Plastiden des S-Typs enthalten
ausschlieBlich Stirke, wihrend die P-Typ-Plastiden sowohl Stirke als auch Protein
beinhalten. Zusitzlich wird zwischen Pfs- (mit Protein-Filamenten und Stéirke) und Pcs-

Plastiden (die einen kristallinen Proteinkorper und Stédrke enthalten) differenziert (Behnke et
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al., 1996). Beobachtungen mit Hilfe der confocal laser scanning microscopy (CLSM) legen
nahe, dass die SE-Plastiden eventuell fiir den Wundverschluss des Siebelements
verantwortlich sind, da sie aufgrund des mit einer Verletzung einhergehenden Druckabfalls
im SE platzen. Der Plastideninhalt wird mittels des Translokationsstroms auf der Siebplatte
abgelagert und verstopft in Folge dessen die Siebporen (Knoblauch und van Bel, 1998). Es
konnte sich hierbei allerdings auch um einen sekundiren Effekt handeln, da nach
Verwundung durch Bestrahlung der Zellen mit Laserlicht zwar ein Verschluss der Siebporen,
jedoch kein Ablosen und Platzen der SE-Plastiden beobachtet werden konnte (Knoblauch,
2000).

1.2. P-PROTEINE

Die 150-200 phloemspezifischen Proteine, die im Siebelementsaft nach Exudation gefunden
wurden, werden als sieve tube exudate proteins (STEPs; Schobert et al., 1995) bezeichnet.
Den Hauptanteil bilden 16sliche Proteine (Fisher et al., 1992) mit Molekulargewichten
zwischen 20 und 60 kDa (Sjolund, 1997). In einigen Fillen gelang deren Aufreinigung und
Isolierung, beispielsweise fiir Ubiquitin und Chaperone aus Ricinus, worauthin vermutet
wurde, dass ein Teil der STEPS in den Proteinumsatz des Siebelements involviert ist
(Schobert et al., 1995). Nach Zugabe von g Cystein/Methionin konnte mittels Mikro-
Autoradiographie deren Bildung in der Geleitzelle lokalisiert (Fisher et al., 1992) sowie die
anschlieBende Passage in das SE und ihr Transport im Phloemstrom nachgewiesen werden.
Ishiwatarie et al. (1995) gelang die Identifizierung der Disulfidreduktase Thioredoxin h als
Hauptprotein im Phloemsaft von Oryza, die vermutlich als Reparaturenzym fiir wichtige
Proteine des Siebelements fungiert, deren Nachlieferung aus der Geleitzelle zu zeitaufwiéndig
wire (Raven, 1991).

Proteine geplatzter SE-Plastiden und Teile von Strukturproteinen sind weitere Bestandteile
der STEPs. Die fiir die dikotylen Angiospermen typischen, im SE-Lumen lokalisierten
strukturellen Proteine (P-Proteine), deren Funktion vermutlich der Wundverschluss der SE ist
(Esau, 1969; Knoblauch und van Bel, 1998), wurden auch fiir monokotyle Genera wie Avena,
Dioscorea, Elodea sowie einzelne Palmen-Spezies beschrieben (Crownshaw, 1975).

Die Struktur dieser P-Proteine variiert artspezifisch von granulir iiber filamentos/fibrillar und
tubulér bis hin zu kristallin und ist vermutlich auch abhingig vom Entwicklungsstadium des
jeweiligen SE (Wergin und Newcomb, 1970; Parthaseraty, 1975). Tubulire und fibrilldre P-
Proteine wurden auch im Kern sich ausdifferenzierender SE gefunden (Evert und Deshpande,

1970).



Elektronenmikroskopische Aufnahmen von SE in sehr friihen Entwicklungsstadien zeigen
Ansammlungen granuldren Materials und erster Filamente in unmittelbarer Ndhe zu freien
Ribosomen, dem ER, Diktyosomen, Mikrotubuli und coated Vesikeln. Es wird vermutet, dass
diese Filamente die Vorldufer fiir die hidufig beobachteten tubuldren P-Proteine darstellen
(Esau, 1971), deren Durchmesser sowohl zwischen den Arten (Zee, 1969) als auch innerhalb
einer einzelnen Pflanze (Parthasarathy und Miihlethaler, 1969) im Bereich von 10-30 nm
variieren kann. Eine hohere Ordnungsstruktur wurde als Akkumulation dieser Tubuli zu durch
»deitenarme® quervernetzten Biindeln ebenfalls beschrieben (Lawton und Newman, 1979;
Sabnis und Hart, 1973; Arsanto, 1982).

Sowohl fibrilldre als auch granuldre P-Proteine wurden jedoch ebenso in spéteren
Entwicklungsstadien der SE-Differenzierung beobachtet (Hoeffert, 1980), so dass ein
hierarchischer Bezug zwischen den einzelnen Formen der P-Proteine bis heute nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte. Zudem finden die Beschreibungen granulir, fibrillar,
filamentds und tubuldr keine einheitliche Verwendung (Sabnis und Sabnis, 1995). In
ausdifferenzierten, intakten SE sind die P-Proteine bzw. P-Protein-Akkumulationen wie die
bereits beschriebenen SE-Organellen zumeist parietal angeordnet und werden deshalb auch

als parietale P-Proteine bezeichnet (Evert, 1990).

Knoblauch und van Bel (1998) konnten mittels CLSM zeigen, dass sich die parietalen P-
Proteine nach mechanischer Verletzung oder Verwundung durch Laserlicht von der SE-Wand
losen, mittels des Phloemstroms auf die stromabwirts gelegene Siebplatte verlagert werden
und als P-Protein-Pfropfen innerhalb von Sekunden die Siebplatte verstopfen. Das gleiche
Phinomen wurde als Prédparationsartefakt fiir die Elektronenmikroskopie beschrieben (Ehlers
et al., 2000). Die Funktion des Wundverschlusses verletzter SE durch die parietalen P-
Proteine konnte mittels des phloemmobilen Fluoreszenzfarbstoffs CDMFDA (5(6)-Carboxy-
4’-5’-Dimethylfluorescein Diacetat) von Knoblauch und van Bel (1998) in vivo nachgewiesen

werden.

1.3. KRISTALLINE P-PROTEINE

Strasburger berichtete 1891 erstmals von der Beobachtung so genannter Schleimkorper in SE
von Robinia pseudacacia. Diese fiir die SE der Fabaceen typischen, stark lichtbrechenden
Akkumulationen wurden spéter durch spezifische Firbung als proteinhaltig identifiziert und
ihre Zentralkorper als spindel-, zylinder-, stab- oder zigarrenformig beschrieben (Mrazek,
1910; Bailey, 1923). Nach elektronenmikroskopischen Studien junger, nicht ausdifferenzierter

SE wurden diese bislang ausschlielich fiir SE der Fabaceen beschriebenen Proteinkorper als
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kristalline P-Proteine bezeichnet, resultierend aus ihrer hoch geordneten, elektronendichten,
aus parallel angeordneten Fibrillen bestehenden Struktur (Wergin und Newcomb, 1970;
Wergin et al., 1975). Die Annahme, dass die Proteinkorper in ausdifferenzierten SE
dispergiert vorliegen (Wergin und Newcomb, 1970; Palevitz und Newcomb, 1971) konnte
von Fisher (1975) und Lawton (1978b) durch Veridnderungen der Fixierungsmethoden
widerlegt und als Artefakt der Priparation fiir die Elektronenmikroskopie erklédrt werden.

Im Laufe der letzten Jahre wurde mittels Licht-, Elektronen- und konfokaler Laser Scanning-
Mikroskopie gezeigt, dass die kristallinen P-Proteine der Fabaceen in ausdifferenzierten SE
als kompakte, meist spindelférmige, in ihrer Struktur hoch geordnete Koérper vorkommen.
Einige kristalline P-Proteine weisen charakteristische schwanzartige Fortsidtze auf,
beispielsweise die der Gattung Phaseolus (Esau, 1978), wihrend diese bei anderen fehlen,
etwa in SE der Gattungen Vicia und Pisum. Nach diesem Merkmal erfolgte die Einteilung der
kristallinen P-Proteine in zwei Gruppen (Lawton, 1978a).

Wihrend die SE des Metaphloems und des sekundéren Phloems aller untersuchten Fabaceen
bis zu 30 um grofe, kristalline P-Proteinkorper (Lawton, 1978b) aufweisen, konnten diese in
SE des Wurzelprotophloems bisher nicht beobachtet werden (Esau und Gill, 1971). Nach
Verletzung des SE durchlaufen die Proteine eine Konformationsidnderung, in deren Folge sie
die stromabwirts gelegene Siebplatte vollstindig verschlieBen und somit den Verlust der
Photoassimilate verhindern. Ist das SE in der Lage, sich zu regenerieren, kondensiert der P-
Proteinkorper erneut und erméglicht so die Wiederaufnahme des Translokationsstromes

(Knoblauch et al., 2001).

1.4. FORISOME

Die reversible Konformationsidnderung der kristallinen P-Proteinkorper von einem
spindelformigen, kondensierten in einen pfropfartigen, dispergierten Zustand reguliert die
Durchléssigkeit der Siebplatten und veranlasste die Autoren daher, diesen Proteinkorpern den
Namen Forisome zu geben (lat. foris: Tiirfliigel, griech. soma: Koérper; Knoblauch et al.,
2003). FEine transiente Fdrbung der Proteinkorper, durch Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes CDMFDA, ermoglichte die lichtmikroskopische Beobachtung der
dispergierten Forisome in vivo (Abb. 2; Knoblauch et al., 2001).



Abb. 2: Wundverschluss der Siebelemente durch Konformationsinderung der Forisome
(aus Knoblauch et al., 2001)

(A) CLSM-Aufnahme von intakten, transportierenden Siebelement(SE)/Geleitzellen(CC)-
Komplexen nach Firbung mit CDMFDA. Das Forisom (durch Stern gekennzeichnet)
liegt in seiner kondensierten Konformation vor

(B) CLSM-Aufnahme nach Verletzung des Siebelementes mit einer Mikroinjektionsnadel.

Das Forisom durchléduft eine Konformationsidnderung in den dispergierten Zustand

Hieraus wurde ersichtlich, dass die Proteine nicht, wie durch elektronenmikroskopische
Aufnahmen impliziert, eine vollstdndige Auflosung in ungeordnete Fibrillen erfahren, sondern
dass auch dispergierte Forisome einen distinkten Korper darstellen. Zahlreiche auf dieser
Erkenntnis aufbauende Versuche fiihrten nun schrittweise zur Aufkldarung der Ursache der
Konformationsénderung und bildeten damit wiederum die Basis fiir die in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen molekularbiologischen Untersuchung der Forisome.

In vivo-Versuche an SE von Vicia faba-Pflanzen zeigten zunichst, dass auch andere Faktoren
als mechanische Verletzung zu einer Dispersion der Forisome fiithren konnen (Knoblauch et
al., 2001). Die Konformationsidnderung erfolgte innerhalb von 20-30 Sekunden auch nach
Zugabe von Detergenzien wie Triton X100, die die Membranpermeabilitit erhdhen. Rapide
Druckverinderungen durch schrittweise extrazellulire Verringerung bzw. Erhohung der
Osmolaritit fiithrten ebenfalls zu einer Dispersion der Forisome. Eine langsame Veridnderung
der Osmolaritdt bis hin zur vollstindigen Plasmolyse zeigte jedoch keinen Effekt auf die
Proteinkorper, was vermuten liel, dass nicht der absolute Wert der extrazellulidren
Osmolaritit, sondern die Anderung pro Zeiteinheit die Konformationsinderung der Forisome
auslost. In beiden oben beschriebenen Experimenten erfolgte die Reorganisation der

Proteinkorper in den kondensierten Zustand nach wenigen Minuten.



Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die Zugabe von Chelatoren wie EDTA, EGTA
und Citrat ins extrazellulire Medium die Dispersion der Forisome verhindert, sowohl nach
mechanischer Verletzung oder Erhohung der Membranpermeabilitit als auch nach rapider
Druckverinderung. Dies legt die Beteiligung von lonen, wie zum Beispiel Ca®*, an der
Konformationsidnderung der Forisome nahe.

Die Aufrechterhaltung der zytoplasmatischen Ca®*-Konzentration im submikromolaren
Bereich (Gilroy et al., 1993) ermdglicht einen Ca2+—Konzentrationsgradienten vom
extrazelluldren zum intrazelluldren Raum des SE, moglicherweise kontrolliert durch spezielle
Ca**-bindende Proteine (Mc Euen et al., 1981), Sezernierung von Kalziumionen ins SER
(Arsanto, 1986) sowie Ca’*-ATPasen in der Plasmamembran (Askerlund und Sommarin,
1996). Es wurde angenommen, dass der Influx der Ca**-Ionen nach Verletzung der Zelle bzw.
nach Offnung spezifischer Ca**-Kanile oder -Pumpen ins SE und der damit verbundene
Anstieg der Konzentration dieses Triggerions — das Teil zahlreicher Signaltransduktionsketten
ist (Poovaiah und Reddy, 1993; Bush, 1995) — mit der Konformationsénderung der Forisome
in direktem Zusammenhang steht (Knoblauch et al., 2001).

In vitro-Studien zur Reaktion intakter Proteinkorper auf Verdnderungen der
Ionenkonzentration wurden moglich, als es gelang, Forisome aus dem SE mit Hilfe einer
Mikropipette zu isolieren und anschlieBend in eine Probenkammer zu tiberfiihren (Knoblauch
et al., 2003).

Nach Zugabe von Kalziumionen in das die Forisome umgebende Medium erfolgt eine
anisotrope Bewegung, verbunden mit einer longitudinalen Verkiirzung um 30%, einer
Zunahme des Durchmessers um 130% und damit einer dreifachen Volumenzunahme des
Proteinkorpers. Die fiir diese Konformationsidnderung der Forisome notwendige Ca®*-
Konzentration betriigt ca. 5 x 10° M (Knoblauch et al., 2005), wobei der physiologische pH-
Wert der SE von 7,3 auch im Versuchsmedium beibehalten wurde. Nach Zugabe der oben
beschrieben Chelatoren ist die Dispersion der Proteinkorper auch in vitro reversibel
(Knoblauch et al., 2003). Sowohl Kondensation als auch Dispersion, die beide innerhalb von
Sekundenbruchteilen erfolgen, lassen sich mehrfach an einem Proteinkorper wiederholen.
Andere zweiwertige Kationen wie Ba®* und Sr’** bewirken ebenfalls eine Dispersion der
Forisome und lassen sich mit Hilfe von Chelatoren kompetitieren. Allerdings resultiert die
Zugabe von Mg®* nicht in einer Konformationsinderung der Proteinkorper, was
moglicherweise mit dem in vivo-Transport dieses zweiwertigen Kations im SE der Pflanzen in

Zusammenhang steht.



1.5. SPASMONEME

Im Hinblick auf das zunehmende Interesse an der bislang nur ansatzweise verstandenen
Funktionsweise und Struktur der Forisome sto3t man bei der Suche nach Modellbeispielen
Ca”*-bindender, ATP-unabhingiger und kontraktiler Strukturproteine unweigerlich auf die
Spasmoneme peritricher Ciliaten. Die der Familie der Vorticellideen angehorenden Arten
Vorticella, Archesium und Zoothamnium wurden hinsichtlich ihrer reversibel spasmisch
kontrahierenden Stiele intensiv untersucht (Amos, 1972; Amos, 1975; Amos et al., 1976;
Mahdevan und Matsudaira, 2000). Die innerhalb der Stiele liegenden Spasmoneme sind
intrazelluldre, stabformige, helikal angeordnete Organellen, die fiir die gleichfalls helikale
Kontraktion des Stiels verantwortlich sind, in deren Folge der glockenformige Korper dieser
Ciliaten in Richtung ihres Anheftungsort gezogen wird. Es wird vermutet, dass es sich hierbei
um einen Schutzmechanismus handelt (Amos, 1972).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Spasmoneme zeigen longitudinal angeordnete
Filamente mit einem Durchmesser von 2 nm, die sich zu Biindeln zusammenlagern,
durchzogen von Tubuli mit Durchmessern zwischen 38 und 70 nm (Amos, 1972; Allen,
1973). Diese filamentosen, kontraktilen Elemente wurden ebenfalls im Korper der Ciliaten
gefunden, wo sie eine sphirische Schrumpfung des Zellkorpers simultan zur Kontraktion der
Stiele verursachen und am Stielansatz zu einer kontraktilen Faser - dem Spasmonem -

verschmelzen (Allen, 1973).

Levine berichtete 1956 erstmals, dass mittels Glycerin fixierte Vorticellen mit einer
Kontraktion von Stiel und Zellkorper auf Ca** und andere zweiwertige Kationen reagieren. In
weiteren Experimenten mit dhnlichem Versuchsaufbau stellte sich heraus, dass sowohl
Strontium- als auch Barium-Ionen eine Kontraktion induzieren, wohingegen Magnesium-
Ionen keine Auswirkungen zeigen (Hoffmann-Berling, 1958; Hawkes und Rahat, 1976). Hohe
Magnesiumkonzentrationen im Bereich von 107 M blockieren die Kontraktion sogar
irreversibel (Levin, 1956; Hoffman-Berling, 1958).

Analog zu den Forisomen benétigen die Spasmoneme fiir eine Konformationsidnderung kein
ATP, sondern lediglich die Bindungsenergie der eingesetzten Metallionen (Hoffmann-
Berling, 1958; Asai et al., 1978). Zudem kommt es nach Zugabe von Chelatoren wie EGTA
und EDTA zu einer vollstindigen Extension der Glycerin-fixierten Spasmoneme, so dass
durch Austausch der Losungen mehrere Coiling-Extensions-Zyklen induzierbar sind, was die

Reversibilitit dieser Konformationsidnderung beweist (Asai et al., 1978; Ochiai et al., 1979).



Im Gegensatz zu den Forisomen betriigt jedoch der Schwellenwert fiir eine Ca**-induzierte
Konformationsinderung bei den Spasmonemen nur 4 x 10”7 M. Zudem handelt es sich hierbei
um eine isotrope Reaktion, die beispielsweise bei Zoothamnium in einer 50%igen
Verringerung von Lidnge und Durchmesser resultiert, wobei es zu einer drastischen

Volumenabnahme von ca. 86% kommt (Moriyama et al., 1999).

In vivo-Studien mittels Injektion eines Ca**-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes in den
Zellkorper von Vorticella zeigten, dass mechanische Stimulation desselben durch eine
Mikropipette in einem transienten Anstieg der cytosolischen Ca’**-Konzentration resultiert,
der die Kontraktion von Zellkdrper und Stiel auslost (Katoh und Kikuyama, 1997). Die
Kontraktion ist innerhalb von 4 msec abgeschlossen, wihrend die Extension mehrere
Sekunden in Anspruch nimmt (Jones et al., 1970). Lebende Vorticellen kontrahieren trotz
Vorhandenseins eines Chelators im Auflenmedium (Allen, 1973; Katoh und Naitoh, 1994),
was vermuten lieB, dass das fiir die Kontraktion der Spasmoneme notwendige Ca®™ aus
intrazelluldren Speichern reaktiviert wird. Tatsidchlich konnte durch zytochemische Methoden
sowohl im eng mit den Spasmonemen assoziierten ER, als auch in den oben beschriebenen
Tubuli im Vergleich zum Zytoplasma eine héhere Ca**-Konzentration nachgewiesen werden
(Katoh und Kikuyama, 1997). Wihrend der Influx des Ca®* in das Zytoplasma und die damit
verkniipfte Kontraktion der Spasmoneme innerhalb weniger Millisekunden erfolgt, dauert der
aktive Transport der Ionen durch spezielle Ca**-ATPasen und somit die Extension der

Spasmoneme deutlich ldnger.

1.5.1. Spasmin

Nach Isolierung der Spasmoneme und anschlieBender Auftrennung iiber denaturierende SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnten als Hauptkomponenten 16-22 kDa grof3e Proteine
identifiziert werden, die so genannten Spasmine (Amos et al., 1975; Asai et al., 1995).
Rekombinant hergestellte Spasmine konnten mittels anti-Spasmin-Antikorper verifiziert und
ihre Ca2+—Bindung in einem Gel-shift-assay nachgewiesen werden (Maciejewski et al., 1999).
Die iiberwiegend negativ geladene Aminosiuren aufweisenden, fiir die Ca**-Bindung und
damit die Kontraktion der Spasmoneme verantwortlichen Spasmine zeigen deutliche
strukturelle Ahnlichkeiten zu Centrinen. Die Funktion dieses filamentosen, mit dem
Mikrotubuli-Organisations-Zentrum assoziierten und dessen Bewegung kontrollierenden
Proteins (Salisbury, 1995) ist allerdings ATP-abhingig. Spasmine besitzen analog zum
Centrin zwei EF-Hand-Doménen, die Orte der Ca2+—Bindung. Dariiber hinaus werden

Spasmine durch anti-Centrin-Antikorper erkannt, was eine strukturelle Ahnlichkeit und damit

10



auch eine mogliche evolutive Verbindung nahe legt (Maciejewski et al., 1999). In Folge
dessen wurden die Spasmine in die Centrin-Familie der EF-Hand Proteine eingeordnet. Die
beiden EF-Hand-Dominen der Spasmine weisen alle notigen Eigenschaften des EF-Hand-

Konsensus-Motivs auf (Maciejewski et al., 1999).

1.6. KALZIUM-BINDUNGS-MOTIVE

1.6.1. EF-Hand

Die EF-Hand ist das hiufigste Bindungs-Motiv Ca**-bindender Proteine (fiir einen Uberblick
sieche Nakayama und Kretsinger, 1994; Muranyi und Finn, 2001). Allein in der Pfam (protein
family)-Datenbank, die sowohl Sequenzvergleiche als auch Motiv-Analysen bekannter und
neuer Sequenzen erlaubt, sind zurzeit mehr als 3700 Vertreter registriert
(www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/; Bateman et al., 2000). Die Einteilung der EF-Hand-
Proteine in 45 Unterfamilien erfolgte aufgrund von Sequenz-Homologien der analysierten
Proteine und der Einheitlichkeit der Dendrogramme ihrer EF-Hand-Doménen (Kawasaki e?
al., 1998). Die Sensitivitit dieser Bindungsdomine gegeniiber sich veridndernden Ca®*-
Konzentrationen ermoglicht die Kontrolle zahlreicher zelluldrer Prozesse, wobei EF-Hand-
Proteine  entweder als  Signaltransduktoren,  hdufig  verbunden  mit einer
Konformationsidnderung der Proteine, oder als Regulatoren der Ca’*-Konzentration — so
genannte Kalzium-Puffer-Proteine — fungieren. Typisches Strukturmerkmal der EF-Hand ist
das Helix-Loop-Helix-Motiv, wobei das Kalziumion in der Schleife (Loop) zwischen den
beiden o-Helices in einer pentagonalen, bipyramidalen Konfiguration gebunden wird. Ein
klassischer Vertreter der EF-Hand-Proteine ist Calmodulin (CaM), ein in allen Eukaryonten
vertretenes Protein und wichtiger intrazelluldrer Kalzium-Rezeptor, das eine zentrale Rolle in
der Regulierung des Zell-Zyklus einnimmt (Kahl und Means, 2003). Trotz der Dominanz der
EF-Hand-Motive findet man in der Literatur auch andere Kalzium-Bindungsmotive, die an

dieser Stelle kurz erwihnt werden sollen.

1.6.2. Annexine

Die Gruppe der Annexine, deren gemeinsame Eigenschaft die Kalzium-abhingige Bindung an
Phospholipid-Membranen ist, sind an verschiedensten zelluldren Prozessen wie Exocytose,
Membrantransport, lonentransport iiber die Membran, Zellwachstum und Proliferation
beteiligt. Wiederholungen einer 70 AS-Domine, die innerhalb der Mitglieder der Annexin-

Familie starke Homologien aufweisen (40-70%), tragen die Konsensus-Sequenz Leu/Met-
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Lys-Gly-X-Gly-Thr, die fiir die Ca**-Bindung dieser Proteine verantwortlich ist (Swairjo und
Seaton, 1994; Seaton und Dedman, 1998; Muranyi und Finn, 2001).

1.6.3. C2-Domiine

Einige Multidominen-Proteine, hauptsidchlich involviert in Membrantransport und
Signaltransduktion, wie Proteinkinase C, cytosolische Phospholipase und Synaptotagmin I
tragen unter anderem so genannte C2-Dominen. Charakteristische Struktur dieses Motivs ist
eine 130 AS umfassende Polypeptidkette, die sich zu einem achtstringigen antiparallelen B-
Sandwich, bestehend aus zwei vierstrangigen B-Faltblittern, zusammenlagern. Untergruppen
der C2-Domainen binden Ca2+, wobel zwel, selten drei Schleifen zwischen den B-Faltblittern
die Liganden fiir die Ca**-Bindung enthalten. C2-Dominen zeigen hiufig zusitzlich eine
Ca’*-regulierte Phospholipid-Bindungsaffinitit, konnen aber auch in die ebenfalls Ca®*-
abhéngige Interaktion mit anderen Proteinen involviert sein (Nalefski und Falke, 1996; Rizo

und Siidhof, 1998; Muranyi und Finn, 2001).

1.6.4. Lektine

Lektine, eine strukturell heterogene Klasse sowohl bakterieller, viraler, animaler als auch
pflanzlicher Proteine binden mit hoher Spezifitit Kohlenhydrate und sind daher
verantwortlich fiir die durch Zell-Oberflichen-Kohlenhydrate vermittelte Zellerkennung.
Einige Untergruppen dieser Proteine, wie beispielsweise das Mannose-Bindungs-Protein,
bendtigen Ca** fiir die Kohlenhydrat-Bindung und werden daher in die Gruppe der Typ C-
Lektine eingeordnet. In die Ca®*-Bindung sind sowohl die Hydroxyl-Gruppen der AS-
Seitenketten als auch die des Zuckers involviert, resultierend in einem Komplex aus der
Kohlenhydrat-Erkennungssequenz des Proteins, Ca®* und Zucker (Weis, 1996; Muranyi und
Finn, 2001).
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1.7. ZIELE DER ARBEIT

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen die kontraktilen Strukturproteine des Phloems der
Fabaceen. Seit der erstmaligen Beschreibung durch Strasburger 1891 beschiftigten sich
zahlreiche Studien mit diesen heute als Forisome bezeichneten Proteinkorpern. Wihrend ab
1970 hauptsichlich elektronenmikroskopische Untersuchungen im Hinblick auf die darauthin
als kristallin beschriebene Struktur der Forisome durchgefiihrt wurden, griffen Knoblauch et
al. 2001 das Thema wieder auf und untersuchten die Proteinkorper hinsichtlich der Ursache
ihrer Konformationsidnderung. Basierend auf diesen Erkenntnissen und unter
Beriicksichtigung der molekularbiologischen Daten bereits analysierter Ca®*-bindender
Proteine, bzw. bekannter Ca2+—Bindungsmotive, sollte der noch vollstindig unbekannte
molekulare Aufbau der Forisome néher beleuchtet werden.

Folgende Schwerpunkte bilden daher den Rahmen der vorliegenden Arbeit:

1. Aufkldrung der Substruktur der Forisome hinsichtlich des Aufbaus ihrer
Untereinheiten und Klonierung der dafiir kodierenden Gene als iibergeordnetes Ziel
der Arbeit.

2. Analyse der klonierten Gene beziiglich der oben beschriebenen Kalzium-Bindungs-
Motive und mogliche Zuordnung der Forisome zu anderen Proteinen bzw.
Proteinfamilien auf der Grundlage homologer Sequenzbereiche.

3. Rekombinante Herstellung der Forisomen-Untereinheiten im  bakteriellen
Expressionssystem und immunologischer Nachweis der Zugehorigkeit dieser
rekombinanten Proteine zu den Forisomen.

4. Klonierung der Promotoren der Forisomen-Gene, Bestimmung der Aktivitit in
isolierten Protoplasten und Verortung der Bildungsregion der Forisome durch
Promotoranalysen transgener Pflanzen.

5. Ausarbeitung und Erorterung eines Funktionsmodells der Forisome auf Basis der

Punkte 1-4.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIAL

2.1.1. Pflanzenmaterial

® Nicotiana tabacum var. SR1

® Vicia faba cv. Witkiem major

®  Medicago truncatula

e Canavalia gladiata
Die genannten Pflanzen wurden in der Klimakammer mit einem 18 h Tag- (20°C) und 6 h
(15°C) Nachtrhythmus bei einer relativen Luftfeuchte von 60%, und einer Lichtintensitédt von
8500 Lux (Lampen-Modell SONT Agro 400 W: Phillips, Eindhoven, Niederlande)
angezogen.
Die Anzucht der Pflanzen in Sterilkultur erfolgte in MS III-Medium mit einem 16 h Tag und
8 h Nachtzyklus bei 26°C und einer Lichtintensitit von 10000 Lux (Lampen-Modell Flora:
Phillips, Eindhoven, Niederlande).

2.1.2. Bakterienstimme und Vektoren

2.1.2.1. Bakterienstimme

a) Escherichia coli:
DHI10B: F-, mcrA, A(mrr-hsd RMS-mcrBC), $80dlacZ, AM15, AlacX74,
deoRrecAl, endAl, araD139, A(ara, leu) 7697galU, galKA rpsL,

nupG (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

BL21: F’, hsdS, gal, (rg’, mg") (Studier et al., 1986)

IM109: endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r., my"), relAl, supE44,
Lambda, (lac-proAB), [F’,traD36, proAB, laclZ’M15]

(Hanahan, 1985)

b) Agrobacterium tumefaciens.

LBA 4404: Cr, pAl 4404 (Hoekema et al., 1983)
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2.1.2.2. Vektoren

Nachstehende Vektoren wurden fiir die in der Folge beschriebenen Experimente verwendet:

pGEM®—T (Promega, Madison, Wisconsin, USA)
pGEX3 (Smith and Johnson, 1988)

pRT101, 104 (Topfer et al., 1987)

pUC103-GUS (K. Fritze, Koln, Deutschland)
pBIN19 (Bevan, 1984)

pGEM®—T—K0nstrukte:

Die direkte Klonierung der mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente, deren 3’-Enden
durch Verwendung der Tag-Polymerase Adenylat-Uberhiinge aufwiesen, erfolgte in den dafiir
geeigneten Vektor pGEM®-T. Die Thymidin-Uberhinge dieses linearisierten Plasmids bieten

eine optimale Insertionsstelle fiir PCR-Produkte.

pGEX3-Konstrukte:

Die Generierung von  Smal-Restriktionsschnittstellen wihrend der Amplifikation der
Forisomen-Gene mjfor_I1, mfor_2 und mfor_3 mittels PCR, sowie der anschlieBende
Restriktionsverdau der PCR-Produkte und des Vektors pGEX3 erlaubten die Klonierung der
drei Forisomen-Gene {iiber die Smal-Restriktionsschnittstellen. Dies ermoglichte die
anschlieBende Uberexpression der Gene als Fusionsproteine mit der Glutathion-S-Transferase
(GST) in E.coli BL21. Die Fusionsproteine werden im Laufe der Arbeit als GST/MFOR_1,
GST/MFOR_2 und GST-MFOR_3 bezeichnet.

Nachstehende Oligonukleotide (Metabion, Planegg-Martinsried, Deutschland) wurden fiir die
Amplifikation der Forisomen-Gene mit den erforderlichen Smal-Restriktionsschnittstellen (in

den aufgefiihrten Sequenzen fett hervorgehoben) verwendet:

mfor_I: fw: 5°- AGA CCC GGG ATG TCA TTG TCC AAT GGA ACT AAAC -3’
bw: 5- AGA CCC GGG TCA TAT CTT GCC ATT CTG TGG AGC -3’
mfor_2: fw: 5-AGA CCC GGG ATG TCC ACT GCA TTG TCC TAT AAT G -3’
bw: 5°- AGA CCC GGG TCA AAT GCA GCA ACT ATC TGG ATC ATC -3’
mfor_3: fw: 5°- AGA CCC GGG ATG TCG TCT TCA ATG GCG CC -3’
bw: 5- AGA CCC GGG TCA AGA CCT TTT CTC AAT CTG AAC -3’
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pRT101-/pRT104-Konstrukte:

Im Hinblick auf die Transfektion von Protoplasten sowie die Herstellung transgener Pflanzen
mit den Forisomen-Genen mfor_I, mfor_2 und mfor_3, unter Kontrolle des 35S-Promotors,
wurden diese in die pRT-Plasmid-Serie kloniert. Dies erfolgte nach Anfiigen der
entsprechenden Restriktionsschnittstellen mittels PCR wie folgt:

a) mfor_I mittels Ncol/Xbal-Restriktionsschnittstellen in den Vektor pRT104

b) mfor_2 mittels Ncol/EcoRI-Restriktionsschnittstellen in den Vektor pRT104

c) mfor-3 mittels Smal-Restriktionsschnittstellen in den Vektor pRT101 kloniert.
Nachstehende Oligonukleotide wurden fiir die Amplifikation der Forisomen-Gene mit den
erforderlichen Restriktionsschnittstellen (in den aufgefiihrten Sequenzen fett hervorgehoben)

verwendet:

mfor_I: fw: 5’- AGA CCA TGG GAT CAT TGT CCA ATG GAA CTA AAC -3
bw: 5- AGA TCT AGA TCA TAT CTT GCC ATT CTG TGG AGC -3’
mfor_2: fw: 5’- AGA ACC ATG GGA TCC ACT GCA TTG TCC TAT AAT G -3’
bw: 5°- AGA GAA TTC TCA AAT GCA GCA ACT ATC TGG ATC -3’
mfor_3: fw: 5’- AGA CCC GGG ATG TCG TCT TCA ATG GCG CC -3’
bw: 5- AGA CCC GGG TCA AGA CCT TTT CTC AAT CTG AAC -3’

pUC103-GUS-Konstrukte:

Fiir die Funktionsanalyse der Promotoren prom/mfor_1, prom/mfor_2 und prom/mfor_3 der
drei Forisomen-Gene in Protoplasten wurde jeweils ein ca. 1000 bp groes Fragment, das
neben der eigentlichen Promotorsequenz auch den 5’-Bereich der Gene einschlielich des
Initiationscodons aufweist, mittels PCR aus dem Genom von M. truncatula amplifiziert. Die
translationale Fusion des Initiationscodons der einzelnen Gene zum GUS-Gen erfolgte iiber
die folgenden, PCR-generierten Restriktionsschnittstellen auf Basis des Vektors pUC103-
GUS:

a) EcoRI/Ncol fiir prom/mfor_1 und prom/mfor_3

b) EcoRl/Rcal fiir prom/mfor_2
Nachstehende Oligonukleotide wurden fiir die Amplifikation der Forisomen-Promotoren mit
den erforderlichen Restriktionsschnittstellen (in den aufgefiihrten Sequenzen fett

hervorgehoben) verwendet:
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prom/mfor_1:

fw:  5’- AGA GAA TTC GTC CAT TCG TAC ATG CAG -3’

bw: 5°- AGA CCA TGG TGA TAA ATT CAACTTTAG G -3’
prom/mfor_2:

fw:  5’- AGA GAA TTC CAA ACA ATG CAA ATG AAC -3’

bw: 5- AGA TCA TGA TGA TGA TTT GTT TAT AAA T -3’
prom/mfor_3:

fw:  5°- AGA GAA TTC CAA TCC ATT GCT TGT TAT CGC AAT C -3’

bw:  5’- AGA CCA TGG TAG GCC AAG AAA GTT ATT ATA TCT -3’

pBIN19-Konstrukte:

Mittels EcoRI Restriktionsverdau der Promotor-pUC103-GUS-Konstrukte konnten die
jeweiligen Promotor-GUS-Terminator-Kassetten isoliert werden. Im Anschluss daran erfolgte

die Klonierung der Promotor-Kassetten iiber die EcoRI Restriktionsschnittstellen in den

Vektor pBIN19.

2.1.3. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Alle gebriuchlichen Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen
bezogen: Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), BioRad
Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland) sowie Serva (Heidelberg, Deutschland).
Verwendete Enzyme und Kits stammten von den Firmen New England Biolabs (Beverly,
Massachusetts, USA), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Promega (Madison, Wisconsin,
USA), Qiagen (Hilden, Deutschland), Macherey und Nagel (Diiren, Deutschland).

Spezielle, fiir die beschriebenen Arbeiten notwendige Verbrauchsmaterialien wurden

nachfolgend aufgelistet:

Nycodenz Axis-Shield (Oslo, Norwegen)

Gewebesieb Reichelt Chemietechnik GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

1 kb-DNA-Leiter Invitrogen (Paisley, GroBbritannien)

Precision Plus Protein Standard BioRad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)
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2.14.

Gerite, Apparaturen und Zubehor

Ultrazentrifuge, Typ: OTD75B
Kiihlzentrifuge, Typ: 4810R
Tischzentrifuge, Typ: Mikro Rapid/K

Mikroskop, Typ: DMLFS

Kamera, Typ: TK-C1360

Aktiv schwingungsisolierender Tisch,
Typ: Modell 1

Mikromanipulatoren, Typ: Mini 25

Laserpuller, Typ: Modell 2000

Konfokales Laser Scanning Mikroskop
Typ: Leica TCS 4D
T3 Thermocycler

Gelelektrophorese-Power Pac
Digitalkamera, Typ: Camedia C720
UV-Tisch
Geldokumentations-Anlage
CCD-Kamera Typ: LAS 1000

VERSAFLUOR™ Fluorometer

Wasserbad, Typ: Cryo Compact

Thermostat

Sorvall (Wilmington, Delaware, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Hettich-Zentrifugen (Tuttlingen,
Deutschland)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

JVC (Tokio, Japan)

Halcyonics (Gottingen, Deutschland)
Luigs und Neumann (Ratingen,
Deutschland)

Sutter Instruments (Novato, California,
USA)

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutschland)
BioRad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Olympus (Hamburg, Deutschland)
Peqlab (Erlangen, Deutschland)
BioRad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)

RAYTEST GmbH (Straubenhardt,
Deutschland)

BioRad Laboratories GmbH (Miinchen,
Deutschland)

Julabo (Allentown, Pennsylvania, USA)
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2.2 METHODEN

2.2.1. Aufreinigung der Forisome mittels Dichtegradientenzentrifugation

2.2.1.1. Vorreinigung des Phloems

Die Priparation des Phloems erfolgte mittels 6-8 Wochen alter Vicia faba- bzw. Canavalia
gladiata-Pflanzen, die unter in 2.1.1. aufgefiihrten Bedingungen angezogen wurden.

Im ersten Schritt wurden die Sprossachsen von V. faba kurz oberhalb der Bodenlinie
abgetrennt, die Blitter entfernt und mittels einer Rasierklinge zwei parallele Langsschnitte
durchgefiihrt, die die Rinde bis zum Xylem der ringformig angeordneten Leitgewebe
durchtrennten. Bei C. gladiata konnten dafiir einzelne, entsprechend starke, zumeist dltere
Sprossabschnitte von ca. 15 cm Léinge verwendet werden. In beiden Fillen wurde
anschlieBend die Rinde vorsichtig entlang des Xylems abgezogen, wobei das kambiale
Gewebe riss und somit eine Trennung von Xylem und dem an der Innenseite der Rinde
befindlichem Phloem erlaubte. Eine darauf folgende halbstiindige Inkubation der
Rindenstiicke in V-Medium ermdoglichte den durch die mechanische Verletzung eventuell
dispergierten Forisomen eine Riickreaktion in den kondensierten Konformationszustand. Im
Anschluss daran wurde mit Hilfe eines Skalpells das Phloem von der Rinde abgetragen und

erneut 30 Minuten in V-Medium inkubiert.

V-Medium:

EDTA 10 mM
Tris-HC1 10 mM
KCl 100 mM

pH-Wert 7,3

2.2.1.2. Freisetzung und Anreicherung der Forisome

Das freipriparierte Phloem wurde unter fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
gemorsert und nach anschlieBender Riicklosung in V-Medium durch ein Gewebesieb gefiltert.
Aufgrund der GroBenunterschiede der Forisome von V. faba (ca. 30 um lang) und C. gladiata
(ca. 50 pm lang) wurden dafiir Porendurchmesser von 59 um (V. faba) und 80 um (C.
gladiata) gewihlt, was eine problemlose Passage der jeweiligen Proteinkorper durch das
Gewebesieb ermoglichte.

Fiir einige, nachfolgend beschriebene Experimente waren der Reinheitsgrad und die Menge
der Forisome ausreichend, weshalb bis zu diesem Schritt von einer ,,Schnellaufreinigung* der

Proteinkorper gesprochen wird.
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Forisome, der in Folge des Morserns bereits aufgebrochenen Siebelemente konnten somit
ausgewaschen werden und befanden sich anschlieBend im Filtrat, wihrend das im Uberstand
befindliche Pflanzenmaterial erneut unter fliissigem Stickstoff pulverisiert wurde. Die
Arbeitsschritte Morsern und Filtrieren wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt. Dadurch
konnte gewihrleistet werden, dass die SE des Phloems sukzessive aufgebrochen und die
Forisome freigesetzt wurden; wihrenddessen verhinderte der Filtrierschritt ein ,,Zermorsern®
der bereits extrazelluldren Proteinkorper. Die Zentrifugation des Filtrats und anschlieendes
Riicklosen des Pellets in einem entsprechend geringem Volumen V-Medium resultierten in

einer, mittels lichtmikroskopischer Aufnahmen nachgewiesenen Anreicherung der Forisome.

2.2.1.3. Priparation des chodenz®—Gradienten

Die Trennung der Forisome von ebenfalls noch im Filtrat befindlichem Pflanzenmaterial
erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Die Homogenisierung von Filtrat und dem
substituierten  Isophtalamid ~ Nycodenz® erméglichte unter  Verwendung  eines
GradientengieBers die Herstellung eines kontinuierlichen Dichte-Gradienten von 80%
Nycodenz® am Boden bis 20% Nycodenz® am oberen Rand des Zentrifugenrohrchens. Die
geringe Viskositit aber auch die geringe Ionenstirke des Nycodenz® erméoglichte mittels
dreistiindiger Ultra-Zentrifugation bei 21000 rpm (Rotor AH627) eine Auftrennung der
einzelnen Komponenten aufgrund ihrer Dichte. Neben einer distinkten Chloroplastenbande
bei ca. 25% Nycodenz®, einer Membranbande bei ca. 50% Nycodenz® und einem
Zellwandpellet konnte im Fall von V. faba eine weitere Bande bei ca. 60% Nycodenz®
beobachtet werden. Lichtmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass es sich hierbei um die
Forisome handelt. Die Aufreinigung der C. gladiata - Forisome ergab dagegen keine optisch
abgrenzbare Bande, allerdings zeigten auch hier lichtmikroskopische Aufnahmen, dass die
Proteinkorper dieser Pflanze ebenfalls bei ca. 60 % Nycodenz® angereichert wurden. Mittels
Modifikationen der Zusammensetzung des V-Mediums soll in der Folge allerdings auch fiir

C. gladiata die Ausbildung einer distinkten Forisome-Bande erreicht werden.

2.2.2. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen SDS-PAGEs wurden in einem
diskontinuierlichen Puffersystem nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Die Konzentration von
Acrylamid/Bisacrylamid des Trenngels betrug je nach Experiment entweder 7% oder 10%,
wihrend das Sammelgel eine Konzentration von 3% aufwies. Die Denaturierung der

aufzutrennenden Proteine wurde mittels 10miniitiger Inkubation derselben in 1x Probenpuffer
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bei 98° C erreicht. Die Durchfiihrung der SDS-PAGE erfolgte in einer BioRad Minigel-
Aparatur bei konstanten 40 mA und variabler Spannung. Zur Bestimmung des
Molekulargewichtes der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine diente ein Standard
bestehend aus Proteinen bekannter GroBBen (Presicion Protein Standards, BioRad Miinchen).
Die Firbung der Proteine erfolgte mittels 30miniitiger Inkubation der SDS-Polyacryamid-
Gele (SDS-PAA-Gel) in einer, den Proteinfarbstoff Coomassie Brilliant Blue enthaltenden
Farbelosung, die Entfirbung des Gels durch wiederholten Austausch der Entfdrbelosung
(Sambrook et al., 1989).

SDS-PAA-Gele der in 2.2.3. beschriebenen, zweidimensionalen SDS-PAGE wurden —
aufgrund der zehnfach hoheren Sensitivitdt — mittels Silberfarbung, beruhend auf dem Prinzip

der reduktiven Bildung atomaren Silbers aufgrund reduzierender Gruppen des Proteins,

visualisiert.
Losungen:
10%iges Trenn-/3 %iges Sammelgel Menge Trenngel Menge Sammelgel
Stammldsung
(30% Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid) LD =
1,88 M Tris-HCI, pH 8,8 / 0,625 Tris-HCI, pH 6,8 600 ul 400 pul
0,5% SDS-Losung 600 pl 400 pl
H,O bidest. 800 pl 870 ul
TEMED 2,5 ul 2ul
10% Ammonium Persulfat (APS) 15 ul 10 ul
Probenpuffer: Laufpuffer:
Tris-HCI 62,5 mM Tris-HCI 25 mM
Glycerin 10% (w/v) Glycin 187 mM
SDS 2% (wW/v) SDS 0,1% (w/v)
B-Mercaptoethanol 5% (wIv)
Bromphenolblau 0.05% (w/v)
2.2.3. Zweidimensionale SDS-PAGE

Zur Identifizierung Ca®*-reaktiver Untereinheiten der Forisome wurde eine zweidimensionale
SDS-PAGE durchgefiihrt (Kameshita und Fujisawa, 1997). Die Methode basiert auf dem
unterschiedlichen Laufverhalten Ca®*-bindender Proteine in Ca®*-freien und Ca®*-haltigen
SDS-PAA-Gelen, daher auch als mobility-shift-assay bezeichnet. Das Trenngel der ersten
Dimension enthielt CaCl, mit einer Endkonzentration von 2 mM. Ein Gemisch aus ca. 7 ug
aufgereinigter Forisome und 6 pg random-Polymere, bestehend aus Glutamin, Lysin und

Tyrosin im Verhéltnis 6:3:1, wurden in eine Spur geladen und die SDS-PAGE unter in 2.2.2.
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aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt. Kurz nach Auslauf der Bromphenolblau-Front aus
der Gelmatrix, wurde die SDS-PAGE gestoppt, die die aufgetrennten Proteine enthaltende
Spur longitudinal ausgeschnitten und 10 min bei RT in EDTA-haltigem
Aquillibrierungspuffer inkubiert. Das Trenngel der zweiten Dimension enthielt, analog dem
der ersten Dimension, EDTA mit einer Endkonzentration von 2 mM. Die Préparation einer
groffen Tasche im Sammelgel ermoglichte es, den dquillibrierten Gelstreifen horizontal zu
platzieren. Erneute SDS-PAGE gewihrleistete somit die Auftrennung der Proteine in der
zweiten Dimension.

Proteine, wie die eingesetzten random-Polymere, die nicht auf Kalzium reagieren, bilden in
diesem System eine diagonale Linie in der zweiten Dimension. Lediglich Ca**-bindende
Proteine, induziert durch ihr unterschiedliches Laufverhalten in EDTA- oder Ca2+—haltigen
Gelen, bilden von der Linie abweichende Spots. Als Kontrolle diente die zweidimensionale
SDS-PAGE unter Einfluss von EDTA in beiden Dimensionen. AnschlieBend erfolgte die

Silberfarbung der Proteine.

2.2.4. Genome Walking

Alle in dieser Arbeit mittels des Genome Walking amplifizierten und klonierten DNA-
Fragmente wurden unter Verwendung des ,.BD GenomeWalker ™ Universal Kit* (BD
Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschland) nach dem entsprechenden Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt.

Mittels dieser Methode ist die Klonierung unbekannter genomischer Sequenzen unter der
Voraussetzung moglich, dass eine kurze Teilsequenz beispielsweise auf cDNA-Ebene
bekannt ist (Siebert et al., 1995). Zu diesem Zweck erfolgte die Prdparation genomischer
DNA von V. faba sowie der anschliefende Restriktionsverdau in vier Aliquots mit je einem
Restriktionsenzym (Stul, Dral, Smal, EcoRV) zur Generierung glatter Schnittstellen. Nach
Phenol/Chloroform-Extraktion der genomischen DNA erfolgte die Ligation des von der Firma
bereitgestellten ,,BD GenomeWalker' " Adaptors — einer kurzen doppelstringigen DNA mit
bekannter Sequenz — an das 5’- und 3’- Ende der geschnittenen und aufgereinigten DNA-
Fragmente.

Die primary PCR wurde mittels des &duBeren Adaptor-Oligonukleotids AP1 und des
genspezifischen Oligonukleotids GSP1 auf Ebene der adaptor-ligierten DNA-Fragmente
durchgefiihrt. Die Verwendung eines speziellen Polymerasemixes (BD Advantage™ 2
Polymerase Mix; BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschland) ermoglichte die
Generierung langer PCR-Fragmente durch die BD TITANIUM™ Tag DNA Polymerase,
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entwickelt fiir eine long-distance PCR (LD-PCR; Barnes, 1994; Cheng et al., 1994), sowie
fehlerfreier PCR-Fragmente durch die ebenfalls im oben genannten Mix enthaltene
proofreading-Polymerase. Im Anschluss daran erfolgte die secondary PCR unter Verwendung
des internen Adaptor-Oligonukleotids AP2 und des internen genspezifischen Oligonukleotids
GSP2. Nach erfolgreicher Amplifikation und Klonierung genomischer Fragmente erfolgte die
automatische Sequenzanalyse mittels des ABI 3730 Sequenzierautomaten (Applied

Biosystems, Darmstadt, Deutschland).

2.2.5. Sequenzanalyse der Peptide und DNA-Fragmente

Peptidsequenzierung:

Die Generierung von Peptidsequenzen der iiber SDS-PAGE aufgetrennten Forisomen-
Untereinheiten erfolgte unter Verwendung des Edmann-Verfahrens, dem schrittweisen Abbau
eines Peptids durch sukzessive Abspaltung der N-terminalen Aminosdure und deren
anschlieBende Identifizierung mittels high pressure liquid chromatography (HPLC). Des
Weiteren erfolgte der FEinsatz massenspektrometrischer Sequenzanalysen fiir die
Peptidsequenzierung nach tryptischem Verdau der Proteine bzw. chemischer Spaltung unter
Verwendung von Bromcyan.
An die nachstehenden Firmen und Institute wurden die Proteine fiir die Sequenzierung
tibersandt:

Proteom Factory (Berlin, Deutschland)

TopLab (Miinchen, Deutschland)

Fraunhofer IME (Aachen, Deutschland)

Automatische Sequenzanalyse von DNA-Fragmenten:

Nach dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens von Sanger et al. (1977) wurden die im Laufe
der Arbeit verwendeten DNA-Sequenzen auf dem ABI 3730 Sequenzierautomaten unter
Verwendung der BigDye-Terminator Methode durch die ZEDA-Service-Einheit am
Fraunhofer IME in Aachen generiert.

Sequenzanalysen erfolgten unter Verwendung der Computer-Software ,,Accelyrs SeqWeb

Version 2 (Devreux et al., 1984; www.gcgserver.rwth-aachen.de/gcg-bin/seqweb.cgi).

2.2.6. Rekombinante Protein-Expression in E. coli

Die Expression der Forisomen-Gene mfor_I, mfor_2 und mfor_3 erfolgte nach ihrer

jeweiligen Klonierung in den Expressionsvektor pGEX3 (2.1.2.2.) und anschlieBender
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Transformation der Konstrukte in E.coli BL21 als Fusionsproteine mit der Glutathion-S-
Transferase (GST; 27,5 kDa), in der Folge als GST/MFOR_1, GST/MFOR_2 und
GST/MFOR_3 bezeichnet. Die Uberexpression wurde durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 1 mM) induziert, gefolgt von einer dreistiindigen Inkubation der
Bakterienkultur bei 37°C. Eine Steigerung der Ausbeute an l6slichem GST/MFOR_1-,
GST/MFOR_2- und GST/MFOR_3-Fusionsprotein konnte durch eine weitere, zweistiindige
Inkubation bei 42°C erreicht werden.

Die Kontrolle der Uberexpression erfolgte mittels SDS-PAGE, wofiir ein Aliquot der
Bakteriensuspension abzentrifugiert, das Pellet in 1 x SDS-Ladepuffer aufgenommen und das

bakterielle Gesamt-Protein-Extrakt aufgetragen wurde.

2.2.6.1. Aufreinigung der GST-Fusionsproteine mittels Affinititschromatographie

Der Hauptteil der Bakteriensuspension wurde nach Lyse der Zellen mittels
Affinititschromatographie unter nicht-denaturierenden Bedingungen nach Herstellerangaben
(Pharmacia, Freiburg, Deutschland) aufgereinigt. Als Matrix dafiir diente Glutathion-
Sepharose, die zum Lysat zugegeben wurde. Im Anschluss an Inkubation, Zentrifugation und
mehrere Waschschritte konnten die GST-Fusionsproteine mittels reduziertem Glutathion
eluiert werden. Eine Protease-Erkennungssequenz der pGEX-Vektoren ermoglichte im

Anschluss die Abspaltung der GST durch Faktor Xa.

2.2.7. Western-Blot-Analyse

Die polyklonalen Antikorper anti-MFOR_1, anti-MFOR_2, anti-vf sowie anti-can wurden
von der Firma EUROGENTEC (Seraing, Belgien) hergestellt. Vorbereitend wurden dafiir
sowohl die iiberexprimierten Fusionsproteine GST/MFOR_1 und GST/MFOR_2 (2.2.6.) als
auch die mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigten Forisome (2.2.1.) aus V. faba
und C. gladiata tiber eine SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend die entsprechenden
Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten und versandt. Der monoklonale anti-GST-
Antikorper wurde vom Fraunhofer IME (Aachen) zur Verfiigung gestellt. Die verwendeten

Antikorper und deren Verdiinnungen wurden nachfolgend zusammengefasst.
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1. AK Organismus Verdiinnung 2.Antikorper Org. Verdiinnung

anti-MFOR_1 ~ Kaninchen 1:500 goat-anti-rabbit < Ziege 1 :20000
anti-MFOR_2  Kaninchen 1:500 goat-anti-rabbit™\"  Ziege 1 :20000
anti-vf Maus 1:250 goat-anti-mouse ™\ Ziege 1 : 20000
anti-can Maus 1:250 goat-anti-mouse™  Ziege 1 : 20000
anti-GST Maus 1:5000  goat-anti-mouse™ ™ = Ziege 1 :20000

Die Verwendung des SuperSigna1® West Dura-Kit (PIERCE, Bonn, Deutschland), inklusive
des goat-anti-rabbit™~ - oder des goat-anti-mouse™~" -Antikorpers, nach dem Protokoll des
Herstellers ermoglichte die Detektion des an die Proteine gebundenen 1. Antikorpers mittels
Chemilumineszenz durch die Enzymreaktion der horse raddish peroxidase (HRP). Die

Aufnahmen erfolgten unter Verwendung der CCD-Kamera des Typs LAS 1000.

2.2.8. Immunologischer Nachweis nativer Forisome mittels CLSM

Mittels der Schnellaufreinigung (2.2.1.) erhaltene Forisome wurden in Mikrotiterplatten
tiberfithrt und anschlieend bei 4000 rpm zentrifugiert, wobei die Proteinkorper aufgrund
ihrer Oberflachenbeschaffenheit am Boden der Platten haften blieben. Dies ermdoglichte die
problemlose Inkubation der Forisome mit den Antikérpern sowie die notwendigen
Waschschritte. Als jeweils erster Antikorper dienten die in Abschnitt 2.2.7. aufgefiihrten
Immunseren und deren Verdiinnungen, wihrend der folgende zweite Antikorper mit einer

Verdiinnung von 1: 5000 verwendet wurde:

Alexa Fluor ® 488 goat-anti-rabbit IgG ( H+L) *2 mg/ml *(Molecular Probes, USA)

Die Detektion erfolgte unter Verwendung des Leica TCS 4D konfokalen Laser Scanning-
Mikroskops nach Anregung mittels der 488 nm Linie des 75 mW Argon/Krypton Lasers.
Durch den Fluorescein Bandpass Filter wurde das emittierte Licht zum Detektor geleitet. Fiir

eine optimale Vergroferung wurde das Objektiv HCX APO L40x/0.80 W U-V-I eingesetzt.

2.2.9. Promotoranalysen

Im Hinblick auf die Bestimmung der Aktivitdt der Promotoren der Forisomen-Gene erfolgte
die fluorimetrische Messung der Expression der Promotor/GUS-Fusionen (Promotor-
pUC103-GUS-Konstrukte; 2.1.2.2.) in Protoplasten. Die stabile Integration der

Promotor/GUS-Konstrukte ins Genom transgener Pflanzen erfolgte iiber Agrobakterien-
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vermittelten Gentransfer unter Verwendung des bindren Vektorsystems pBIN19 (2.1.2.2.) und

sollte Aufschluss iiber eine eventuelle Gewebespezifitit der Promotoren geben.

2.2.9.1. Transiente Expression in Protoplasten

Priparation von Protoplasten:

Blitter 6-8 Wochen alter, in Sterilkultur angezogener Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum var.
SR1) wurden in K3-Medium — versetzt mit einer Enzymmischung aus 0,5 % (w/v) Cellulase
und 0,5% (w/v) Mazerozym — iiber Nacht bei 26°C im Dauerdunkel inkubiert. Nach
30miniitigem Schiitteln der Pflanzensuspension wurde diese mittels eines Stahlsiebs mit 250
um Maschenweite filtriert. Im Anschluss an die Uberfiihrung des Filtrats in ein 50 ml
Reaktionsgefil und einen Sminiitigen Zentrifugationsschritt (1000 rpm, Eppendorfzentrifuge)
folgte die Trennung der flotierenden Protoplasten von Zelltriimmern und {iiberschiissigem
Medium. Wiederholtes Waschen der Protoplasten mit W5-Medium resultierte in der

vollstindigen Elimination von Enzymkontaminationen und Zelltriimmern.

Losungen:

K3-Medium W5-Medium
MS-Basalsalze mit Vitaminen 44 ¢ NaCl 9¢g
Saccharose 140 g CaCl, 184 g
Xylose 250 mg KCl 370 mg
H,O auf 1000 ml Glucose 991 mg
pH-Wert 5,6 -5,7 H,O auf 1000 ml
Osmotischer Wert 600 mOs pH-Wert 5,6-6

Transfektion von Protoplasten:

Die Protoplastenlosung wurde mittels Zugabe von MaMg-Medium auf eine Zelldichte von ca.
10° Protoplasten/ml eingestellt und anschlieBend zu 330 pl in 10 ml-ReaktionsgefiBe
aliquotiert. Nach Zugabe der DNA (10 pg Plasmid-DNA / 15 ul Gesamtvolumen) wurde die
Protoplastensuspension fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend die PEG-
Losung im Verhiltnis 1:1 zugefiigt und der Ansatz erneut fiir 25 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml K3-Medium erfolgte die Inkubation der

Transfektionsansitze tiber Nacht im Dauerdunkel bei 26°C.

MaMg-Medium PEG-Losung

Mannitol 84,23 g Ca(NO3), x4 H,O0 236¢
MgCl, x 6 H,O 3,05¢g Mannitol 729 g
MES lg PEG 4000 40 g

H,O auf 1000 ml H20 auf 100 ml
pH-Wert 5-6 pH-Wert 7-9
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B-Glukuronidase-Aktivititstest (GUS-Test):

Mittels Zugabe von W5-Medium und anschlieBender Zentrifugation wurden die Protoplasten
pelletiert. Uberfilhrung der Protoplasten-Pellets in fliissigen Stickstoff, anschlieBende
Aufnahme in je 50 ul GUS-Extraktionspuffer und der Einfluss der Scherkrifte durch
wiederholtes Pipettieren resultierten in der Lyse der Plasmamembran und damit dem
Aufschluss der Protoplasten. Im Anschluss an die Proteinbestimmung mittels Bradford-
Reagenz (Bradford, 1976) und der dadurch erméglichten Standardisierung der Protoplasten-
Extrakte erfolgte die fluorimetrische Messung der Umsetzung der zugegebenen Chemikalie 4-
Methyl-Umbelliferyl-Glukuronid (4-MUG) zu ihrem fluoreszierenden Endprodukt 4-Methyl-
Umbelliferon (4-MU; nach Jefferson, 1987). AnschlieBende Verwendung der gemessenen
Werte und MU-Standardkurven resultierten in der Berechnung der Enzymaktivitéit (pmol 4-
MU/mg Protein und min).

Losungen:

GUS-Extraktionspuffer

NaH,PO4/Na,HPO4 (pH 7,0) 50 mM

3-Mercaptoethanol 10 mM

Na,EDTA 10 mM

Triton X-100 0,1% (w/v)

2.2.9.2. Expressionsstudien in transgenen Pflanzen

Pflanzentransformation:

Nach der Transformation des Agrobakterien-Stamms LBA 4404, anschlieBender Anzucht der
Bakterien in YEB-Medium bei 28°C, Zentrifugation und einmaligem Waschen des Pellets
mit MgSO, erfolgte die Einstellung der optischen Dichte (OD=1) mittels MS I-Medium.
Blattstiicke steril angezogener 6-8 Wochen alter Tabakpflanzen wurden danach mit der
Bakterienkultur inkubiert und anschlieBend mit MS I-Medium gewaschen. Die Kultivierung
der wundinfizierten Blattstiicke erfolgte auf MS I-Agar-Platten fiir 2 Tage bei 26°C im
Dauerdunkel. Ein erneuter Waschschritt mit MS I und zugesetztem Claforan (250 mg/l)
resultierte in der Elimination der Agrobakterien. Der Transfer der infizierten Blattstiicke auf
MS II-Platten, die die Hormone NAA (Naphtolsédure; 0,1 mg/l) und BAP (Benzylaminopurin;
0,5 mg/l), sowie das Antibiotikum Kanamycin (0,1 mg/l) enthielten, fiihrte zur Induktion der
Regeneration von Kalli und nachfolgend von Sprossen. Die anschlieBende Uberfiihrung der
Sprosse auf Saccharose-haltiges, hormonfreies MS III-Medium induzierte das
Wurzelwachstum. Die vollstindig regenerierten Pflanzchen wurden auf Erde iiberfiihrt und im

Gewichshaus unter in 2.1.1. genannten Bedingungen angezogen.
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Histochemischer -Glukuronidase-Nachweis:

Der Nachweis der f-Glukuronidase-Aktivitit unter Kontrolle der Forisomen-Promotoren
erfolgte mittels des chromogenen Substrats 5-Brom-4-chlor-3indolyl-glukuronid (X-Gluc)
(nach Jefferson, 1987). Dafiir wurden Blitter, Blattstiicke, Stdngel- und Wurzelquerschnitte
tiber Nacht bei 37°C in 3 mM X-Gluc (in 50 mM Phosphatpuffer) inkubiert. Bis zur
vollstindigen Entfarbung des Blattgriins wurden die Pflanzenteile bei 60°C fiir ca. 1 h mit
100% Methanol versetzt und anschlieBend in 70%igem Ethanol gelagert. Die Dokumentation
der Fiarbung ganzer Blétter und Blattstiicke erfolgte mittels der Digitalkamera des Typs
Camedia C720, lichtmikroskopische Beobachtungen auf zelluldrer Ebene wurden mit der

Kamera des Typs TK-C1360 festgehalten.

2.2.10 Standardmethoden

Alle in dieser Arbeit angefiihrten Standardmethoden, die entsprechenden Protokolle sowie die

verwendeten Kits sind in der folgenden Ubersicht zusammengefasst:

Methode Protokoll/Kit

Priparation genomischer DNA i (};rotocols .

b) DNeasy Plant Maxi Kit (QIAGEN, D)

Priparation von polysomaler RNA Leiser et al., 1992

Extraktion von poly A" mRNA Oligotex™ mRNA Kit (QIAGEN, D)
SUPERSCRIPT™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, GB)

Plasmid-Préparation NUCLEOBOND 100 (Macherey-Nagel, D)

Fragment-Elution aus Agarosegelen QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN, D)

cDNA-Synthese

Aufreinigung doppelstringiger DNA nach
PCR-Purifikation Kit (QIAGEN, D)
PCR, Restriktionsverdau, Klenow-repair
Protokoll der Hersteller (NEB,USA; Roche,

Deutschland)

Restriktionsverdau

28



3. ERGEBNISSE

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente zur molekularen Charakterisierung
der Forisome wurden unter Verwendung folgender Vertreter der Fabaceen durchgefiihrt:
Vicia faba, Canavalia gladiata und Medicago truncatula. Lichtmikroskopische Aufnahmen
der Abb. 3 zeigen die beiden Konformationszustinde schnell aufgereinigter (2.2.1.) Forisome
der drei verwendeten Arten, da dies in vitro bisher nur fiir die Proteinkorper aus V. faba

dargestellt wurde (Knoblauch et al., 2003).

N

Abb. 3: Forisome von V. faba, C. gladiata und M. truncatula und ihre Kalzium-
Reaktivitit

Die drei linksseitigen Aufnahmen zeigen den kondensierten Konformationszustand der

Proteinkdrper unter Ausschluss von Ca®*. Die rechtsseitigen Aufnahmen dokumentieren den

dispergierten Konformationszustand der Forisome nach Zugabe von 1 mM Ca®".

M. truncatula weist im Verhiltnis zu V. faba und vor allem zu C. gladiata sehr kleine

Forisome auf, aufgrund des geringen Durchmessers der Sprossachsen von M. truncatula und
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der somit ebenfalls sehr geringen Grofle der Siebelemente. Die Proteinkorper von C. gladiata
zeigen beidseitig des spindelférmigen Zentralkorpers schwanzartige Fortsidtze, die fiir
Vertreter mehrerer Gattungen der Fabaceen charakteristisch sind (Esau, 1978). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die isolierten Proteinkorper der drei Arten auf die Zugabe von
Ca® in vitro mit einer Konformationsinderung in den dispergierten Zustand reagieren.
Auffillig ist der kondensierte Konformationszustand der schwanzartigen Fortsidtze von C.
gladiata auch in Anwesenheit von Ca** im umgebenden Medium.

Das Vorkommen der Forisome in V. faba, C. gladiata und M. truncatula und die Ca®*-
induzierte Konformationsinderung der ProteinkOrper bildeten die Grundlage fiir die

durchgefiihrten und nachfolgend beschriebenen Experimente.

3.1. MOLEKULARE CHARAKTERISIERUNG DER FORISOMEN-GENE

3.1.1. Gelelektrophoretische Auftrennung der V. faba - Forisome

Die Aufreinigung der Forisome aus V. faba erfolgte nach Vorreinigung des Phloems mittels
Dichtegradientenzentrifugation (2.2.1.). Nach Abnahme der Forisomenbande (Abb. 4A) aus
dem Nycodenz®-Gradienten konnten durch einen erneuten Zentrifugations- und Waschschritt
Kontaminationen wie Membranreste und andere Proteine entfernt werden. Hierfiir wurden die
Forisome in 1,5 ml Reaktionsgefif3e tiberfiihrt, diese mit V-Medium (2.2.1.1.) aufgefiillt und
anschlieBend bei 15000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran konnte mittels
Lichtmikroskopie beobachtet werden (Abb. 4 B), dass die Forisome an der Wand des
ReaktionsgefidBes haften blieben, wihrend das restliche Pflanzengewebe pelletierte. Sowohl
Pellet als auch Uberstand wurden verworfen und das Reaktionsgefd8 mit den daran haftenden
Forisomen mit V-Medium gewaschen. Diese zusitzliche Aufreinigung der Forisome
ermOglichte eine deutliche Reduzierung der Banden ko-aufgereinigter Proteine in der SDS-
PAGE (2.2.2.). Nach Losen und Aufnahme der Forisome in 1x Ladepuffer erfolgte die
Auftrennung der Proteinkorper in einem 7%igen SDS-PAA-Gel (Abb. 4C).
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Abb. 4: Aufreinigung und Auftrennung der Forisome aus V. faba

(A) Nycodenz®-Gradient; folgende Pflanzenbestandteile bandieren aufgrund ihrer Dichte:
1) Chloroplasten, 2) Membranpartikel, 3) Forisome, 4) Zellwandpartikel

(B) Lichtmikroskopische Aufnahme der Forisome aus V. faba nach Abnahme der Bande 3 aus
dem Nycodenz®-Gradienten

(C) 7%iges SDS-PAA-Gel nach Farbung mit Coomassie Brilliant Blue: Spur 1: ca. 7 ug

aufgereinigte Forisome aus V. faba; Spur 2: 5 ul Proteinmarker

Das zu beobachtende Protein-Bandenmuster nach Firbung des SDS-PAA-Gels mit
Coomassie Brilliant Blue (Abb. 4C) zeigt, dass es sich bei den Forisomen von V. faba um
Proteinkomplexe, bestehend aus mehreren Untereinheiten (UE) mit Molekulargewichten von
ca. 200-350, 130 und ca. 70 kDa, handelt (sieche Bezeichnung d-a in Abb. 4C). Wihrend die
groBBere (b) der auf der Hohe von ca. 70 kDa bandierenden Untereinheiten (a und b) den
mengenmifligen Hauptanteil bildet, konnten die Proteine mit Molekulargewichten von 130
kDa (c) und 200-350 kDa (d) aufgrund ihrer GroBe Dimerisierungs- bzw.
Multimerisierungsderivate der beiden kleineren Proteine (a und b) darstellen. Es konnte sich
hier jedoch auch um eigenstidndige Untereinheiten der Forisome handeln. Kontaminationen
mit anderen Proteinen wurden durch die oben beschriebene Vorreinigung (3.1.1.) stark

reduziert, lassen sich allerdings nicht vollig ausschlieBen.
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3.1.2. Klonierung der Forisomen-Gene

3.1.2.1. Bestimmung von Peptidsequenzen mittels direkter und massenspektrometrischer

Sequenzanalyse

Nach der Auftrennung aufgereinigter Forisome wurde die ca. 70 kDa grofle Untereinheit
(Abb. 4 C, Bande b) aus dem SDS-PAA-Gel isoliert. Allerdings konnte trotz geringer
Polyacrylamidkonzentration im Gel und relativer langer Laufzeit der Elektrophorese keine
vollstandige Auftrennung der beiden bei ca. 70 kDa bandierenden Untereinheiten (Abb. 4 C,
Bande a und b) erreicht werden.

Die Sequenzierung der N-terminalen Aminosduren unter Verwendung des Edmann-
Verfahrens war aufgrund der Blockierung des Aminoterminus des Proteins nicht moglich.
Daher erfolgte nach enzymatischer Spaltung der Polypeptidkette durch die Endopeptidase
Trypsin die Generierung und Sequenzierung interner Peptide. Die mittels ESI- (electrospray
ionisation) oder MALDI-Ionisierung (matrix assisted laser desorption ionisation)
durchgefiihrten massenspektrometrischen Sequenzanalysen (2.2.5) resultierten ebenfalls in
mehreren Peptidsequenzen, die in Tabelle 1B (S. 38) zusammengefasst sind.

Es muss davon ausgegangen werden, dass die ermittelten Peptidsequenzen aufgrund der
Uberlagerung der Proteinbanden im SDS-PAA-Gel aus verschiedenen Untereinheiten
generiert wurden und damit nicht eindeutig zugeordnet werden konnten, was die in 4.2.

beschriebenen Schwierigkeiten bei der Durchfithrung der PCR erklirt.

3.1.2.2. PCR unter Verwendung degenerierter Oligonukleotide

Die direkte Sequenzierung der ca. 70 kDa groen Untereinheit (Abb. 4 C, Bande b)
aufgetrennter V. faba-Forisome — durch Einsatz des Edmann-Verfahrens — resultierte in
lediglich einer, 7 AS umfassenden, Peptidsequenz. Somit erfolgte die Ableitung degenerierter
Oligonukleotide  hauptsidchlich von Peptiden, die durch massenspektrometrische
Sequenzanalyse generiert wurden.

Unter Verwendung dieser Oligonukleotide, entweder auf der Basis genomischer DNA oder in
der Folge auf cDNA-Ebene von V. faba, konnten mehrere PCR-Fragmente amplifiziert und
kloniert werden (~2000 Fragmente), die jedoch nach automatisierter Sequenzanalyse (2.2.5.)
die identifizierten, Forisomen-spezifischen Peptide nicht aufwiesen. Eine Zuordnung dieser
DNA- bzw. cDNA-Fragmente zu den Forisomen-Genen war somit nicht moglich. Auch die

Verwendung genomischer DNA-Fragmente nach beidseitiger Adapter-Ligation und der
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dadurch ermoglichte Einsatz lediglich eines degenerierten Oligonukleotids im

GenomeWalker™-System (2.2.4.) fiihrte zu keinerlei Erfolg versprechenden Resultaten.

3.1.2.3. Datenbanksuche

Neben den bereits abgeschlossenen Projekten zur Entschliisselung pflanzlicher Genome (z.B.
Arabidopsis thaliana und Oryza sativa) wurde kiirzlich mit der Generierung und
Sequenzierung von ESTs fiir Medicago truncatula als Modellpflanze der Fabaceen begonnen.
Diese stetig erweiterte 6ffentliche EST-Datenbank (http://medicago.toulouse.inra.fr/Mt/EST)
wurde in der Folge fiir den Abgleich der ermittelten Peptidsequenzen der ca. 70 kDa grof3en
Untereinheit der V. faba-Forisome genutzt.

Unter Verwendung dieser Datenbank konnte daraufthin eine 157 AS umfassende
Polypeptidkette sowie das dafiir kodierende, 478 bp grole cDNA-Fragment gefunden werden.
Dieses Fragment wies die in Tabelle 1B (S. 38) aufgelisteten Peptidsequenzen EGFDIAFK
und VMEVTSLNYK auf, die durch massenspektrometrische Sequenzanalyse der Forisome
aus V. faba ermittelt wurden, mit lediglich 2 AS-Austauschen fiir das zweite Peptid. Diese
Sequenzabweichung resultiert wahrscheinlich aus den zu erwartenden Unterschieden der AS-
Sequenzen zwischen den verschiedenen Arten M. truncatula und V. faba.

Mittels dieser — durch Verwendung der Datenbank ermittelten — Sequenzinformationen
konnten spezifische Oligonukleotide fiir die PCR abgeleitet werden. Auf Basis genomischer
DNA von V. faba gelang darauthin die Amplifikation eines ca. 500 bp groBlen PCR-
Fragmentes. Die anschlieBende Sequenzanalyse zeigte eindeutige Homologien (ca. 60%) zum
oben beschriebenen 478 bp grolen DNA-Fragment aus M. truncatula.

Der Einsatz des GenomeWalker™-Systems (2.2.4.) auf Ebene genomischer DNA ermoglichte
in der Folge die Verlingerung der erhaltenen Fragmente aus V. faba und M. truncatula
sowohl in 5°- als auch in 3 -Richtung. Nach anschlieender Sequenzanalyse konnten weitere
Peptidsequenzen der 70 kDa groBBen Untereinheit von V. faba-Forisomen auf den klonierten
Fragmenten gefunden werden. Dies bestitigte, dass es sich tatsdchlich um den Abschnitt eines
der Forisomen-Gene handelt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die beiden Klone aus
V. faba und M. truncatula homologe Gene beider Arten darstellen.

Durch einen erneuten Sequenzabgleich der klonierten DNA-Fragmente, sowohl mit der
NCBI- (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) als auch der Medicago-Datenbank, konnte der gesamte
genomische Klon sowie Teilbereiche dieser Sequenz auf cDNA-Ebene gefunden werden.

Dariiber hinaus konnten zwei weitere genomische Klone sowie die zugehorigen cDNA-

33



Fragmente von M. truncatula mit signifikanten Sequenz-Homologien identifiziert werden, die
auf das Vorhandensein einer Genfamilie schlieen lassen.

Zusammenfassend resultierten die ermittelten Sequenzdaten in drei genomischen Klonen von
M. truncatula und einem ca. 2 kb umfassenden DNA-Fragment von V. faba. Diese Ergebnisse
sowie das Vorhandensein einer EST-Datenbank fiihrten zu dem Entschluss, die in der Folge
beschriebenen Experimente zur molekularen Charakterisierung der Forisome am Beispiel von
M. truncatula durchzufiihren. Als Voraussetzung dafiir sollte jedoch mittels RT-PCR
tiberpriift werden, ob es sich bei den gefundenen genomischen Klonen um aktive Gene

handelt.

3.1.3. Charakterisierung der Forisomen-Gene aus M. truncatula

Nach Préaparation von Gesamt-RNA aus M. truncatula wurden unter Verwendung
spezifischer Oligonukleotide mittels RT-PCR drei ca. 2 kb groe DNA-Fragmente mit
offenen Leserastern (ORF) amplifiziert (Abb. 5) und kloniert. Im Anschluss an die
automatische Sequenzanalyse wurden die drei ermittelten, vermutlich Forisomen-spezifischen

Gene aus M. truncatula als mfor_1, mfor_2 und mfor_3 bezeichnet.

mfor_1
mfor_2
L > mfor_3
20—
1,6—
L=

Abb. 5: Gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR von mfor_1, mfor_2
und mfor_3

Spur 1: 1 kb-DNA-GroBenmarker (Invitrogen). Spur 2: 1889 kb-Fragment (mfor_1),

Spur 3: 2025 kb-Fragment (mfor_2), Spur 4: 2100 kb-Fragment (mfor_3)

Mit Hilfe der RT-PCR konnte somit nachgewiesen werden, dass es sich in allen drei Fillen

um aktive Gene handelt. Die Aminosiduresequenzen der drei Forisomen-Gene wurden auf

homologe Bereiche und Sequenzmotive untersucht und sind nachfolgend dargestellt (Abb. 6).

34



MFOR1
MFOR2
MFOR3

MFOR1
MEF'OR2
MEF'OR3

MFOR1
MFOR2
MFOR3

MFOR1
MEFOR2
MEF'OR3

MFOR1
MEFOR2
MEF'OR3

MFOR1
MFOR2
MEF'OR3

MFOR1
MFOR2
MFOR3

MFOR1
MFOR2
MEF'OR3

MFOR1
MFOR2
ME'OR3

MFOR1
MFOR2
MFOR3

MFOR1
MFOR2
MFOR3

51

DDDKCDKDVL
DNMKYDRDTL
TGERYDVESL

101

EFRTLKLISC
DESVLKRISR
PIRKLKHISA

151

LEYGNLLYLT
LEYGAIMHLH
LEYGNFWHLV

201

DVLLHIHEWA
QVLODIKTWA
FAVECITELE

251
..IIGVSD..
..LVGISE..
DLLFGDSDDR

301

ISNPKDITI..
SDNIKDVVAF
LOTPTEIVEV

351

SLNKVDDEIL
GLDTLRDEIL
GLDSIRDEIR

401

DOKIKEFDSLK
DRKKEFKNLK
.HKAEFDNLK

451

GEKMNDDAMD
GDIINKDAME
GRIVNHNAMH

501
.VKGDRYITET
.MSWDRYIFI

LIKGDTFIFI

551

DPKIVPREWI
NPTEIPYFWM
DKRIVPREWI

ISGTTTQKND
MAPSSLVSNV

FHILSNVI.L
FNLVSNIISA
FNLTSNILKR

OMITTPRGER
OMITTRGTAE
OMMSTLPGEH

ETSTSSDQLV
RIQ.SSDTLG
QT .PSGDTLG

TRSGVGYNTL
AWSAFGYDLD
KLSTKGYEHK

YTLSDFKEKL
HKLSDYVKSL
YELSNYDVKL

LRLLIKGNGT
LKVLVFHNETI

LLNSIHDRLOQ

LLNSIYKRLQ

LLOSIYVGLQ
PEP

NKIRFYAVDY
ESMKWYVLEH
LEMPWYVVEY

LIFQWGIDAL
IIFQWGIDAF
MIEFVWGIDAF

YGGSDKKWIQ
YGGNDPKWIQ
YGGTDPKWTOQ

EIES. .KRL.
GIDG. .RKQQ
GIESLFANMI

MSLSNGTKLP
TSQQQOKSQLP
SAYSQQAKTS

STAVADSVAS

YVHQTTMWIL
CAHQTTMWVL

NPEDLDESQI
NPFKLEDIETI
NPLAWSDDKI

. .GINSGL.N
KTGTPVGLVE

QQLKTYSWDA
HHLRGFSWEA

HAHMTTMSIL DQLKFHTWDG

(I

NSLKILNQIOQ
NSLKQLSQVOQ
RSLATMNRVQ

DVPSLSDALQ
DVNSLPDAMQ
DVPALSEAMQ

NEVDSKLKEH
SDVVKELRRH
ASIVSKLKAH

DQIPPIFIGN
.QDPLVFDGL

DNPQ.VIKG.
DKPQEVLKGS
EEPRE.LKG.
PEP 5

ESETPGIRLIT
FFELPGRGII
FYPLAGIRLI

PFRKQODGYDL
PFRISDAEDI
PFRPTDDESL

DFTLALEKTK
DFTRAIGSIK
DFALATIEKIK

PEP 6

.KKHQDGIDC
NKTCKDSVDC
QKKHKDPTID

PEP —

....NRKVTV
....FRKVPA
SVDKNRQATA

DIPVAVYWII
WIPLVVYWTV
EIPVAVYWAT

LKLSKWQIDS
LKSCELEIGK
LTRSRKHIGE

DQVKTGIEVF
NRQOMVSIEVF
PEP

— PEP
YKKEDFKILW
FKKEDFKILW
YRKEDFKILW

REHLNY. .SD
KKKLNYDIGY
REDLSYK..N

TOQKWKWEWDV
FRKKWEWEWKL
TOKWNWEWAE

RHETILRADA
KHQTIQNVDV
RHEITRKADA

EIQDIVKSLL
EIQTAVKKLL
EI....KSLL

50
LDKVYLTHLH
LNKVYLTHVN
LETVYLTHVH

100
SRA...EFEP
TQI...SEFKP
DRLPLTGYEP

150
KALTATLARET
KALITLAAES
KATFALAAFS

200
PATDLVELIM
DITELVTFLL
DYNSLVKNLL

250
ASTVAATGN.
ATTVACTIGN.
ITAIICANHL

300
VEEYLKRKKA
IHENENLLKD
LEDYWRRKRV

350
KDKYVLLFIS
KKKHVLLFEFVS
RKKHVLVFIS

400
IPI...WDVD
IPIVNKWD.E
IPIVDDWTLL

450
KPIVPVLSPL
PPILAVINPQ
KEILEVINPL

500
TKRVNLGIQ.
MKKVDVNIEK
MKKVYPRLQD

550
IIEHYHLGKD
NIDYHQLGKN
VIEHFHFGKE

600
CLKQDPQGWV
CLKQDPLGWV
CLKQDQPGWV

—PEP 7

35



601 650

MFOR1 ILTKGYNVKL LGHGEPMYQT LADFDIWKDR VLQKEGFDIA FKEYYDTKVK

MEFOR2 LLSRGRHVTV FGHGEPMYQT VADFDKWKNN VVEKESFDEA FKEYYDTKLS

MFOR3 LPEEFPNVKL LGRGDOMYAT AVDFEIWKEK VLE%VGFDVA FKEYYERKRR
—PEP 8

651 L pep 9! 700
MFOR1 DTYVKQPCEI INVDNNINGN VIATISCPNP TCGRVMEVSS VNYKCCHRDD
MFOR2 EISSSASCAV NSSD...... VLATITCPNP FCGRVMEVTS VNYKCCHRDD
MFOR3 EYPV..ACAN MQL.ANYPSD ILDPIYCPDS NCGRSMEIAS VSYKCCH...

PEP 10

701 723
MFOR1 AAAPQONGKI~ ~~~~~~~~~~ v~
MFOR2 ...PDSCCI~ ~~~~nnmn~~ ~nn

MFOR3 GHTHENAEVA PAESGGFVQI EKR

Abb. 6: Sequenzvergleich der drei Forisomen-Gene aus M. truncatula hinsichtlich
ihrer Homologie

- Homologe Bereiche aller drei Gene sind gelb hinterlegt

- Auffillige Cystein-Abfolge aller drei Gene ist rot gekennzeichnet

- Das coiled coil Motiv in MFOR _2 ist blau gekennzeichnet

- Die in Tabelle 1B (S.38) aufgefiihrten Peptidsequenzen (PEP) werden durch Klammern

angezeigt

Die computergestiitzte Sequenzanalyse (2.2.5.) der drei Forisomen-Gene zeigt, dass es sich
um eine Genfamilie handelt, deren Vertreter mfor_I, mfor_2 und mfor_3 auf Aminosdure-
Ebene eine ca. 50%ige Homologie aufweisen. Die aufgrund der Kalzium-Reaktion der
Proteinkomplexe nahe liegende Vermutung, dass eines oder mehrere der identifizierten
Forisomen-Gene ein fiir Ca**-bindende Proteine typisches EF-Hand-Motiv aufweisen, konnte
nach Motiv-Suche mittels des Computerprogramms InterProScan des European
Bioninformatics Institute (www.ebi.ac.uk/InterProScan/) nicht bestétigt werden.

Allerdings wurde fiir MFOR_2 ein coiled coil Motiv (Abb. 7 A) unter Verwendung des
Paircoil Programms (http://theory.lcs.mit.edu/multicoil; Wolf et al., 1997) und die
Ausbildung einer amphipatischen a-Helix nachgewiesen (Abb. 7 B; Accelyrs SequWeb Vers.
2; siehe 2.2.5.), die in Abb. 6 blau markiert ist und nachfolgend noch einmal aufgefiihrt

wurde.
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A Das coiled coil Motiv

EHKLSDY VKSLSDV VKELRRH LKSCELE IGKIHEN
abcdefg abcdefg abcdefgabcdefg abcecdefg

B Die amphipatische a—Helix
O = Hydrophobl e
E
S
H K.
E
o E
3
H g
Yk
D
s

Abb. 7: Darstellung des coiled coil Motivs und der amphipatischen o.—Helix der
Forisomen-Untereinheit MFOR_2
(A) Die fiir dieses Motiv typische Wiederholung einer sieben Aminosiduren umfassenden
Abfolge (abcdefg) ist jeweils blau hinterlegt. Unpolare Aminoséduren sind durch
schwarze, polare Aminosduren durch rote Buchstaben gekennzeichnet.
(B) Die Ausbildung einer amphipatischen o—Helix fiir die in Abb. 7 A aufgefiihrte
Aminosdurekette. Hydrophobe Aminoséuren sind durch blaue Kastchen, hydrophile

Amninosduren durch rote Buchstaben gekennzeichnet.

Charakteristisches Merkmal des coiled coil Motivs ist die Wiederholung einer Abfolge von
sieben Aminosduren (abcdefg; in Abb. 7 A blau hinterlegt). Im Idealfall sind sowohl Position
a als auch Position d durch unpolare, hydrophobe Aminoséduren besetzt, die den Helix-
Innenraum bilden. Im Gegensatz dazu sollten auf den Positionen b, c, e, f und g unpolare,
hydrophile Aminoséduren die Ausbildung des nach auflen gerichteten Teils der coiled coil
Domine bewirken (Lupas, 1992). Aus Abbildung 7 A wird ersichtlich, dass auf einigen

Positionen die optimale Aufteilung in polare und unpolare Aminoséduren nicht gewéhrleistet
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ist. Trotz dieser UnregelméBigkeiten zeigt Abb. 7 B eindeutig die Ausbildung einer
amphipatischen Helix fiir diese Aminosdurekette, mit nur zwei hydrophoben Aminoséuren,
die den hydrophilen Teil unterbrechen.

Zusammenfassend werden charakteristische Daten beziiglich der Forisomen-Gene in Tabelle
1A aufgefiihrt. Die in Abschnitt 3.1.2.1. erwédhnten Peptidsequenzen und deren Homologie zu
der Aminosduresequenz der Forisomen-Untereinheiten MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3
sind in Tabelle 1B angegeben.

A mfor_I1/ MFOR_1 mfor_2/ MFOR_2 mfor_3/MFOR_3
Anzahl d. Basenpaare 1889 2025 2100
Anzahl der Aminoséduren 622 675 700
Molekulargewicht d. Proteine 72 kDa 77 kDa 80 kDa
mgl. Phosphorylierungsstellen 19 20 21
mgl. Glykosylierungsstellen 2 4 2
Isoelektrischer Punkt 6,36 7,30 6,95
Homologie der Aminosiure-

-- 53% 51%
Sequenz zu MFOR_1
Homologie der Aminoséure-

- - 44%
Sequenz zu MFOR_2
Bekannte Motive -- coiled coil Motiv --
B Homologie der Peptidsequenzen zu:

Peptidsequenzen MFOR 1 MFOR_2 MFOR_3

1) ILQQLR 83% 33% 67%
2) TGIEVFK 71% 100 % 57%
3) VSVEVFK 57% 57% 71%
4) LLNSINDR 88 % 75% 50%
5) LQDNPQEVIK 89 % 80% 56%
6) QDFTLA 100 % 83% 83%
7) QGWVILSK 87 % 75% 87 %
8) EGFDIAFK 100 % 75% 75%

Tabelle 1A: Zusammenfassung charakteristischer Daten beziiglich der Forisomen-Gene

Tabelle 1B: Homologie der einzelnen Peptidsequenzen (in % identische Aminoséiuren)
zu den Forisomen-Untereinheiten MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3.

Die jeweils stiarkste Homologie ist hervorgehoben
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Die Analyse der drei Forisomen-Gene mfor_1, mfor_2 und mfor_3 zeigte, dass die jeweiligen
ORF:s fiir Proteine mit Molekulargewichten von 70 kDa, 72 kDa und 80 kDa kodieren. Das
Bandenmuster der SDS-PAGEs aufgetrennter V. faba-Forisome (Abb. 4 C) ldsst allerdings in

diesem Bereich nur auf zwei Proteine (Abb. 4 C, Bande a und b) schlielen.

3.14. Ca**-induzierte Auftrennung der V. faba-Forisome mittels SDS-PAGE

Die computergestiitzte Motivsuche ergab fiir keines der drei Forisomen-Proteine ein typisches
Ca**-Bindungsmotiv. Da es sich bei den Forisomen aber um kalzium-reaktive
Proteinkomplexe handelt, wurde ein mobility-shift-assay (2.2.3.) zur ldentifizierung einer
oder mehrerer kalzium-reaktiver Untereinheiten durchgefiihrt. Die Auftrennung der Forisome
erfolgte zu diesem Zweck iiber eine 7%ige SDS-PAGE mit einer Endkonzentration von 2 mM
CaCl, in der Gelmatrix. Forisome und Proteinmarker wurden gemischt und in einer Spur
aufgetragen, um eventuelle Verdnderungen des Laufverhaltens der einzelnen Untereinheiten
besser detektieren zu konnen (Abb. 8 B). Als Referenz diente ein Ca’*-freies SDS-PAA-Gel,

wobei auch hier Forisome und Proteinmarker in einer Spur liefen (Abb. 8 A).

— E T
250— s— = — 250
150— — — — 150
100— s=== — 100
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Abb. 8: Auftrennung der Forisome aus V. faba in Ca**-freien und Ca”**-haltigen SDS-
PAA-Gelen
(A) 7%iges SDS-PAA-Gel ohne CaCl,: ca. 5 ug aufgereinigte Forisome + 5 ul
Proteinstandard in einer Spur
(B) 7%iges SDS-PAA-Gel mit 2 mM CaCl,: ca. 5 pug aufgereinigte Forisome + 5 pl
Proteinstandard in einer Spur
(C) AusschnittsvergroBBerung beider Gele im Bereich von 50-75 kDa; Markierung (Stern) und

Bezeichnung der Untereinheiten der Forisome aus V. faba

39



Neben den bereits beschriebenen Proteinbanden (siehe a, b, ¢, d in Abbildung 4C) konnte
mittels der Ca®*-haltigen SDS-PAA-Gele eine zusitzliche UE der Forisome aus V. faba bei
ca. 65 kDa identifiziert werden. Das Bandenmuster der Ausschnittsvergroerung (Abb. 8 C)
lisst vermuten, dass die zusitzliche Untereinheit nach Zugabe von Ca** aus der Hauptbande
auslduft. Basierend darauf werden die UE der Forisome aus V. faba in der Folge als

e VFOR_1 (Abb. 4C b; Hauptbande bei ca. 70 kDa)

e VFOR_3 (Abb. 4C a; kleinere, schwichere Bande bei ca. 70 kDa)

e  VFOR_Dim (Abb. 4C c; Bande bei ca. 130 kDa)

e  VFOR_Mul (Abb 4C d; Banden zwischen 200-350 kDa) und

e VFOR_2 (Abb. 8C, Bande bei ca. 65 kDa) bezeichnet.
Die Kalzium-Reaktivitit der Untereinheit VFOR_2 resultiert in einem veridnderten

Laufverhalten in der SDS-PAGE und ermdglicht damit ihre Auftrennung.

Wesentlich deutlicher konnte die Kalzium-Reaktion von VFOR_2 nach Durchfithrung einer
zweidimensionalen SDS-PAA-Gelelektrophorese (Abb. 9; Kameshita und Fujisawa, 1997)
gezeigt werden, wobei eine Dimension unter Einfluss von EDTA, die andere hingegen unter
Ca*t durchgefiihrt wurde (2.2.3.). Das unterschiedliche Laufverhalten Ca”*-bindender
Proteine im Unterschied zu nicht Ca**-bindenden Proteinen in An- und Abwesenheit von Ca**
ermoglicht ihre Identifizierung. Moglicherweise resultiert das verdnderte Laufverhalten in
einer Ca’*-induzierten Konformationsidnderung der Proteine, die in Anwesenheit des
Chelators EDTA im SDS-PAA-Gel nicht erfolgen kann. Daher diente die Gelelektrophorese

mit EDTA in beiden Dimensionen als Kontrolle.

EDTA/EDTA Ca*'/EDTA
A 250 | B
250  — 150 s -
150 =— - 100 Pe——
100 s 75 N
H e - s N
50— 37 e

VFOR_1 ﬂ "-_4‘-— VFOR_2
VFOR_3
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Abb. 9: 2D-SDS-PAA-Gelelektrophorese zur Detektion Ca**-reaktiver Proteine
(A) SDS-PAA-Gelelektrophorese mit 2 mM EDTA im 10%igen SDS-PAA-Gel der
1. Dimension und 2 mM EDTA im SDS-PAA-Gel der 2. Dimension
(B) SDS-PAA-Gelelektrophorese mit 2 mM CaCl, im 10%igen SDS-PAA-Gel der
1. Dimension und 2 mM EDTA im SDS-PAA-Gel der 2. Dimension
(C) AusschnittsvergroBBerung beider Gele im Bereich um 75 kDa; Markierung (Pfeil)
der Ca**-reaktiven UE VFOR_2 der Forisome aus V. faba
In (A) und (B) wurden jeweils 7 ug aufgereinigte Forisome aus V. faba, versetzt mit 6 pug

poly(Glu, -Lys, -Tyr)g:3.1, in eine Spur der 1. Dimension aufgetragen.

Diese Versuche konnten zeigen, dass am Aufbau der Forisome von V. faba nicht — wie
anfianglich angenommen - zwei, sondern mindestens drei Untereinheiten mit
Molekulargewichten von ca. 70 kDa beteiligt sind. Fiir eine dieser Untereinheiten, bezeichnet
mit VFOR_2, konnte dariiber hinaus eine Kalzium-Reaktion nachgewiesen werden. Die
Bezeichnung ,,Kalzium-Reaktion* anstelle von ,,Kalzium-Bindung* wurde bewusst gewihlt,
da die Zugabe des CaCl, in den Probenpuffer und parallel dazu die Verwendung eines Ca**-
freien Gelsystems nicht in einer Auftrennung der drei Untereinheiten resultierte. Dies deutet
darauf hin, dass VFOR_2 lediglich in der Lage ist, auf Ca®* — womdglich mit einer

Konformationsidnderung — zu reagieren, nicht aber, es fest zu binden.

3.1.5. Auftrennung der C. gladiata-Forisome in ihre Untereinheiten

Parallel durchgefiihrte Studien an weiteren Fabaceen ermdglichten im Falle von C. gladiata
eine wesentlich effizientere Aufreinigung der Forisome aufgrund schnelleren Wachstums der
Pflanze und deutlich groBerer Proteinkorper. Die Auftrennung dieser Forisome mittels SDS-
PAGE (Abb. 10) liel zundchst vermuten, dass es sich hierbei um aus lediglich einer ca. 70
kDa groBlen Untereinheit bestehende Proteinkomplexe handelt. Die schwanzartigen Fortsitze
der Forisome dieser Gattung konnten die zwei weiteren, allerdings sehr schwachen
Proteinbanden bei ca. 55 kDa erkldren (Abb. 10A). Kontaminationen sind aber auch hier nicht
vollstandig auszuschlieBen. Dariiber hinaus konnte — wie auch bei V. faba-Forisomen — eine
weitere, allerdings viel schwichere Bande bei 130 kDa beobachtet werden, die in Analogie zu
VFOR_Dim in der Folge als CFOR_Dim bezeichnet wird. Hingegen waren im Bereich von
200-350 kDa — im Gegensatz zur Auftrennung von V. faba-Forisomen — keine Banden

erkennbar.
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Unter Beriicksichtigung folgender Ergebnisse erfolgte auch fiir C. gladiata-Forisome die
Durchfiihrung eines mobility shift assay:
Die Auftrennung der V. faba-Forisome resultiert in drei Untereinheiten nach Zugabe

von Ca’" ins SDS-PAA-Gel.

und
Fir M. truncatula konnten drei Gene kloniert werden, die fiir ca. 70 kDa grof3e
Proteine kodieren.
-Ca* +Ca’*
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Abb. 10: Auftrennung der Forisome aus C. gladiata in Ca**-freien und Ca**-haltigen
SDS-PAA-Gelen

(A) 7%iges SDS-PAA-Gel ohne Ca®*: Spur 1: 5 ul Proteinstandard; Spur 2: 7 pug aufge-
reinigte Forisome

(B) 7%iges SDS-PAA-Gel mit 2 mM Ca®": Spur 1: ca. 5 ug aufgereinigte Forisome;
Spur 2: 5 pl Proteinstandard

(C) AusschnittsvergroBerung beider Gele im Bereich um 130 kDa. Im Ca**-haltigen Gel
erfolgte die Auftrennung von CFOR_Dim in 3 Banden.

(D) AusschnittsvergroBerung beider Gele im Bereich zwischen 50 und 75 kDa; Bezeichnung

der Untereinheiten der C. gladiata-Forisome.

So zeigte das Bandenmuster Ca**-haltiger Gele (Abb. 10 B), dass auch die Forisome von C.
gladiata aus mindestens 3 Untereinheiten aufgebaut sind, wobei die Proteinbanden im
Vergleich zu denen der V. faba-Forisome wesentlich deutlicher erscheinen. Die Bezeichnung

der drei Proteine mit CFOR_1, CFOR_2 und CFOR_3 erfolgte analog zur Benennung der
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Forisomen-Untereinheiten von V. faba. Die Ca**-induzierte Veridnderung des Laufverhaltens
von CFOR_2 ermdéglichte eine Separierung und damit auch eine optische Trennung von
CFOR_1 und CFOR_3 (Abb. 10 B, Ausschnittsvergrolerung). Parallel dazu konnte im Ca*-
Gel im Bereich von ca. 130 kDa eine Auftrennung von CFOR_Dim in ebenfalls drei Banden
erreicht werden, was nahe legt, dass es sich tatsdchlich um Dimerisierungsderivate der
kleineren, ca. 70 kDa grofen Untereinheiten handelt.

Die Ca**-reaktive Untereinheit CFOR_ 2 konnte mittels der Ca**-Gele gut aufgetrennt werden,
so dass eine Generierung von Peptidsequenzen gegen diese Untereinheit moglich war.
Allerdings konnten nur zwei der erhaltenen Peptidsequenzen den ermittelten Genen
zugeordnet werden, die dariiber hinaus aus homologen Bereichen aller drei Gene stammen.
Beide Peptide sind in Abb. 6 als ,,Pep 9* und ,,Pep 10* bezeichnet und ihre Homologie zu den

Aminosduresequenzen der drei Gene nachfolgend aufgefiihrt (Tab. 2).

Homologie der Peptidsequenzen zu:

Peptidsequenzen MFOR 1 MFOR_2 MFOR_3
9) ESFDVAFK 75% 87 % 75%
10) VMEVTSLNYK 75% 87 % 75%

Tabelle 2: Homologie der Peptidsequenzen der Ca’*-reaktiven Untereinheit (in %
identische Aminosiduren) MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3.

Die jeweils stirkste Homologie ist hervorgehoben

Aus Tabelle 2 wird ersichtlich, dass aufgrund der Homologie die Untereinheit CFOR_2 dem
Gen mfor_2 zuzuordnen wire. Allerdings muss darauf hingewiesen werden, dass es sich um
Peptidsequenzen einer Untereinheit der C. gladiata-Forisomen handelt, wihrend die Gene auf
Basis von M. truncatula-DNA kloniert wurden. Der Sequenzunterschied der beiden Arten
verhindert somit die eindeutige Zuordnung der Untereinheit CFOR_2 zu einem der Gene

mfor_1, mfor_2 und mfor_3.

Es konnte somit eindeutig gezeigt werden, dass sich die Forisome von V. faba und C. gladiata
mittels SDS-PAGE im Bereich von 70 kDa nach Zugabe von Ca®* in drei Untereinheiten
auftrennen. Dariiber hinaus codieren die drei ermittelten Gene mfor_1, mfor_2 und mfor_3 fiir
drei Proteine mit Molekulargewichten zwischen 70 kDa und 80 kDa.

Die Zuordnung mehrere Peptide der 70 kDa-Untereinheit der Forisome zu den drei
ermittelten Genen legte nahe, dass es sich tatsdachlich um Forisomen-spezifische Gene

handelt. Nach Expression der Gene mfor_1, mfor_2 und mfor_3 in E. coli sollten Antikrper
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gegen die einzelnen iiberexprimierten Proteine hergestellt werden. Die Reaktion dieser
Antikorper gegen aufgereinigte und iiber SDS-PAGE aufgetrennte Forisome sollte
nachweisen, dass es sich tatsidchlich um Forisomen-spezifische Gene handelt. Eventuell wére
unter Verwendung dieser Antikorper auch eine Zuordnung der einzelnen Banden im Gel zu

den Genen moglich.

3.2. EXPRESSION DER FORISOMEN-GENE mfor 1, mfor 2 UND mfor 3
INE. COLI

Die Subklonierung der Forisomen-Gene mfor_I, mfor_2 und mfor_3 erfolgte iiber die Smal-

Restriktionsschnittstellen in den bakteriellen Expressionsvektor pGEX3 (2.1.2.2.). Die
Forisomen-Untereinheiten wurden als Fusionsproteine mit der 27,5 kDa grof3en Glutathion-S-
Transferase (GST) in E. coli BL21 exprimiert (Abb. 11 A). Dieses System ermdglichte die
Herstellung ausreichender Mengen MFOR_1- (ca. 90 kDa) und MFOR_2- (ca. 95 kDa)
Fusionsprotein zur Erzeugung polyklonaler Antikorper in Kaninchen. Die Expression von
GST-MFOR_3 resultierte lediglich in geringen, fiir die Antikérperproduktion unzureichenden
Protein-Mengen. Allerdings konnte mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines
monoklonalen GST-Antikorpers (2.2.7.) neben den Produkten GST-MFOR_1 und GST-
MFOR_2 auch die Expression fiir GST-MFOR_3 (ca. 100 kDa) im bakteriellen System

eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 11 B).
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Abb. 11: Uberexpression der Fusionsproteine GST-MFOR_1, GST-MFOR_2 und
GST-MFOR_3, sowie deren Nachweis mittels GST-Antikorper
(A) 7%iges SDS-PAA-Gel der iiberexprimierten Fusionsproteine nach Coomassie Brilliant
Blue-Firbung. Spur 1: Proteinstandard, Spur 2: Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli
mit iiberexprimiertem Fusionsprotein GST-MFOR_1 (ca. 90 kDa; markiert durch Stern),
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Spur 3: Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit iiberexprimiertem Fusionsprotein GST-
MFOR_2 (ca. 95 kDa; Stern), Spur 4: Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit
tiberexprimiertem Fusionsprotein GST- MFOR_3 (ca. 100 kDa; Stern).

(B) Western-Blot-Analyse der iiberexprimierten Fusionsproteine aus Abb. 11 A und
Detektion derselben unter Verwendung des GST-Antikorpers aus Maus.
Spur 1-4: Ladeschema identisch zu Abb. 11A. Spur 5: Gesamt-Protein-Extrakt

aus E. coli als Negativ-Kontrolle

Die Aufreinigung der Fusionsproteine aus dem bakteriellen Gesamt-Protein-Extrakt durch
Affinitdtschromatographie (2.2.6.1.) resultierte in quantitativen Verlusten der rekombinanten
Forisomen-Untereinheiten. Eine anschlieBende Abspaltung der GST durch den Faktor Xa —
ermOglicht durch die Verwendung des pGEX3-Systems — fiihrte aulerdem zu einer starken
Degradation der Proteine. Aufgrund dieser Verluste und der geringen Immunogenitit der GST
wurden die Banden der Fusionsproteine direkt aus dem SDS-PAA-Gel ausgeschnitten und zur
Herstellung polyklonaler Antikoper in Kaninchen der Firma EUROGENTEC (Seraing,
Belgien) ibersandt. Dariiber hinaus wurden fiir eine Western-Blot-Analyse der
iberexprimierten Fusionsproteine sowohl aufgereinigte und iiber die SDS-PAGE aufgetrennte
Forisomen-Proteine aus V. faba (Banden bei ca. 70k Da in Abb. 4 C) als auch C. gladiata
(Banden bei ca. 70 kDa in Abb. 10 A) aus der Gelmatrix isoliert und fiir die Produktion

polyklonaler Antikorper in Maus durch die oben genannte Firma verwandt.

3.3. IMMUNOLOGISCHER NACHWEIS REKOMBINANTER UND NATIVER
FORISOMEN -UNTEREINHEITEN MITTELS WESTERN-BLOT-ANALYSE

Die Herstellung polyklonaler Antikorper in Kaninchen und Miusen durch die Fima

EUROGENTEC - nach Entnahme des pra-immun-Serums — erfolgte mittels dreimaliger
Immunisierung der Tiere im Abstand von 3 Wochen. Dafiir wurden jeweils 100 ug Protein
der rekombinant hergestellten Fusionsproteine (in Kaninchen) bzw. 10 pg Protein der 70 kDa
grofen Untereinheit der Forisome (in Miusen) verwendet. Im Anschluss an jede der drei
Immunisierungen wurde Antiserum entnommen. Sowohl das pri-immun- als auch die

jeweiligen Immunseren wurden einzeln mittels Western-Blot-Analyse getestet.
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anti-MFOR_1 Antikodrper
Die Western-Blot-Analyse (2.2.7.) unter Verwendung des polyklonalen anti-MFOR_1

Antikorpers zeigte ein positives Signal bei ca. 90 kDa fiir das rekombinant hergestellte
Fusionsprotein GST/MFOR_1 und ein, vermutlich auf Degradation hinweisendes,
schwiicheres Signal bei ca. 75 kDa (Abb. 12A; Spur 1). Eine Kreuzhybridisierung dieses
Antikorpers mit der GST konnte nicht vollkommen ausgeschlossen werden, da eine schwache
Reaktion gegen rekombinant hergestellte GST (Daten nicht gezeigt) und das rekombinante
Fusionsprotein GST-MFOR_2 (Abb. 12 A, Spur 2) zu beobachten war. Aufgrund der
geringen Uberexpression von GST-MFOR_3 (Abb. 11 A und B) wurde die dreifache Menge
des zugehorigen Gesamt-Protein-Extrakts aus E. coli fiir den Western-Blot eingesetzt. Daher
konnte die Bande in Spur 3 der Abb. 12A eine unspezifische Bindung des Antikorpers an ein
E. coli-Protein darstellen. Denkbar wire auch hier eine Kreuzhybridisierung des anti-
MFOR_1 Antikorpers mit einem Abbauprodukt des rekombinanten GST/MFOR_3, wobei
jedoch das Bandenmuster des Western-Blots unter Verwendung des anti-GST-Antikorpers

(Abb. 11B) nicht darauf hinweist.
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Abb. 12: Western-Blot-Analyse mittels des anti-MFOR_1-Antikorpers

(A) Detektion des iiberexprimierten Fusionsproteins GST/MFOR_1,
Spur 1: Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit iiberexprimiertem Fusionsprotein
GST-MFOR_1 (ca. 90 kDa; mit Stern gekennzeichnet), Spur 2: Gesamt-Protein-
Extrakt aus E. coli mit iiberexprimiertem Fusionsprotein GST-MFOR_2, Spur 3:
Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit tiberexprimiertem Fusionsprotein GST-

MFOR_3, Spur 4: Proteinmarker
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(B) Detektion aufgereinigter Forisome
Spur 1: Proteinmarker, Spur 2: aufgereinigte Forisome aus V. faba, Antiserum nach
erster Immunisierung, Spur 3: aufgereinigte Forisome aus V. faba, Antiserum nach
dritter Immunisierung (Stern markiert Hauptbande, entspricht Bande b in Abb. 4C),

Spur 4: aufgereinigte Forisome aus C. gladiata, Antiserum nach dritter Immunisierung

Die Detektion der V. faba-Forisome mittels des anti-MFOR_1-Antikorpers nach der ersten
Immunisierung zeigt ein deutliches Signal bei ca. 65 kDa. Mit vergleichbarer Intensitéit
werden auch die Proteine bei ca. 130 kDa und im Bereich von 300 kDa bis 350 kDa erkannt
(Abb. 12, Spur 1). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass es sich bei den groferen
Proteinen — wie bereits vermutet — um Dimerisierungs- und Multimerisierungsderivate
(VFOR_Dim und VFOR_Mul) der kleineren Untereinheiten handelt.

Die Western-Blot-Analyse unter Verwendung des Serums nach der dritten Immunisierung
zeigt eine Reaktion des Antikorpers mit vier Proteinen im Bereich von ca. 70 kDa (Abb. 12 B,
Spur 3). Die mengenmiBig stirkste Untereinheit (Stern in Abb. 12 B, siehe auch Bande b in
Abb. 4C) aufgetrennter V. faba-Forisome wird durch den anti-MFOR_1-Antikorper
unspezifisch erkannt, verdeutlicht durch eine relativ schwache, unscharfe Firbung dieser
Bande.

Im Vergleich dazu werden nach Auftrennung von C. gladiata-Forisomen die Hauptbande bei
ca. 70 kDa sowie zwei weitere, etwas schwéchere Signale bei ca. 65 kDa und ca. 55 kDa
detektiert. Bei langer Exposition (5 min) des Western-Blots kann auch bei C. gladiata-
Forisomen die vermutliche Dimerisierungsbande (CFOR_Dim) bei ca. 130 kDa beobachtet
werden, allerdings handelt es sich hierbei um ein sehr schwaches Signal.

Das pra-immun-Serum erkannte weder die rekombinanten Fusionsproteine noch die Proteine
der aufgereinigten Forisome, auch nicht nach langer Exposition des Western-Blots (Daten
nicht gezeigt).

Eine Western-Blot-Analyse von M. truncatula-Forisomen konnte nicht durchgefiihrt werden,
da eine Aufreinigung der Proteinkorper aufgrund der Beschaffenheit dieser kleinen, krautigen

Pflanze nicht moglich war.

anti-MFOR_2 AntikOrper

Die Immunisierung eines Kaninchens mit dem rekombinant hergestellten Fusionsprotein
GST-MFOR_2 resultierte in dem polyklonalen Antikorper anti-MFOR_2, der nach Western-

Blot-Analyse der iiberexprimierten Fusionsproteine eindeutig sein Antigen detektierte (in
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Abb. 13 A durch Stern markiert). Dagegen konnte unter Verwendung des pri-immun-Serums
keine Reaktion beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Eine schwache Kreuzhybridisierung
des anti-MFOR_2-Antikorpers mit der GST wird sowohl in der Detektion des Fusionsproteins
GST-MFOR_1 (Spur 1) als auch des GST-MFOR_3 (Spur 3) ersichtlich. Des Weiteren
erfolgte eine unspezifische Bindung des Antiserums an Proteine des bakteriellen
Gesamtextraktes in der Spur des GST-MFOR_3, dessen geringe Expression den Einsatz der

dreifachen Menge an Protein-Extrakt erforderte.
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Abb. 13: Western-Blot-Analyse mittels des anti-MFOR_2-Antikorpers

(A) Detektion des iiberexprimierten Fusionsproteins GST/MFOR_2,
Spur 1: Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit tiberexprimiertem Fusionsprotein
GST-MFOR_1, Spur 2: Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit iiberexprimiertem
Fusionsprotein GST-MFOR_2 (ca. 95 kDa; mit Stern gekennzeichnet), Spur 3:
Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli mit tiberexprimiertem Fusionsprotein GST-
MFOR_3, Spur 4: Proteinmarker

(B) Detektion aufgereinigter Forisome
Spur 1: Proteinmarker, Spur 2: aufgereinigte Forisome aus C. gladiata, pri-immun-
Serum, Spur 3: aufgereinigte Forisome aus C. gladiata, Antiserum nach dritter
Immunisierung, Spur 4: aufgereinigte Forisome aus V. faba, Antiserum nach dritter

Immunisierung
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Die Auswertung der Western-Blot-Analyse der aufgereinigten und durch SDS-PAGE
aufgetrennten Forisomen-Proteine von C. gladiata zeigte, dass bereits das pri-immun-Serum
Antikorper gegen ein ca. 70 kDa groBes Protein enthielt (Abb. 13 B, Spur 2). Dieser
Antikorper des pri-immun-Serums — gegen entweder eine aufgereinigte Forisomen-UE oder
ein ko-aufgereinigtes ca. 70 kDa groBes Protein — verhinderte eine eindeutige Analyse der
Detektion einzelner Untereinheiten der C. gladiata-Forisome durch den anti-MFOR_2-
Antikorper. Allerdings erkannte der anti-MFOR_2-Antikérper im Vergleich zum pra-immun-
Serum zusitzliche Proteine aufgetrennter C. gladiata-Forisome im Bereich von ca. 65 kDa
(Abb. 13 B, Spur 3).

Im Gegensatz zu C. gladiata-Forisomen konnte keine Reaktion des pra-immun-Serums gegen
aufgereinigte V. faba-Forisome beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die Inkubation mit
dem anti-MFOR_2-Antikorper zeigte dagegen ein deutliches Signal fiir eine ca. 65 kDa grofie
Untereinheit der aufgetrennten V. faba-Forisome (Abb. 13 B, Spur 4), wie sie auch fiir C.
gladiata-Forisome nach Inkubation mit dem Immunserum beobachtet werden konnte. Somit

konnte auch das mfor_2-kodierte Protein den Forisomen eindeutig zugeordnet werden.

Die Herstellung eines polyklonalen anti-MFOR_3-Antikorpers war aufgrund der geringen

Ausbeute des in E. coli rekombinant hergestellten Proteins nicht moglich.

anti-can- und anti-vf-AntikOrper

Nach Auftrennung der Forisome von V. faba und C. gladiata durch SDS-PAGE wurden

jeweils die Banden bei ca. 70 kDa isoliert und fiir die Herstellung polyklonaler Antikorper in
Mausen an die Firma EUROGENTEC versandt. Das erhaltene polyklonale Serum gegen die
UE aus V. faba wurde mit anti-vf-Antikorper und das polyklonale Serum die UE aus C.
gladiata mit anti-can-AntikOrper bezeichnet. Mit Hilfe dieser Antikorper sollte die
Zugehorigkeit der rekombinant hergestellten Proteine MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3 zu
den Forisomen — sozusagen als Riickreaktion zu den oben beschriebenen Antikorper-
Analysen — gezeigt werden. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der MFOR _3-Untereinheit,
da eine ausreichende Expression im bakteriellen System und damit eine Antikorperherstellung
fiir dieses Protein nicht moglich war. Somit konnte auch die Zuordnung dieser Untereinheit zu

den Forisomen — analog zu der von MFOR_1 und MFOR_2 — auf diesem Weg nicht erfolgen.
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Abb. 14: Western-Blot-Analyse mittels der anti-vf bzw. anit-can Antikorper

(A) Detektion der tiberexprimierten Fusionsproteine (gekennzeichnet durch Stern), jeweils als
Gesamt-Protein-Extrakt aus E. coli aufgetragen; Spur 1: Proteinmarker, Spur 2: GST-
MFOR_1, anti-vf-Antikorper, Spur 3: GST-MFOR_2, anti-vf- Antikorper, Spur 4: GST-
MFOR_3, anti-vf-Antikorper, Spur 5: GST-MFOR_1, anti-can-Antikorper, Spur 6: GST-
MFOR_2, anti-can-Antikorper, Spur 7: GST-MFOR _3, anti-can-Antikorper

(B) Detektion aufgereinigter Forisome
Spur 1: Proteinmarker, Spur 2: aufgereinigte Forisome aus V. faba, anti-vf-Antikorper,

Spur 3: aufgereinigte Forisome aus C. gladiata, anti-can-Antikdrper

Die Western-Blot-Analyse unter Verwendung des anti-vf bzw. anti-can Antikorpers gegen die
bakteriellen Gesamt-Protein-Extrakte der drei Uberexpressionen zeigt jeweils ein Signal bei
ca. 90 kDa (GST-MFOR_1), ca. 95 kDa (GST-MFOR_2) und ca. 100 kDa [GST-MFOR_3
(Abb. 14 A; jeweils durch Stern gekennzeichnet)]. Ein Vergleich dieses Bandenmusters mit
dem des Western-Blots nach Detektion durch den monoklonalen GST-Antikorper (Abb. 11 B)
beweist, dass es sich hierbei um die drei Fusionsproteine GST-MFOR_1, GST-MFOR_2 und
GST-MFOR_3 handelt. Vergleicht man die Abbildungen 11 B (Spur 4) und 14 A (Spur 4 und
7) wird deutlich, dass beide Antikorper-Reaktionen gegen GST-MFOR_3 schwicher sind,
entsprechend der geringen Expression dieses Proteins im bakteriellen System. Dariiber hinaus
konnte eine deutlichere Detektion der Fusionsproteine mittels des anti-can-Antikorpers im
Vergleich zum anti-vf- Antikorper beobachtet werden.

Der Einsatz des anti-vf bzw. anti-can Antikorpers gegen das eigene Antigen (aufgereinigte
und iiber SDS-PAGE aufgetrennte V. faba- bzw. C. gladiata-Forisome) diente als Kontrolle.
Auffillig dabei ist die Reaktion des anti-vf-Antikdrpers gegen aufgereinigte V. faba-Forisome
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(Abb. 14 B; Spur 2), da auch hier — analog zum anti-MFOR_1-Antikorper (Abb. 12 B, Spur
3) — keine Detektion der Hauptbande bei ca. 70 kDa erfolgte, die fiir die Immunisierung
verwendet wurde.

Zusammenfassend kann unter Beriicksichtigung der beschriebenen Western-Blot-Analysen
festgestellt werden, dass die Untereinheiten MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3 am Aufbau

der Forisome beteiligt sind.

3.4. IMMUNOLOGISCHER NACHWEIS NATIVER FORISOME MITTELS
CLSM

Die oben beschriebenen Experimente zeigen, dass die auf Basis der Gene mfor_1, mfor_2 und

mfor_3 rekombinant hergestellten Proteine MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3 den

Proteinbanden der SDS-PAGEs nach Auftrennung aufgereinigter Forisomen zugeordnet
werden konnen. Letztlich sollte eine mogliche Reaktion der polyklonalen Antikorper anti-
MFOR_1 bzw. anti-MFOR_2 gegen native Forisome die Zugehorigkeit der Untereinheiten
MFOR_1 und MFOR_2 zu den Forisomen nachweisen. Die Produktion eines polyklonalen
anti-MFOR_3-Antikorpers war aufgrund der schwachen Expression dieser Untereinheit im
bakteriellen System nicht moglich.

Zu diesem Zweck wurden mittels Schnellaufreinigung (2.2.1.) isolierte, native V. faba-
Forisome in Mikrotiterplatten iiberfithrt, mit den jeweiligen Antiseren inkubiert und
anschliefend durch CLSM analysiert (Abb. 15; 2.2.8.), ermdglicht durch die Verwendung
eines fluoreszierenden anti-Kaninchen-Antikorpers. Native Forisome von C. gladiata konnten
fiir dieses Experiment nicht verwendet werden, da in den unter 3.3. beschriebenen Western-
Blot-Analysen eine Reaktion des prd-immun-Serums von anti-MFOR_2 gegen C. gladiata-
Proteine zu beobachten war.

Bereits erste  Western-Blot-Analysen unter Verwendung des anti-MFOR_1 Antikorpers
zeigten eine starke Affinitit des Immunserums zu den iiber SDS-PAGE aufgetrennten
Proteinen der Forisome aus V. faba (sieche Abb. 12 B). Aufgrund dessen wurde auch fiir die
Immunofluoreszenz — analog zur Western-Blot-Analyse — eine Verdiinnung des pra-immun-
und des Immunserums von 1:500 gewihlt. Da die Bindung anti-MFOR_2 Antikorper an
denaturierte Proteine der V. faba-Forisome im Verhiltnis zum anti-MFOR_1-Antikorper
etwas schwicher erschien, wurde dieses Immunserum mit einer Verdiinnung von 1:100

eingesetzt.
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Abbildung 15: Detektion nativer Forisome mittels der polyklonalen Antikorper anti-
MFOR_1 und anti-MFOR_2
(A) Forisome der kondensierten Konformation nach Inkubation mit dem MFOR_1 - pri-
immun-Serum
(B) Forisome der kondensierten Konformation nach Inkubation mit dem anti-MFOR_1-AK
(C) Forisome im Ubergang zur dispergierten Konformation nach Inkubation mit dem
MFOR_1 - pra-immun-Serum
(D) Forisome im Ubergang zur dispergierten Konformation nach Inkubation mit dem anti-
MFOR_1-AK
(E) Forisome der kondensierten Konformation nach Inkubation mit dem MFOR _2-pri-
immun-Serum
(F) Forisome der kondensierten Konformation nach Inkubation mit dem anti-MFOR_2-AK
(G) Forisome im Ubergang zur dispergierten Konformation nach Inkubation mit dem
MFOR_2-pri-immun-Serum
(H) Forisome im Ubergang zur dispergierten Konformation nach Inkubation mit dem anti-
MFOR_2-AK
Jeder Abbildung wurde eine verkleinerte, kontrastierte und falschfarbene Kopie beigefiigt
(linke untere Ecke) um die Lage und Form der Proteinkorper auch bei schwacher Fluoreszenz

zu verdeutlichen.

Die Abbildungen 15 A, C, E und G zeigen, dass die Verwendung des jeweiligen pra-immun-
Serums lediglich in einer schwachen Fluoreszenz der Forisome resultierte. Dariiber hinaus
konnte nach Inkubation der aufgereinigten Forisome mit Alexa Fluor ® 488 goat-anti-rabbit
IgG (2.2.8) als Kontrolle keinerlei Fluoreszenz beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Dagegen maskiert der anti-MFOR_1 Antikorper deutlich die dufleren Bereiche der Forisome
(Abb. 15 D), sichtbar in einer vielfach stirkeren Fluoreszenz der Proteinkorper im Vergleich
zu der nach Verwendung des pra-immun-Serums.

Bedingt durch die Inkubation der Proteinkorper in den fiir die Antikérper notwendigen
Medien lagen nicht alle Forisome in ihrer kondensierten Form vor, sondern befanden sich
zum Teil im Ubergang zur dispergierten Konformation. Der Vergleich beider Zustinde nach
Immunodetektion durch den anti-MFOR_1-Antikorper zeigt, dass die Fluoreszenz intensiviert
bei ansatzweise dispergierten Proteinkorpern auftritt, wihrend die wenigen, noch vollkommen

kondensierten Forisome wesentlich schwicher fluoreszieren (Abb. 15 B).
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Nach Inkubation der Forisome mit dem anti-MFOR_2 Antikorper konnte keine signifikant
starkere Fluoreszenz der dispergierten Proteinkorper (Abb. 15 H) im Vergleich zur
Fluoreszenz der dispergierten Forisome des prd-immun-Serums (Abb. 15 G) beobachtet
werden. Allerdings zeigten Forisome der kondensierten Konformation nach Inkubation mit
dem anti-MFOR_2-Antikorper héufig starke, punktuelle Signale (Abb. 15 F). Diese
Fluoreszenz trat dabei gehiuft an Stellen der Proteinkdrper auf, wo faserartige Strukturen der
Forisome aufgrund mechanischer Einfliisse wéhrend der Aufreinigung partiell abgelost

erscheinen.

3.5. PROMOTORANALYSE

Die mit Hilfe der Datenbanksuche ermittelten genomischen Klone von M. truncatula

enthielten neben den Genen mfor_I und mfor_2 auch flankierende Sequenzen derselben,
sodass durch Generierung spezifischer Primer jeweils eine ca. 1 kb grofe Promotorregion
amplifiziert und kloniert werden konnte. Mittels des GenomeWalker™-Systems konnte auch
fiir mfor_3 ein ca. 1 kb groles DNA-Fragment stromaufwirts des Start-Codon amplifiziert,
kloniert und sequenziert werden. Fiir die in der Folge beschriebenen Aktivitits-Tests erfolgte
die Klonierung der drei Promotorregionen prom/mfor_I, prom/mfor_2 und prom/mfor_3 in
die Vektoren:
a) pUCI103-GUS fiir die transiente Expression der Promotor-GUS-Fusionen in
Protoplasten
b) pBIN19 fiir die stabile Expression der Promotor-GUS-Fusionen in transgenen
Tabakpflanzen
Als Kontrolle fiir die transienten Expressionsstudien in Protoplasten diente der

phloemspezifische Coconut Foliar Decay Virus (CFDV)-Promotor (Hehn und Rohde, 1998).

3.5.1. Transiente Expression der Promotor-GUS-Konstrukte in Protoplasten

Nach erfolgreicher Transfektion isolierter Tabakprotoplasten konnte die transiente Expression
der f-Glukuronidase, unter Kontrolle der drei Forisomen-Promotoren prom/mfor_1I,
prom/mfor_2 und prom/mfor_3, durch den Umsatz des 4-MUG zu seinem fluoreszierenden
Endprodukt 4-MU mittels fluorimetrischer Messung der Enzymaktivitit bestimmt werden
(2.2.9.1.). Im Vergleich zum phloemspezifischen Coconut Foliar Decay Virus (CFDV)-
Promotor konnte somit die Aktivitit der Forisomen-Promotoren ermittelt werden. Die

Ergebnisse sind in Abb. 16 graphisch dargestellt.
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Abb. 16: Enzymaktivitit der f-Glukuronidase unter Kontrolle der Forisomen-
Promotoren im Vergleich zum phloemspezifischen CFDV-Promotor

Folgende Werte wurden gemessen:

prom/mfor_1: 3631 pmol MU / mg Protein x min (griiner Balken);

prom/mfor_2: 1379 pmol MU / mg Protein x min (roter Balken);

prom/mfor_3: 8561 pmol MU / mg Protein x min (gelber Balken);

prom/CFDV: 18036 pmol MU / mg Protein x min (blauer Balken).

Ein Vergleich der in Abb. 16 zusammengefassten GUS-Aktivititen zeigt eine deutliche
Abstufung in der Stirke der drei Promotoren der Forisomen-Gene in Protoplasten. Legt man
die Aktivitit des viralen CFDV-Promotors mit 100% zu Grunde, ergibt sich fiir prom/mfor_1
ein Wert von ca. 20 %, fiir prom/mfor_2 ein Wert von ca. 8% und fiir prom/mfor_3 ein Wert
von ca. 47%. Der Promotor prom/mfor_3 weist folglich mit 47% — im Vergleich zum relativ
starken CFDV-Promotor — die hochste Aktivitidt der Forisomen-Promotoren in Protoplasten

auf.

3.5.2. Herstellung transgener Pflanzen

Durch Integration der Promotor-GUS-Konstrukte ins pflanzliche Genom und der darauf
folgenden Regeneration transgener Pflanzen sollte der Ort der Promotoraktivitdt und damit
verbunden der Bildungsort der Forisome bestimmt werden. Die Forisome der Fabaceen
wurden bisher hauptsédchlich in den Siebelementen, selten auch in den Geleitzellen des
Phloems beobachtet, was vermuten lief}, dass die Aktivitit der Promotoren der Forisomen-
Gene mfor_1, mfor_2 und mfor_3 phloemspezifisch ist. Eine gewebeunabhingige Expression

der f-Glukuronidase, wie beispielsweise unter Kontrolle des konstitutiven Cauliflower
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Mosaic Virus (CaMV) 35S-Promotors, wurde daher nicht erwartet. Die Transformation von
M. truncatula konnte zu diesem Zeitpunkt nicht durchgefiihrt werden, da eine M. truncatula -
Sterilkultur sowie ein etabliertes Protokoll zur Erzeugung transgener Pflanzen nicht zur
Verfiigung stand. Aus diesem Grund wurde fiir alle nachfolgend beschriebenen
Transformationen Nicotiana tabacum verwendet.

Mittels Wundinfektion von Blattstiicken, durch ko-Kultivierung derselben mit Agrobakterium
tumefaciens, konnte die stabile Integration der Promotor-GUS-Konstrukte ins pflanzliche
Genom erreicht werden. Selektion durch Kanamycin-Resistenz und die Zugabe von
Hormonen erméglichte die Bildung von Gewebe-Kalli, spiter die Regeneration von Sprossen
und Wurzeln und letztendlich transgener Tabakpflanzen (2.2.9.2.). Fiir das Konstrukt
prom/mfor_I konnten auf diesem Weg sechs, fiir Konstrukt prom/mfor_2 zehn und fiir das
Konstrukt prom/mfor_3 neun unabhéngige Tabakpflanzen regeneriert werden. Die Aktivitit
der f-Glukuronidase, exprimiert unter Kontrolle der Forisomen-Promotoren, wurde durch
Inkubation ganzer Blitter, Blattteile und Stingel-Querschnitte mit dem chromogenen Substrat
X-Gluc — resultierend in einer Blaufirbung der Zellen lediglich an Orten der GUS-Expression
—nachgewiesen (2.2.9.2.).
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Abb. 17: Expression der f-Glukuronidase unter Kontrolle der Forisomen-Promotoren
(A) gefirbtes Blatt von Konstrukt prom/mfor_1; (D) dazugehorige AusschnittsvergroBBerung
Zum Vergleich in (A) eingefiigt: konstitutive Expression der 3-Glukuronidase unter Kontrolle
des 35S-Promotors

(B) gefirbtes Blatt von Konstrukt prom/mfor_2; (E) dazugehorige AusschnittsvergrofBerung
(C) gefirbtes Blatt von Konstrukt prom/mfor_3; (F) dazugehorige AusschnittsvergrofSerung

Transgene Tabakpflanzen, in deren Genom die Promotor-GUS-Konstrukte stabil integriert
wurden, zeigten nach Fiarbung der Blitter eine Expression der 3-Glukuronidase ausschlie3lich
in den Blattadern (Abb. 17). Allerdings wiesen nicht alle Adern der untersuchten Blattstiicke
eine durchgéngige Blaufarbung auf, so etwa im Bereich der Blattspitze (Abb. 17 A-C).

Die Expression der 3-Glukuronidase unter Kontrolle des Promotors prom/mfor_2 resultiert im
Vergleich zur Expression unter Kontrolle der Promotoren prom/mfor_1I und prom/mfor_3 in
einer deutlich intensiveren Blaufdrbung. Besonders auffillig war die schnelle Farbung der
Blattadern an Stellen der Verwundung, erzeugt etwa durch das Abschneiden der Blitter (Abb.
17 B) oder die Quetschung mittels einer Pinzette. Wihrend eine erste Enzymaktivitit —
visualisiert durch die Blaufdarbung — unter Kontrolle des Promotors prom/mfor_I bzw.
prom/mfor_3 erst nach ca. 12 h auftrat, konnte sie unter Kontrolle des Promotors
prom/mfor_2 bereits nach ca. 4 h, allerdings nur an Orten der Verwundung beobachtet
werden. Nach ca. 12 h erstreckte sich auch die Blaufiarbung der Blitter dieses Konstruktes
iiber das gesamte Adersystem. Die intensive und vor allem schnelle Fiarbung der Stellen nach
Verwundung der Blitter konnte allerdings fiir die Konstrukte prom/mfor_1 und prom/mfor_3
nicht gezeigt werden.

Die Analyse der Quer- und Lingsschnitte der Blattstiele dieser Pflanzen zeigt eine deutliche
Blaufarbung des Phloems, wihrend das umgebende Gewebe und die Bereiche des Xylems
keine Aktivitit der f-Glukuronidase und somit keine Farbung aufweisen (Abb. 18). Aufgrund
des geringen Wuchses der Pflanzen und der Diffusion des Farbstoffes in die benachbarten
Zellen konnte keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Expression der f-
Glukuronidase in den Siebelementen oder aber in den Geleitzellen erfolgt. Zu diesem Zweck
soll kiinftig eine Fixierung des Pflanzenmaterials und eine anschlieBende Analyse der Quer-

bzw. Lingsschnitte durchgefiihrt werden.
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Abb. 18: Phloem-Spezifitit der drei Forisomenpromotoren
(A) Querschnitt des Blattstiels eines prom/mfor_I Konstruktes; (B) dazugehorige

Ausschnittsvergrolerung; (C) Langsschnitt der Sprossachse eines prom/mfor_1 Konstruktes

(D) Querschnitt des Blattstiels eines prom/mfor_2 Konstruktes; (E) dazugehorige

Ausschnittsvergroerung; (F) Langsschnitt der Sprossachse eines prom/mfor_2 Konstruktes

(G) Querschnitt des Blattstiels eines prom/mfor_3 Konstruktes; (H) dazugehorige

Ausschnittsvergroferung; (I) Langsschnitt des Blattstiels eines prom/mfor_3 Konstruktes

X = Xylem; P = Phloem; ad P = adaxiales Phloem; ab P = abaxiales Phloem
Auf Basis der vorliegenden Ergebnisse kann sicher davon ausgegangen werden, dass die

Promotoren prom/mfor_1, prom/mfor_2 und prom/mfor_3 phloemspezifisch sind, da sich die

Aktivitét der f-Glukuronidase ausschlieflich auf Bereiche des Phloems beschrénkt.
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4. DISKUSSION

Die Grundlage der molekularen Untersuchungen an Forisomen bildete die Moglichkeit, diese
Proteinkomplexe in ausreichenden Mengen sowohl aus Vicia faba als auch aus Canavalia
gladiata mittels Dichtegradientenzentrifugation aufzureinigen. Die dadurch ermoglichte
Generierung von Peptidsequenzen der Forisomen-Untereinheiten, aber auch die vor Kurzem
begonnene Entschliisselung des Genoms von Medicago truncatula lieferten niitzliche Daten,
die sich vor allem fiir die Klonierung der Forisomen-Gene als hilfreich erwiesen. Allerdings
war es fiir M. truncatula nicht moglich, mittels der beschriebenen Methode (2.2.1.) Forisome
in ausreichenden Mengen aufzureinigen, da sich schon die Priparation des Phloems aufgrund
der sehr diinnen Sprossachsen als &duBerst schwierig erwies und diese Pflanze zudem
verhéltnismafig kleine Forisome aufweist. Aufgrund dessen musste — je nach Experiment —
mit Forisomen, Peptidsequenzen und letztendlich DNA-Sequenzen aller drei Pflanzen

gearbeitet werden, was die Interpretation einiger Daten erschwert.

4.1. DIE UNTEREINHEITEN DER FORISOME

Die Auftrennung der einzelnen Untereinheiten

Forisome haften aufgrund ihrer bisher noch unbekannten Oberflichenbeschaffenheit sehr gut
an Materialien wie Glas und Plastik. Mittels Zentrifugation und der dadurch bedingten
Haftung der Forisome an der ReaktionsgefiBwand konnten problemlos zusitzliche
Waschschritte durchgefiihrt und somit Kontaminationen durch ko-aufgereinigte Proteine
entscheidend minimiert werden. Die Denaturierung der Forisome nach ihrer Aufreinigung
iiber den Dichtegradienten und die Auftrennung mittels SDS-PAGE gewdéhrleisteten erste
Einblicke in den molekularen Aufbau der Proteinkomplexe. SDS-PAA-Gele aufgetrennter V.
faba-Forisome zeigten Proteinbanden bei ca. 70 kDa, 130 kDa und im Bereich von 200 kDa-
350 kDa (Abb. 4C). Genauere Untersuchungen galten den Untereinheiten bei ca. 70 kDa, da
das Bandenmuster der Proteine mit groBeren Molekiilmassen darauf schliefen lie3, dass es
sich um Dimerisierungs- bzw. Multimerisierungsderivate der kleineren Untereinheiten
handelt.

Die Optimierungen der SDS-PAGEs von V. faba-Forisomen resultierten im Bereich von ca.
70 kDa in zwei Proteinbanden, wobei die grofere Untereinheit mengenmifig wesentlich
starker vertreten war. Im Gegensatz dazu konnte unter Verwendung von C. gladiata-

Forisomen lediglich eine Untereinheit bei ca. 70 kDa beobachtet werden (Abb. 10A). Die
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Annahme, dass es sich bei den Forisomen der verschiedenen Fabaceen um Proteinkomplexe

dhnlicher Struktur handelt, wurde durch diese Beobachtung vorerst nicht bestitigt.

Die Kalzium-Reaktion der Untereinheit FOR_2
Erst die Zugabe von CaCl, in das 7%ige SDS-PAA-Gel, aufgrund der Fiahigkeit der Forisome

auf Ca® mit einer Konformationsinderung zu reagieren, ermoglichte die Auftrennung der
Proteinkomplexe in drei distinkte Proteinbanden im Bereich von 65 kDa bis 70 kDa, sowohl
fiir V. faba- (Abb. 8B und 9B) als auch fiir C. gladiata-Forisome (Abb. 10B). Grundlage
hierfiir war die Veridnderung des Laufverhaltens einer Forisomen-Untereinheit — bezeichnet
als FOR 2 — in Ca2+—ha1tigen SDS-PAA-Gelen, vermutlich basierend auf einer Ca**-
induzierten Konformationsinderung dieses Proteins. Aufgrund der daraus resultierenden,
scheinbaren Verinderung der Molekiilmasse von FOR_2 bandiert diese UE in Ca®*-haltigen
SDS-PAA-Gelen nicht mehr auf Hohe der Forisomen-UE FOR_1 und ermoglichte somit die
Auftrennung des Proteinkomplexes im Bereich von 70 kDa in seine Untereinheiten FOR_1,
FOR_2 und FOR_3. Zugleich konnte mittels der Ca**-haltigen SDS-PAA-Gele eine
Auftrennung der Proteinbande bei ca. 130 kDa in ebenfalls drei distinkte Banden erreicht
werden (Abb. 10 B, C). Dies bestitigt die Vermutung, dass es sich dabei tatsdchlich um
Dimerisierungsderivate der kleineren Untereinheiten handelt. Die Einheitlichkeit des
Proteinbandenmusters der Ca2+—haltigen SDS-PAA-Gele beider Arten fithrte zur ebenfalls
einheitlichen Bezeichnung der Forisomen-Untereinheiten, allerdings mit dem Zusatz der

Kiirzel ,,C* fiir C. gladiata und ,,V* fiir V. faba.

Weiterfithrende Maoglichkeiten der Analyse des Proteinkomplexes hinsichtlich seiner

Untereinheiten

Der Vergleich von Ca**-freien und Ca**-haltigen SDS-PAA-Gelen zeigte, dass mehrere der
Forisomen-Proteine aufgrund &dhnlicher Molekulargewichte auf einer Hohe bandieren.
Obwohl die Zugabe von Ca”" in einer Auftrennung der drei Untereinheiten resultiert, ist nicht
auszuschliefen, dass die Banden aus weiteren Proteinen mit gleichem Laufverhalten bestehen.
Die Auftrennung von V. faba-Forisomen mittels isoelektrischer Fokussierung (IF) resultiert
im Bereich von ca. 70 kDa in wesentlich mehr Proteinen, als aufgrund der eindimensionalen
Gele zu erwarten war (Daten nicht gezeigt). Allerdings konnten posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierung und Glykosylierung eine entscheidende Rolle bei der
Menge der Spots spielen. Antikorper sowohl gegen solche Modifikationen (z.B.

phosphorylierte Aminoséduren) als auch gegen die einzelnen rekombinanten Untereinheiten
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konnten weitere Erkenntnisse iiber den Aufbau der Forisomen liefern. Wesentlich effektiver
wire die Verwendung von Forisomen aus C. gladiata fir die 1F, da schon aus der
eindimensionalen SDS-PAGE ersichtlich wird, dass die Protein-Menge der einzelnen
Untereinheiten im Vergleich zu V. faba-Forisomen wesentlich hoher ist. Moglicherweise
hingt dies mit der deutlich geringeren Stabilitit der Multimerisierungsderivate der C.
gladiata-Forisome zusammen, erkennbar anhand einer vergleichsweise schwachen
Dimerisierungsbande in Abb. 10 A, so dass wahrscheinlich mehr Protein in Form der

Monomere vorliegt.

4.2. DIE KLONIERUNG DER FORISOMEN-GENE mfor 1, mfor 2 UND
mfor_3

Die Generierung von Peptidsequenzen

Je nach experimentellem Stadium der Auftrennungsmoglichkeiten der Forisome in ihre
Untereinheiten wurden immer wieder Proteinbanden aus den SDS-PAA-Gelen isoliert und fiir
die Peptidsequenzierung an die verschiedenen Firmen gesandt (2.2.5.). In ersten Versuchen
bandierten alle drei Untereinheiten von V. faba im Bereich von ca. 70 kDa auf einer Hohe im
SDS-PAA-Gel und wurden somit zusammen isoliert und sequenziert. Die Reduzierung der
Acrylamidkonzentration von 10% auf 7% ermdoglichte die Auftrennung von zwei
verschiedenen Banden bei ca. 70 kDa (Abb. 4 C). Allerdings konnte erst nach Zugabe von
Ca* die Separierung der drei Proteine und damit auch die Sequenzierung einzelner
Untereinheiten anstelle von Proteingemischen erreicht werden. Es sollte jedoch erwihnt
werden, dass bis zum heutigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine oder
mehrere der drei Banden bei ca. 70 kDa im SDS-PAA-Gel trotzdem von mehreren Proteinen
mit gleicher Laufeigenschaft oder aber gleichem Molekulargewicht gebildet werden.
Hinweise dafiir liefern einige generierte Peptidsequenzen der 70 kDa groBen Untereinheit von
V. faba, die in der Aminosduresequenz der drei Forisomen-Untereinheiten MFOR_1,
MFOR_2 und MFOR_3 nicht enthalten sind (Abb. 6). Eine mogliche Erklarung dafiir wire
allerdings auch der Sequenzunterschied zwischen den Forisomen-Gene von V. faba bzw. C.
gladiata (als ,Peptidlieferanten*) und M. truncatula (auf deren Basis die Gene kloniert

wurden).
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Die Verwendung abgeleiteter Oligonukleotide fiir die PCR

Die Ableitung degenerierter Oligonukleotide erfolgte jeweils im Anschluss an den Erhalt der
Peptidsequenzen, so dass vor allem das oben beschriebene Problem der Uberlagerung von
Proteinbanden im SDS-PAA-Gel zu erheblichen Schwierigkeiten bei der Klonierung der
Forisomen-Gene fiihrte.

Mogliche Erkldrungen dafiir konnten sein:

e Die Uberlagerung der Protein-Untereinheiten in der Ca**-freien SDS-PAGE und,
daraus resultierend, Peptidsequenzen verschiedener Untereinheiten ohne die
Moglichkeit, sie einander zuordnen zu konnen.

¢ Die unterschiedliche Anzahl von Aminoséduren der generierten Peptidsequenzen und
dadurch bedingte, stark abweichende Anlagerungstemperaturen der designten
degenerierten Oligonukleotide.

¢ Die Unkenntnis der Lage der Peptide zueinander innerhalb der Polypeptidkette einer
UE.

e Die Kiirze und Degeneration der abgeleiteten Oligonukleotide, aufgrund derer die
hohe Anlagerungstemperatur als Voraussetzung fiir das genome walking (68°C,
bedingt durch die Lédnge des von der Firma zur Verfiigung gestellten Adapter-
Oligonukelotids) nicht gewihrleistet werden konnte

¢ Die fehlenden Informationen iiber Bildungsort, Menge und Stabilitédt der Forisomen-

spezifischen mRNAs als moglicher Unsicherheitsfaktor fiir die RT-PCR

Resultat zahlreicher Amplifikationen mittels PCR und anschlieBender Klonierung sowie
automatischer Sequenzanalyse waren ebenso zahlreiche Sequenzabschnitte, innerhalb derer
allerdings keine Peptidsequenzen der Forisomen-Untereinheiten gefunden werden konnten.
Daher war eine Zuordnung der ermittelten DNA-Sequenzen zu den Forisomen-Genen nicht

moglich.

Die Datenbanksuche

Die Erstellung einer offentlich zugédnglichen EST-Datenbank von M. truncatula erlaubte
einen Sequenzvergleich unter Verwendung der generierten Peptide der Forisomen-
Untereinheiten. In Folge dessen konnte eine 157 Aminosduren umfassende Polypeptidkette
und deren zugehorige DNA-Sequenz ermittelt werden, die zwei der aufgefiihrten
Peptidsequenzen (3.1.3. Tab. 1B) enthielt. Auf dieser Grundlage erfolgte die Klonierung des

Forisomen-Gens mfor_I aus M. truncatula durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide
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und die Verwendung des GenomeWalker™-Systems (2.2.4.). Des Weiteren gelang unter
gleichen Voraussetzungen die Klonierung der Gene vfor_I aus V. faba (M. Fontanellaz,
personliche Mitteilung) und cfor_1I aus C. gladiata (A. Ashoub, personliche Mitteilung). Die
offenen Leseraster der Gene umfassen 1889 bp (mfor_I), 2068 bp (vfor_I) und 2042 bp
(cfor_I) und zeigten mehrere der ermittelten Peptidsequenzen der Forisomen-Proteine. Ein
Sequenzvergleich der drei for_I-Gene resultierte in einer 62%igen Homologie, was das
Fehlen einiger Peptidsequenzen der V. faba- bzw. C. gladiata- Forisome im mfor_I-Gen
erklaren konnte. Weitere Sequenzvergleiche, sowohl mit Hilfe der EST-Datenbank von M.
truncatula als auch der NCBI-Datenbank unter Verwendung des mfor_I-Gens, ermoglichten
die Klonierung der Forisomen-Gene for_2 und for_3 aus M. truncatula. Da sich eine
Amplifikation der Gene for_2 und for_3 mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide der M.
truncatula-Gene fiir die beiden anderen Fabaceen als schwierig erwies, wurde die Klonierung
dieser Gene vorerst nicht weiter verfolgt und darauthin alle weiteren Studien ausschlie3lich

an den Forisomen-Genen aus M. truncatula durchgefiihrt.

4.3. DIE ANALYSE DER FORISOMEN-GENE mfor_1, mfor_2 UND mfor 3

Die offenen Leseraster der drei Forisomen-Gene kodieren fiir Proteine mit den
Molekulargewichten 72 kDa (mfor_I), 77 kDa (mfor_2) und 80 kDa (mfor_3), wobei diese
Angaben nicht exakt mit dem Laufverhalten der einzelnen Untereinheiten aufgereinigter
Forisome in der SDS-PAGE korrelieren. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits fiir andere
Proteine, beispielsweise fiir das Transportprotein des phytopathogenen potato leafroll virus
(PLRV; Tacke et al., 1993) beschrieben. Nach Vorlage der Gene wurden Sequenzanalysen
hinsichtlich verwandter Gene anderer Organismen und moglicher bekannter Ca**-

Bindungsdominen durchgefiihrt.

Die Suche nach Sequenzhomologien und bekannten Ca2+—Bindungsmotiven

Weder der Abgleich der drei Forisomen-Gene mit den vollstindig sequenzierten Genomen
von Arabidopsis thaliana und Oryza sativa noch die Verwendung gingiger Protein-
Datenbanken fiir einen Sequenzvergleich resultierten in der Identifizierung signifikant
homologer Gene bzw. Proteine.

Die stiarkste Homologie mit ca. 25% Identitit zu mfor_1 zeigte die Aminosduresequenz eines
Proteins (At3g01680; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) aus A. thaliana, dessen Funktion

jedoch unbekannt ist. Wihrend die gesamte Sequenz nur sehr geringe Ubereinstimmung mit
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den Forisomen-Genen aufwies, konnte eine carboxyterminale Abfolge mehrerer Cysteine
dieses Klons fiir alle drei Forisomen-Gene iibereinstimmend identifiziert werden (in Abb. 6
rot hinterlegt).

Die Konformationsidnderung der Forisome vom kondensierten in den dispergierten Zustand
nach Zugabe von Ca®* fiihrt nicht zur vollstindigen Auflosung der Proteinkomplexe — sie
bleiben als distinkte Korper erhalten — und ist vollstdndig reversibel (Knoblauch et al., 2003).
Eine Funktion der Cysteine bei der Stabilisierung des Proteinkomplexes durch die Ausbildung
von Disulfidbriicken der Seitenketten wére denkbar. Moglicherweise dienen diese kovalenten
Bindungen der Verkniipfung der einzelnen Untereinheiten und erméglichen nach Entzug von
Ca®™ die geordnete Riickfaltung der Forisome in die kondensierte Konformation.

Die Vermutung, dass eines oder mehrere der Forisomen-Proteine aufgrund der Kalzium-
Reaktion des Proteinkomplexes in eine der Familien der EF-Hand-Proteine einzuordnen sei,
konnte nicht bestitigt werden. Keines der bisher bekannten Ca”*-Bindungsmotive konnte auf

einem der Forisomen-Proteine gefunden werden.

Das coiled coil Motiv der Forisomen-Untereinheit MFOR_2

Nach Analyse der drei Forisomen-Untereinheiten hinsichtlich bekannter Sequenz-Motive
wurde fiir die Aminosduresequenz des MFOR_2 eine 35 AS umfassende coiled coil Domine
identifiziert (Abb. 7A). Wesentliches Merkmal dieses Motivs ist die Ausbildung einer
amphipatischen o—Helix (Abb. 7B). Die coiled coil Domine ist verantwortlich fiir die
Oligomerisierung von Protein-Untereinheiten und damit auch fiir die Faltung der Proteine. Sie
wurde erstmals fiir das Intermediérfilament-Protein Keratin (McArthur, 1943; Burkhard et al.,
2001), spiter beispielsweise auch als Dimerisierungs-Doméne einer Familie von
Transkriptionsfaktoren, den Leuzin-Zippern (Landschulz et al., 1988), beschrieben. Zwei bis
fiinf solcher amphipatischen a-Helices bilden eine Superhelix aus, die so genannten coiled
coils. Dabei besteht sowohl die Moglichkeit einer parallelen bzw. antiparallelen Assoziation
der o~Helices als auch die Ausbildung von Homo- und Heterodimeren bzw. -multimeren
(Lupas, 1992). Es konnte gezeigt werden, dass spezifische Mutationen in der amphipatischen
oa-Helix des Transportproteins von PLRV mit dem Verlust der Fihigkeit zur Ausbildung von
Multimerisierungsderivaten einhergingen (Tacke et al., 1993).

An Position a und d der fiir die coiled coil Doméne typischen Wiederholung einer 7AS
umfassenden Abfolge (a,b,c,d,ef,g) sitzen bevorzugt unpolare, hydrophobe AS, deren
Interaktion die Ausbildung des hydrophoben Kerns, der coiled coils induziert (Crick, 1953;

Lupas, 1996). Geladene Aminosduren, hiufig an Positionen auflerhalb des hydrophoben
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Kerns konnen nach Veridnderungen des pH-Wertes im umgebenden Medium (Suzuki et al.,
1997; Krylov et al., 1998), nach Phosphorylierung der AS-Seitenketten (Szilak et al., 1997)
und nach Interaktion mit Ionen (Farah und Reinach, 1999) die hydrophobe Interaktion der
coiled coil Dominen entscheidend beeinflussen. Die coiled coil Doméne der Forisomen-
Untereinheit MFOR_2 ist mit 35 AS relativ kurz, was allerdings fiir einige globulére Proteine
mit weniger als 20 AS bereits beschrieben wurde (Lupas, 1996). Eine mogliche Funktion der
coiled coil Doméne des MFOR_2 fiir die Ca**-Reaktion der Forisome wird in Abschnitt 4.6

erortert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es sich bei den Forisomen-spezifischen Genen
um eine neue Genfamilie handelt, die keinerlei signifikante Homologie zu bereits bekannten
Genen aufweist. Des Weiteren konnte bis zu diesem Zeitpunkt kein bekanntes Bindungsmotiv
gefunden werden, dass fiir die Ca®*-Bindung der Proteinkomplexe verantwortlich ist, obwohl
fiir eine Untereinheit, moglicherweise MFOR_2, eine Ca’*-Reaktion nachgewiesen werden

konnte. Eventuell ist das coiled coil Motiv an der Ca**-Reaktion der Forisome beteiligt.

Mogeliche weitere Forisomen-Gene

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen der Forisomen-Untereinheiten MFOR_1, MFOR_2
und MFOR_3 =zeigte in einigen kurzen Bereichen eine fast 100%ige Homologie (in Abb. 6
gelb hinterlegt). Erneuter Sequenzabgleich dieser signifikant homologen Bereiche (ca. 10 AS
lang) mit der Medicago-Datenbank resultierte in zwei weiteren Aminosduresequenzen mit ca.
50%iger Ubereinstimmung. Allerdings konnte auch fiir diese Polypeptidketten keinerlei
Homologie zu bereits bekannten Proteinen gefunden werden. Ebenso war die Suche nach EF-
Hand-Motiven und anderen Ca®*-Bindungsdominen erfolglos. Es handelt sich aber bis zu
diesem Zeitpunkt lediglich um Fragmente der moglichen Forisomen-Untereinheiten, so dass
eine endgiiltige Aussage beziiglich bekannter Motive an dieser Stelle noch nicht eindeutig
getroffen werden kann. Eine vollstindige Analyse der potentiell weiteren Forisomen-Gene
war jedoch im zeitlichen Rahmen der hier zusammengefassten Untersuchungen nicht mehr
moglich. Die zukiinftige Klonierung und anschlieBende Charakterisierung dieser Proteine
wird Aufschluss iiber ihre Beteiligung am Aufbau der Forisome geben.

Es ist ebenfalls noch unklar, ob es Proteine gibt, die am Aufbau der Forisomen beteiligt sind,
jedoch geringe bzw. keine Sequenzhomologien zu den bereits bekannten Forisomen-

Untereinheiten aufweisen. Eine wahrscheinliche Interaktion solcher Proteine mit den
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Untereinheiten MFOR_1, MFOR_2 oder MFOR_3 konnte zu ihrer Identifizierung unter
Verwendung eines Hefe-2-Hybrid-Systems fiihren.

4.4. Rekombinante Herstellung der Forisomen-Untereinheiten und immunologischer

Nachweis ihrer Beteilicung am Aufbau der Forisome

Nach Klonierung und Analyse der Forisomen-Gene mfor_I, mfor_2 und mfor_3 gelang deren
Expression im bakteriellen System als Fusionsproteine mit der Glutathion-S-Transferase.

In Folge dessen konnten die Proteine GST-MFOR_1 und GST_MFOR_2 aus dem SDS-PAA-
Gel in grolen Mengen isoliert und fiir die Immunisierung von Kaninchen zur Herstellung
polyklonaler Antikdrper verwendet werden. Die Expression von GST-MFOR_3 wurde zwar
mittels eines monoklonalen anti-GST-Antikorpers eindeutig nachgewiesen, allerdings geniigte
die Protein-Ausbeute nicht fiir die Antikorperproduktion.

Analog zur Bezeichnung der tiber SDS-PAGE aufgetrennten Untereinheiten der Forisome mit
MFOR_1, MFOR_2 und MFOR_3 erfolgte die Benennung der Gene mit mfor_1, mfor_2 und
mfor_3, jedoch lediglich aufgrund der Zuordnung einiger Peptidsequenzen der ca. 70 kDa
grofen Untereinheiten aufgereinigter Forisome zur Aminosduresequenz der Gene. Daher
muss darauf hingewiesen werden, dass ein GrofBteil der Peptide aus homologen Sequenz-
Bereichen der Forisomen-Gene stammt. Ein Vergleich der for_I-Gene von V. faba und M.
truncatula zeigt des Weiteren eine lediglich 62%ige Homologie zwischen den Peptiden der V.
faba-Forisome und der Aminosduresequenz der M. truncatula-Proteine. Unter
Beriicksichtigung dieser Fakten ist die Zuordnung der Forisomen-Gene zu den Untereinheiten
aufgereinigter Proteinkorper auf Basis der generierten Peptide nicht eindeutig moglich. Daher
sollte die Analyse mittels der polyklonalen Antikorper anti-MFOR_1 und anti_MFOR_2 die
Zuordnung der rekombinant hergestellten Forisomen-Untereinheiten MFOR_1 und MFOR_2
und damit der Gene mfor_I und mfor_2 zu den Untereinheiten der iiber SDS-PAGE

aufgetrennten Forisome ermdoglichen.

Da aufgrund der ungeniigenden Expression von MFOR_3 die Herstellung eines anti-
MFOR _3-Antikorpers nicht moglich war, konnte auf diesem Wege eine Zuordnung dieser
Untereinheit zu den Banden aufgetrennter Forisomen nicht erfolgen. Aus diesem Grund
wurden auBlerdem V. faba und C. gladiata-Forisome mittels Dichtegradientenzentrifugation
aufgereinigt, iiber SDS-PAGE aufgetrennt und die ca. 70 kDa groB3en Untereinheiten fiir die
Immunisierung von Méusen verwendet. Die Detektion des GST-MFOR_3 mittels der anti-vf

bzw. anti-can-Antikorper ermoglichte zumindest die Aussage, ob diese Untereinheit am
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Aufbau der Forisome beteiligt ist. Eine Gegeniiberstellung und schematische
Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunodetektion aufgetrennter V. faba-Forisome
durch die verschiedenen Antikorper ist in der nachfolgenden Abbildung dargestellt. Fiir C.
gladiata-Forisome war eine derart detaillierte Analyse nicht moglich, da eine Reaktion des
pri-immun-Serums des anti-MFOR_2-Antikorpers mit aufgereinigten C. gladiata-Forisomen

erfolgte (Abb. 13 B).
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Abb. 19: Vergleich der Western-Blot-Analysen der verschiedenen Antikorper mit dem

Bandenmuster aufgereinigter und aufgetrennter Forisome aus V. faba.

(A) Spur 1: Proteinmarker, Spur 2: SDS-PAA-Gel aufgereinigter Forisome aus V. faba nach
Farbung mit Coomassie Brilliant Blue, Spur 3: Western-Blot-Analyse aufgereinigter

Forisome aus V. faba unter Verwendung des polyklonalen anti-MFOR _1-Antikorpers,
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Spur 4: Western-Blot-Analyse aufgereinigter Forisome aus V. faba unter Verwendung
des polyklonalen anti-MFOR_2-Antikorpers, Spur 5: Western-Blot-Analyse
aufgereinigter Forisome aus V. faba unter Verwendung des polyklonalen anti-vf-
Antikorpers

(B) Schematische Darstellung von Abb. 19 A. Ubereinstimmende Banden in Western-
Blot-Analyse und SDS-PAA-Gel sind rot gekennzeichnet

Zuordnung der MFOR _1-Untereinheit zu den Proteinen aufeetrennter V. faba-Forisome

Aus Abbildung 19 wird deutlich, dass der polyklonale anti-MFOR_1-Antikorper vier Banden
im Bereich von ca. 70 kDa detektiert. Allerdings konnte keine dieser Banden dem
Bandenmuster der SDS-PAGE aufgereinigter Forisome aus V. faba eindeutig zugeordnet
werden. Die mengenméfig stirkste Bande (Abb. 19 A, Spur 2, b) wurde mittels dieses
Antikorpers nur unspezifisch erkannt.

Beziiglich der diffusen Detektion dieser Hauptbande (Abb. 19 A, Spur 2, b) kann einerseits
vermutet werden, dass es sich um eine Kreuzhybridisierung mit einer anderen Forisomen-
Untereinheit handelt. Andererseits wurden mittels Sequenzierung der AS dieser Hauptbande
mehrere Peptide generiert, die der mfor_I-kodierten Untereinheit zugeordnet werden konnten.
Dariiber hinaus zeigt die Immunodetektion nativer Forisome unter Verwendung des anti-
MFOR_1-Antikorpers ein auffallend starkes Signal (Abb. 15 D), was vermuten ldsst, dass
dieses Protein in groBen Mengen im Proteinkorper vertreten ist. Es ist daher nicht
auszuschliefen, dass die ca. 70 kDa grofle Hauptbande tatsédchlich die Untereinheit MFOR_1
darstellt, die lediglich aufgrund posttranslationaler Modifikationen wie Phosphorylierungen
und Glykosylierungen vom anti-MFOR_1-Antikorper aufgrund von Maskierungen der
Epitope nicht erkannt werden kann. Die vier kleineren Banden im Bereich von ca. 70 kDa
konnten auch Prozessierungen des groferen Proteins bei ca. 70 kDA darstellen, die im
Forisom andere Aufgaben erfiillen. Allerdings besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass es sich
um stabile Abbauprodukte des Hauptproteins handelt, die die Modifizierungen nicht mehr
aufweisen und daher dem anti-MFOR_1-Antikorper zugénglich sind. Die Reaktion des anti-
MFOR_1-Antikorpers gegen aufgereinigte Forisome aus C. gladiata resultiert in einer
Detektion der Hauptbande, wobei auch hier weitere kleinere Proteine erkannt werden (Abb.
12 B, Spur 4). Diese Beobachtungen und die nachfolgend beschriebene Reaktion des anti-vf-
Antikorpers konnten darauf hinweisen, dass die Forisomen-Untereinheit MFOR _1 tatsédchlich

die ca. 70 kDa grofle Hauptbande aufgetrennter V. faba-Forisome bildet.
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Hingegen ist die Reaktion des anti-MFOR_I1-Antikorpers gegen die Dimerisierungs- und
Multimerisierungsderivate der kleineren Untereinheiten eindeutig. Es muss davon
ausgegangen werden, dass an jeder Di- bzw. Multimerisierung die Untereinheit MFOR_1
beteiligt ist. Dabei konnte es sich sowohl um Homo- als auch Heterodimere bzw. -multimere

handeln.

Zuordnung der MFOR_2-Untereinheit zu den Proteinen aufgetrennter V. faba-Forisome

Im Gegensatz zum anti-MFOR_1-Antikorper erfolgte die Immunantwort des anti-MFOR_2-
Antikorpers erst im Anschluss an die zweite Immunisierung des Kaninchens. Dariiber hinaus
war die Detektion der V. faba-Untereinheiten in der Western-Blot-Analyse im Verhiltnis
deutlich schwicher. Erklarbar wiére dies entweder mit einer geringeren Immunogenitit von
MFOR_2 oder aber mit dem mengenmiflig geringeren Anteil dieser Untereinheit in den
Forisomen. Die Detektion des Immunserums gegen eine Bande, die im Coomassie-Gel nicht
beobachtet werden konnte, spricht moglicherweise fiir die geringe Menge der Forisomen-
Untereinheit MFOR_2 im Proteinkorper. Betrachtet man zusitzlich die Immunodetektion
nativer Forisome durch diesen Antikorper (Abb. 15 F), so ldsst die lediglich punktuelle
Fluoreszenz kondensierter Proteinkorper ebenfalls darauf schlieBen, dass MFOR_2
moglicherweise nicht in vergleichbar hoher Menge wie MFOR_1 vorkommt, sondern
wesentlich schwicher vertreten ist. Allerdings besteht auch hier die Moglichkeit, dass der
anti-MFOR_2-Antikorper lediglich ein prozessiertes Protein erkennt, wihrend die eigentliche
Forisomen-Untereinheit MFOR_2 ebenfalls auf Hohe des 70 kDa groen Hauptproteins
bandiert.

Die Detektion der Dimerisierungsbande durch den anti-MFOR_2-Antikorper, analog zur
Detektion dieser Bande mittels des anti-MFOR_1-Immunserums, legt die Vermutung nahe,
dass es sich dabei entweder um ein Heterodimer aus MFOR_1 und MFOR_ 2 oder aber um ein
Homodimer handelt. Dagegen konnte keines der Multimerisierungsderivate durch den anti-
MFOR_2-Antikorper erkannt werden, was die Fahigkeit zur Multimerisierung der MFOR _2-

Untereinheit auch in Verbindung mit anderen Untereinheiten weitgehend ausschlieft.

Die Zuordnung der mfor_3-kodierten Untereinheit war auf diesem Weg nicht moglich, da die
schwache Expression dieses Proteins im bakteriellen System die Produktion von Antikdrpern
nicht ermoglichte. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass diese Untereinheit
moglicherweise die ca. 70 kDa grofle Hauptbande bildet bzw. an der Multimerisierung der

kleinen Untereinheiten beteiligt ist. Aulerdem soll an dieser Stelle noch einmal auf potentielle
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weitere Forisomen-Gene hingewiesen werden, deren Zuordnung ebenfalls untersucht werden

muss.

Analyse der Reaktion des anti-vf-Antikorpers gegen Proteine aufeetrennter V. faba-Forisome

Vergleicht man die Reaktion des anti-MFOR_1-Antikorpers (Abb. 19 A, Spur 3) mit der

Reaktion des anti-vf-Antikorpers (Abb. 19 A, Spur 5), zeigt sich ein beinahe identisches
Bandenmuster. Auffillig dabei ist die Detektion der vier kleineren Banden im Bereich von ca.
70 kDa, sowohl durch den anti-vf-Antikorper als auch durch den anti-MFOR_1-Antikorper,
wihrend die eigentliche Hauptbande (Abb. 19 A, Spur 2, b) durch beide Immunseren nicht
eindeutig erkannt wird. Fiir die Immunisierung der Maus wurde allerdings die Hauptbande bei
ca. 70 kDa als Antigen verwendet. Das Bandenmuster der Western-Blot-Analyse lédsst also
darauf schlieBen, dass das mengenmifig stirkste Protein aufgereinigter V. faba-Forisome
nicht immunogen ist, wihrend Abbauprodukte bzw. Prozessierungen dieser Untereinheit(en)
eindeutig erkannt werden. Aufgrund der Tatsache, dass ein iibereinstimmendes Bandenmuster
der Western-Blot-Analyse des anti-MFOR_1-Antikorpers zur Immunodetektion des anti-vf-
Antikorpers beobachtet werden kann, ldsst darauf schlieBen, dass zumindest ein Teil der 70
kDa groBlen Hauptbande aufgereinigter V. faba-Forisome von der Untereinheit MFOR_1
gebildet wird.

Die mogliche Zuordnung der Ca**-reaktiven Bande

Versuche zur Identifizierung der Ca®*-reaktiven Untereinheit mittels der polyklonalen
Antikorper anti-MFOR_1 und anti-MFOR_2 waren aufgrund der beschriebenen Unklarheiten
in der Zuordnung der Proteine aufgetrennter Forisome zu den rekombinant hergestellten
Untereinheiten und damit den Forisomen-Genen nicht eindeutig moglich. In weiterfithrenden
Experimenten soll durch spezifische Insertions- oder Deletionsmutagenesen die Ausbildung
der amphipatischen a~Helix verhindert werden. Dies konnte Aussagen iiber die Rolle der
coiled coil Domine des mfor_2-kodierten Proteins bei der Ca**-Reaktion der Forisome

ermoglichen.

Immunodetektion nativer Forisome durch die Antikorper der rekombinant hergestellten UE

Fiir die Analysen der polyklonalen anti-MFOR_I- und anti-MFOR_2-Antikérper wurden
native V. faba-Forisome eingesetzt, da das pra-immun-Serum des anti-MFOR_2-Antikorpers
in der Western-Blot-Analyse bereits ein Protein aufgereinigter C. gladiata-Forisome

detektiert. Dariiber hinaus besitzen Forisome von V. faba im Gegensatz zu den Proteinkérpern
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von C. gladiata keine schwanzartigen Fortsidtze und lassen sich somit moglicherweise auf
struktureller Ebene besser mit den Forisomen von M. truncatula vergleichen, die dieses
Strukturmerkmal ebenfalls nicht aufweisen.

Es konnte mittels Immunofluoreszenz eindeutig gezeigt werden, dass native V. faba-Forisome
durch den anti-MFOR_1-Antikorper detektiert werden. Allerdings fluoreszierten Forisome in
der vollstindig kondensierten Konformation signifikant schwécher als Forisome, die
offensichtlich aufgrund des fiir die Proteinkorper unphysiologischen Mediums leicht
dispergiert vorlagen. Moglicherweise erleichtert der schwach dispergierte Zustand der
Forisome die Bindung des Antikorpers an seine Epitope. Denkbar wire auch, dass die
dispergierte Konformation der Forisome auf eine anfidngliche Denaturierung der
Proteinkodrper hinweist und erst daraufhin die Bindung des anti-MFOR_1-Antikorpers
erfolgen kann. Die Maskierung des gesamten Proteinkorpers durch diesen Antikorper deutet
auf einen hohen Anteil der mfor_I-kodierten Untereinheit im Forisom. Moglicherweise bildet

die Untereinheit MFOR _1 die strukturbildende Hiille der Forisome.

Die Detektion nativer V. faba-Forisome durch den polyklonalen anti-MFOR_2-Antikorper
konnte dagegen verstirkt an kondensierten Forisomen beobachtet werden. Die Bindung des
Immunserums erfolgte punktuell, verstirkt an den Spitzen hervorstehender faserartiger
Strukturen der Proteinkorper. Eine Haftung ko-aufgereinigter Membranpartikel an diesen
exponierten Stellen, verbunden mit einer unspezifischen Bindung des Antikorpers an Proteine
dieser Membranreste, kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Allerdings zeigen die
Forisome des pra-immun-Serums keine vergleichbare Fluoreszenz.

Moglicherweise werden die Epitope des anti-MFOR _2-Antikorpers nur dann exponiert, wenn
die faserartigen Strukturen der Forisome kondensiert vorliegen. Des Weiteren wiirde die
Farbung eines nur sehr geringen Anteils der Proteine des Komplexes mit der im Vergleich
zum anti-MFOR_1-Antikorper relativ schwachen Detektion der Western-Blot-Analysen

korrelieren.

Mogliche Immunodetektion der Forisome mittels AntikOrper potentieller rekombinanter

Untereinheiten

Die Optimierung der Expression von GST-MFOR _3-Fusionsprotein bzw. von spezifischen
MFOR_3-Deletionsderivaten soll kiinftig die Produktion polyklonaler Antikorper gegen diese
Untereinheit ermoglichen. Des Weiteren wire auch die Expression potentieller weiterer

Forisomen-Gene in der Produktion von Antikorpern erforderlich. Moglicherweise ergeben
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sich daraufhin neue Einblicke in den Aufbau der Forisome. Weiterhin wire eine genauere
Analyse der Antikorperbindung mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen, nach
Einbettung der Forisome und Verwendung eines sekundiren Immunogold-Antikorpers,

denkbar.

4.5. DIE PROMOTOREN DER FORISOMEN-GENE

Die Forisome der Fabaceen wurden bisher fast ausschlielich in Siebelementen, selten auch in
Geleitzellen des Phloems beobachtet. Basierend auf diesen Beobachtungen lag allen Studien
die Vermutung zugrunde, dass die Aktivitit der Forisomen-Promotoren prom/mfor_1I,
prom/mfor-2 und prom/mfor_3 auf die Bereiche des Phloems beschrinkt ist.

Mit Hilfe des Reporterenzyms /[3-Glukuronidase aus E. coli unter Kontrolle der drei
Forisomen-Promotoren wurde zuerst in Protoplasten {iiberpriift, ob es sich tatsdchlich um
aktive Promotoren handelt. Die transiente Expression der f-Glukuronidase in Protoplasten
ergab dabei signifikante Unterschiede in der Aktivitdt der drei Forisomen-Promotoren. Als
Vergleich diente der phloemspezifische virale CFDV-Promotor (Hehn und Rohde, 1998), so
dass fiir prom/mfor_3 die hochste Aktivitdt mit 47 %, fiir prom/mfor_I eine Aktivitit von 20
% und fiir den schwichsten Promotor prom/mfor_2 eine Aktivitit von 8 % verzeichnet

werden konnte.

Die Analyse transgener Pflanzen

Die stabile Integration der Promotor-GUS-Konstrukte ins Tabakgenom und die Generierung
transgener Pflanzen ermoglichte die Verortung der Aktivitit der Forisomen-Promotoren.
Bereits erste Analysen nach Farbung der Blitter transgener Pflanzen aus Sterilkultur mit dem
chromogenen Substrat X-Gluc ergaben, dass die Forisomen-Promotoren prom/mfor_1I,
prom/mfor-2 und prom/mfor_3 eine phloemspezifische Aktivitit aufweisen (Abb. 17).
Dariiber hinaus wurde mittels dieser Farbung ersichtlich, dass die Promotoraktivitit in der
Pflanze nicht mit der bereits ermittelten Aktivitit in Protoplasten korreliert. Die schwichste
Expression der f-Glukuronidase erfolgte in transgenen Pflanzen unter Kontrolle des
Promotors prom/mfor_3, resultierend in einer nur leichten Blaufdarbung der Blattadern (Abb.
17). Dagegen zeigten prom/mfor_I-transgene Tabakpflanzen eine wesentlich intensivere
Blaufarbung der Blattnervatur, die noch deutlich gesteigert bei Pflanzen des Konstruktes
prom/mfor_2 zu beobachten war.

Auffillig war die signifikante und vor allem schnelle Firbung des Leitgewebes von

prom/mfor_2-transgenen Pflanzen in Bereichen des Blattes, die durch mechanische Einfliisse
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verletzt wurden. Dieses Phdnomen konnte fiir Pflanzen der beiden anderen Promotor-
Konstrukte prom/mfor_1I und prom/mfor_3 nicht beobachtet werden. Moglicherweise ist die
generell sehr starke Expression der f-Glukuronidase unter Kontrolle des prom/mfor_2
Resultat einer Weiterleitung der Verwundungsreaktion, die sich iiber die gesamten
Phloembahnen erstreckt. Dies wiirde auch die schwache Expression der [-Glukuronidase
unter Kontrolle des Promotors prom/mfor_2 in Protoplasten erkldren, da in diesem System
kein Verwundungssignal zu erwarten ist.

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese schnelle und intensive Farbung der
verletzten Bereiche durch das erleichterte Eindringen des Farbstoffes bedingt ist, so dass die
Aussage einer Wundinduzierbarkeit des Forisomen-spezifischen Promotors prom/mfor_2 hier

zunidchst Vermutung bleiben muss.

Verortung der Promotoraktivitit

Nach der Farbung von Quer- und Léngsschnitten der Leitgewebe in Blattstielen transgener
Tabakpflanzen konnte die Expression der f-Glukuronidase unter Kontrolle der Promotoren
prom/mfor_1, prom/mfor-2 und prom/mfor_3 eindeutig in den Zellen des Phloems lokalisiert
werden (Abb. 18). Allerdings erfolgt durch die Entfirbung des Blattgriins mittels Methanol
eine Beschidigung der Zellen, weshalb der Farbstoff von Orten der Expression in benachbarte
Zellen diffundiert. Daher ist eine Aussage iiber die exakte Lokalisation der Promotor-

Aktivitdt — in Siebelementen oder in Geleitzellen — mittels dieses Verfahrens nicht moglich.

In der Literatur wird die Bildung der kristallinen P-Proteine (Forisome) fiir Siebelemente der
friihen Entwicklungsstadien beschrieben (Esau, 1971). Erste Akkumulationen granulédren und
fibrilliren Materials in rdaumlicher Ndhe zu Ribosomen junger Siebelemente stellen
demzufolge die Vorstufen der Forisome dar. Dementsprechend konnten die Blaufarbung des
Phloems der transgenen Pflanzen und damit die Aktivitit der Forisomen-Promotoren auf
junge, zur Proteinbiosynthese noch fdhige Siebelemente beschrinkt sein. Die teilweise
liickenhafte Fiarbung der Phloembahnen, wie sie beispielsweise fiir Pflanzen des Konstruktes
prom/mfor_1 haufig beobachtet wurde, beschrinkte sich moglicherweise auf Bereiche, in
denen neues Phloem aufgrund des Gro3enwachstums der Pflanze gebildet wird.

Dagegen resultiert speziell die starke Expression der f-Glukuronidase unter Kontrolle des
Promotors prom/mfor_2 in einer hédufig durchgingigen Farbung der Phloembahnen. Eine
Aktivitit dieses Promotors konnte daher eher in den Geleitzellen lokalisiert sein, die im

ausdifferenzierten Stadium der Siebelemente deren Proteinbiosynthese iibernehmen. Die
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Bildung einer oder mehrerer Untereinheiten der Forisome in der Geleitzelle und der Transport
dieser Proteine durch die PPUs ins Siebelement — wie es fiir mehrere Proteine bereits
beschrieben wurde (Fisher et al., 1992) — wire ebenfalls denkbar.

Die Konformationsinderung isolierter Forisome in vitro kann durch Zugabe von Ca®*, bzw.
EDTA mehrmals wiederholt werden. Allerdings wurde ebenfalls beobachtet, dass nach
einigen Reaktionszyklen die vollstindige Konformationsidnderung der Proteinkorper in den
kondensierten bzw. dispergierten Zustand nicht mehr moglich ist. Offensichtlich werden die
Forisomen bei jeder Reaktion leicht ,beschadigt” (Daten nicht gezeigt). Die Nachlieferung
einer oder mehrerer Untereinheiten der Forisome nach Verletzung und Reorganisation des
Siebelements aus der Geleitzelle wire denkbar und wiirde die Hypothese der
Wundinduzierbarkeit des Promotors prom/mfor_2 unterstiitzen.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen wird eine strukturelle Ahnlichkeit der strukturellen
P-Proteine zu den kristallinen P-Proteinen (Forisomen) deutlich (Arsanto, 1982). Des
Weiteren wurde sowohl fiir die P-Proteine als auch fiir die Forisome die Funktion des
Wundverschluss beschrieben (Knoblauch und van Bel, 1998; Knoblauch er al., 2001). Dies
gibt Anlass zur Vermutung, dass eine oder mehrere der Untereinheiten, die am Aufbau der
Forisome beteiligt sind, bei der Bildung der strukturellen P-Proteine ebenfalls eine Rolle
spielen. Moglicherweise beschrinkt sich die Bildung der Forisome lediglich auf den ,,Einbau
zusitzlicher Untereinheiten in das Grundgeriist der P-Proteine. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der kristallinen P-Proteine (Forisome) zeigen die Anlagerung von strukturellen P-
Protein-Fasern an die kristallinen P-Proteinkorper (Arsanto, 1982), was auf einen evolutiven
Zusammenhang und den moglichen Aufbau beider Proteine aus identischen Untereinheiten
hinweisen konnte. Die Funktion des Wundverschlusses beider Phloemkomponenten konnte
die Proteinbiosynthese einzelner Untereinheiten in der Geleitzelle sowie ihren anschlielenden
Transport in das Siebelement fiir die Reparatur der Proteine erkldren. In diesem Fall wire die
Aktivitdt der Promotoren prom/mfor_I, prom/mfor_2 und prom/mfor_3 in den Geleitzellen zu

verorten.

Denkbar wire ebenfalls eine Kombination beider Hypothesen. So konnte das Grundgeriist der
Forisome in jungen Siebelementen gebildet werden, wihrend die funktionelle, Ca**-reaktive
Untereinheit erst nach Ausdifferenzierung der Siebelemente aus den Geleitzelle nachgeliefert
werden wiirde. Mehrere Autoren (Wergin und Newcomb, 1970; Wergin et al., 1975)
beobachteten kondensierte kristalline P-Proteine (Forisome) in jungen Siebelementen der

Fabaceen, wihrend fiir ausdifferenzierte Siebelemente die dispergierte Konformation der
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Proteinkorper beschrieben wurde (Wergin und Newcomb, 1970; Palevitz und Newcomb,
1971). Spiter stellte sich heraus, dass lediglich die Préparation fiir die Elektronenmikroskopie
zur Dispersion der kristallinen P-Proteine fiihrte (Fisher, 1975; Lawton 1978b). Die
Beschreibung der kondensierten Form der Proteinkorper in jungen SE und der dispergierten
Form in ausdifferenzierten SE bei gleicher Fixierung ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die
Forisome in Siebelementen fritherer Entwicklungsstadien zwar strukturell vorhanden, jedoch
noch nicht reaktiv vorliegen. Somit konnte die Promotor-Aktivitdt des Forisomen-Gens der

Ca**-reaktive Untereinheit in den Geleitzellen ausdifferenzierter Siebelemente lokalisiert sein.

Weiterfithrende Studien zur Verortung der Promotoraktivitit

Im Hinblick auf die Aufkldrung des Bildungsortes der Forisome mittels exakter Verortung der
Promotoraktivitit wiren weitere Studien angeraten.

Eine Fixierung der Quer- bzw. Lingsschnitte wiirde die Diffusion des Farbstoffes ins
umliegende Gewebe verhindern und somit eine exakte Lokalisierung der Aktivitdt der
einzelnen Promotoren in Siebelement oder Geleitzelle ermoglichen. Die Expression
verschiedener fluoreszierender Reporterenzyme (bspw.: GFP, YFP, DSRed) unter Kontrolle
der einzelnen Forisomen-Promotoren wiirde die Beobachtung der Promotoraktivitit in vivo
erlauben. Daraus wiirde ersichtlich, ob alle drei Promotoren zeitgleich in einer Zelle aktiv
sind, oder ob deren Aktivitit moglicherweise entwicklungsspezifisch ist. Des Weiteren
konnten detailliertere Aussagen iiber eine mogliche Wundinduzierbarkeit des Promotors
prom/mfor_2 getroffen werden.

Zudem sollte die Analyse der Promotoren potentiell weiterer Forisomen-Gene (4.3.)

hinsichtlich ihrer Aktivitdt und Gewebespezifitit erfolgen.

4.6. DIE KALZIUM-REAKTION DER FORISOME - EIN MOGLICHES
MODELL

Der Entwurf eines Modells zur Konformationsinderung der Forisome erfolgt auf Grundlage
einer Verbindung bereits publizierter Daten mit den in dieser Arbeit beschriebenen
molekularen Erkenntnissen, die hier kurz skizziert werden:
= Der Proteinkomplex ,,Forisom* reagiert in vivo und in vitro mit einer reversiblen
Konformationsidnderung vom kondensierten in den dispergierten Zustand nach Zugabe

von Kalziumionen ins umgebende Medium (Knoblauch et al., 2001; 2003).
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Nach Veridnderungen des physiologischen pH-Wertes des Mediums konnte eine
vergleichbare Konformationsinderung der Forisome beobachtet werden (Knoblauch et
al., 2003; beschrieben im nachfolgenden Exkurs).

Die Forisomen-Gene mfor_I, mfor_2 und mfor_3 kodieren fiir Proteine, deren einzig
bekanntes Sequenzmotiv die coiled coil Domine der mfor_2-kodierten Untereinheit
darstellt.

Fiir eine der Untereinheiten, die am Aufbau der Proteinkomplexe beteiligt sind, konnte

mittels des mobility shift assay eine Ca**-Reaktion nachgewiesen werden.

Die Entwicklung eines Modells kann an dieser Stelle jedoch lediglich vorldufigen Charakter

besitzen.

Moglicher Einfluss der coiled coil Domiine auf die
Konformationsinderung der Forisome
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Abb. 20: Modell zur Reaktion der coiled coil Domine der Forisomen-Untereinheit
MFOR_2 auf Zugabe von Ca** und Veriinderungen des pH-Wertes
(A) Mogliche Zusammenlagerung von zwei amphipatischen a~Helices der coiled coil
Dominen in eindimensionaler Darstellung. Die hydrophoben Aminosduren (rot
gekennzeichnet) induzieren die Ausbildung eines hydrophoben Kerns. Die Ladung der

Aminosduren bei physiologischem pH-Wert ist angegeben.

(B) 1) Hydrophobe Interaktion der coiled coil Dominen bildet einen hydrophoben Kern
bei physiologischem pH-Wert. Die mogliche kovalente Bindung der beiden MFOR _2-
Untereinheiten iiber Disulfidbriicken der beschriebenen carboxyterminalen Cysteine
stabilisiert das Homodimer.

2) Umfaltung der beiden amphipatischen a~Helices nach Interaktion der Untereinheit
MFOR_2 mit Ca®* oder nach Verdnderungen des pH-Wertes im umgebenen Medium.
Dadurch bedingte Auflosung des hydrophoben Kerns, in deren Folge Fliissigkeit
einstromen kann.

3) Riickfaltung der der beiden amphipatischen a~Helices nach Zugabe des Chelators
EDTA oder nach Wiedereinstellung des physiologischen pH-Wertes. Verdrangung der
Fliissigkeit aufgrund erneuter Ausbildung des hydrophoben Kerns.

Bei einem physiologischen pH-Wert bildet die coiled coil Domine der mfor_2-kodierten
Forisomen-Untereinheit eine amphipatische a~Helix aus. Die wahrscheinliche Interaktion der
hydrophoben Aminosduren von zwel oder mehreren dieser aHelices induziert die
Ausbildung des hydrophoben Kerns der coiled coils (Abb. 20 A, B1). Die dadurch bedingte
Oligomerisierung der Untereinheit MFOR_2 konnte ursdchlich den kondensierten
Konformationszustand der Forisome bedingen.

Erste Hypothesen zur Ursache der Konformationsénderung der Forisome basieren auf einer
Neutralisierung von Ladungen der Aminosdureseitenketten durch Anlagerung von
Kalziumionen. Die damit verbundene Auflosung der ionischen Interaktion der
Polypeptidketten wiirde in der Folge zur Auflosung der faserartigen Struktur der
Proteinkorper fiithren (Pickard et al., 2005; Knoblauch und Peters, 2004 ).

Denkbar wire dementsprechend die Interaktion der Kalziumionen mit negativen Ladungen
der Aminosdureseitenketten des hydrophilen Teils der o~Helix oder der gesamten
Polypeptidkette. Eine solche Ladungsverschiebung hitte vermutlich die Umfaltung der

amphipatischen o+Helices und die Auflosung des hydrophoben Kerns dieser Module zur
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Folge (Abb. 20 B2). Der Influx von Fliissigkeit in die zuvor hydrophoben Bereiche wiirde die
signifikante ~ Volumenzunahme der Proteinkdrper um 130% des dispergierten
Konformationszustands erklidren. Betrachtet man diesbeziiglich die punktuelle Detektion des
anti-MFOR_2-Antikérpers  an Spitzen der faserartigen Strukturen ausschlielich im
kondensierten Konformationszustand (Abb.15F), wiren diese ,MFOR_2-Module* an
Schliisselpositionen lokalisiert. Die Zugabe von Ca®* konnte den Zusammenhalt der
faserartigen Struktur der Forisome auflosen, woraufhin der Fliissigkeitsinflux erfolgen wiirde.
Die Entziehung des Ca®* durch Zugabe eines Chelators (EDTA) resultiert wahrscheinlich in
der Riickfaltung der amphipatischen a~Helices (Abb. 20 B3) gewihrleistet etwa durch die
kovalente Bindung der MFOR_2-Untereinheiten {iber die Disulfidbriicken der
carboxyterminalen Cysteine. Die dichte Packung der Forisome aufgrund der hydrophoben
Interaktion der Aminosduren der o~Helices und die damit verbundene Verdringung der
Fliissigkeit ermdglicht moglicherweise die Riickreaktion der Forisome in die kondensierte

Konformation.

Die Beobachtung, dass die Bindung des Ca®* an die dispergierten Forisome mittels schwacher
Chelatoren wie beispielsweise Citrat und ATP kompetitiert werden kann (U. Spohn,
personliche Mitteilung) zeigt, dass es sich um eine sehr schwache Bindung dieses
zweiwertigen Kations durch die Forisome handelt. Selbst die Zugabe von Ca®*-haltigem
Medium, dessen Konzentration unterhalb des reaktionsauslosenden Schwellenwertes liegt,
fiihrt zum schrittweisen Riickgang der Forisome in den kondensierten Zustand (Daten nicht
gezeigt). Diese Beobachtungen unterstiitzen die Vorstellung, dass die Reaktion der Forisome
auf Ca’* tatsichlich auf einer Ladungsverschiebung und nicht auf einer relativ starken

Bindung, wie etwa durch ein spezifisches Ca**-Bindungsmotiv, handelt.

Der Einfluss von ionischen Wechselwirkungen auf die hydrophobe Interaktion der coiled coil
Dominen wurde bereits fiir die Dimerisierung der coiled coil Domine von Tropomyosin
beschrieben (Farah und Reinach, 1999). Dariiber hinaus konnen auch Verschiebungen des
pH-Wertes ursichlich fiir die hydrophobe Interaktion der coiled coil Doménen sein (Suzuki et
al., 1997). Die Tatsache, dass die Konformationsidnderung der Forisome nicht ausschlielich
durch Ca?*, sondern auch durch Verschiebungen des physiologischen pH-Wertes induziert
werden kann, wurde bisher lediglich kurz erwéhnt. Daher soll zur Prizisierung des oben
vorgestellten Modells die pH-induzierte Konformationséinderung der Forisome im folgenden

Exkurs beschrieben werden.
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Exkurs Konformationsidnderung der Forisome nach Veridnderung des pH-Wertes

In vitro-Studien von Knoblauch et al. (2003) zeigen, dass Abweichungen vom physiologischen pH-
Wert des Siebelementes (ca. 7,3), sowohl in den sauren als auch in den basischen Bereich in einer
Dispersion der Forisome resultieren, wobei es sich hierbei um eine unphysiologische Reaktion
handelt. Im Bereich von pH 9,6 bis 10,6 kommt es zu einer schrittweisen Konformationsinderung der
Proteinkdrper, dhnlich einer Quellung, die allerdings bei 10,6 das AusmaB der Kalzium-Reaktion
erreicht. Im sauren Milieu ist diese Reaktion auf ein pH-Spektrum von pH 4,9 bis 4,6 begrenzt und
zeigt einen vergleichbaren Verlauf wie im basischen Bereich. In beiden beschriebenen Fillen ist die
Konformationsdnderung der Proteinkérper nach FEinstellung des physiologischen pH-Wertes
vollstindig reversibel. Erreicht man jedoch Werte von pH 10,9 bzw. 4,5, erfolgt die Denaturierung der

Proteine und eine Riickreaktion der Forisome in den kondensierten Zustand ist nicht mehr méglich.

Eine pH-induzierte Reaktion von Proteinen wird auch fiir das ,,major sperm protein“ (MSP) aus
Spermatozoen des Nematoden Ascaris suum beschrieben, das fiir die amdboide Fortbewegung dieser
Zellen verantwortlich ist (Italiano et al., 1999). pH-Verschiebungen resultieren dabei in der
Polmerisation der MSP-Filamente im basischen und Depolimerisation derselben im sauren Bereich

(Roberts und Stewart, 2000).

Die Reaktion der Forisome auf Verdnderungen des pH-Wertes lief3e sich somit ebenfalls auf
eine Umfaltung der coiled coil Dominen zuriickfithren. Verschiebungen des pH-Wertes in
den sauren Bereich fithren zu einer Protonierung der negativ geladenen Carboxylgruppen der
Aminosdureseitenketten. Analog dazu wiirde ein stark basischer pH-Wert von 9,6, wie er fiir
die Dispersion der Forisome notwendig ist, zur Deprotonierung der Aminogruppen fiihren. In
beiden Fillen konnte, basierend auf der Neutralisierung dieser Ladungen, eine Verschiebung
der Interaktionen der Aminosduren erfolgen. Eine Umfaltung der o-Helices, wie nach
Bindung von Ca®*, wiire auch durch Verdnderungen des pH-Wertes denkbar. Die Auflosung
des hydrophoben Kerns, der Einstrom von Fliissigkeit in den Proteinkorper und die dadurch
ermoglichte Dispersion der Forisome konnte demzufolge nach dem gleichen Prinzip wie die

Ca**-Reaktion erfolgen.
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Keine der bisher untersuchten Untereinheiten der Forisome weist eines der in der Einleitung
beschriebenen Ca2+—Bindungsmotive auf, wie es in Form zweier EF-Hand-Motive fiir die
Ca’*-bindenden Proteine der Spasmoneme der Fall ist. Obwohl die Spasmoneme
vergleichbare, kontraktile Proteinkomplexe darstellen, die — wie die Forisome — auf Ca** mit
einer reversiblen Konformationsdnderung reagieren, scheint sich der molekulare
Mechanismus von dem der Forisome zu unterscheiden.

Das auf dem coiled coil Motiv der Forsiomen-Untereinheit MFOR_2 basierende Modell ist in
der Lage sowohl die Ca**-Reaktion als auch die fiir die Spasmoneme nicht beschriebene pH-

Reaktion der Forisome zu erkléren.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden erste Erkenntnisse zum molekularen Aufbau
phloemspezifischer Strukturproteine der Familie der Fabaceen beschrieben. Diese, als
Forisome bezeichneten Proteine, reagieren auf die Zugabe zweiwertiger Kationen wie Ca®
und auf Verdnderungen des pH-Wertes im umgebenden Medium sowohl in vivo als auch in
vitro mit einer Konformationsinderung von einem spindelféormigen, kondensierten in einen
abgerundeten, dispergierten Zustand. Die Aufreinigung der Proteinkomplexe aus Vicia faba
und Canavalia gladiata ermoglichte die Generierung von Peptidsequenzen -einzelner
Untereinheiten der Forisome, auf deren Basis die Klonierung der Forisomen-Gene mfor_1-3
von Medicago truncatula erfolgte. Dies ermdoglichte die Herstellung rekombinanter Proteine
und polyklonaler Antiseren, wodurch ein eindeutiger Nachweis der Zugehorigkeit der durch
mfor_1-3 kodierten Proteine zu den Forisomen erbracht werden konnte. Die Aktivitit der
korrespondierenden Promotoren konnte ausschlieBlich im Phloem transgener Pflanzen
lokalisiert werden — dem natiirlichen Bildungsort der Forisome. Unter Verwendung dieser
experimentellen Daten konnte schlielich ein vorldufiges Modell zur Kalzium-Reaktivitét der

Forisome entwickelt werden.

Die Optimierung der SDS-PAGEs aufgereinigter, denaturierter Forisome resultierte in der
Auftrennung dreier Proteine mit Molekulargewichten von ca. 70 kDa, allerdings erst nach
Zugabe von Ca®* ins SDS-PAA-Gel. Die Verinderung des Laufverhaltens einer Untereinheit,
moglicherweise aufgrund einer Ca’*-induzierten Konformationsinderung des Proteins,
gewihrleistet die optische Trennung der drei Banden bei ca. 70 kDa. Des Weiteren ldsst das
Bandenmuster der hochmolekularen Proteine auf die Di- bzw. Multimerisierung der
Untereinheiten schlieBen. Der Abgleich von generierten Peptidsequenzen der 70 kDa groflen
Proteine der V. faba-Forisome mit offentlich zugédnglichen Datenbanken ermoglichte die
Klonierung der Forisomen-Gene mfor_I, mfor_2 und mfor_3. Sequenzanalysen zeigen, dass
es sich bei den Forisomen-Genen um eine neue Genfamilie handelt, deren Mitglieder eine ca.
60%ige Homologie untereinander aufweisen, allerdings keine signifikanten Homologien zu

bereits publizierten Sequenzen zeigen.

Die rekombinante Herstellung der drei Forisomen-Proteine MFOR_1, MFOR_2 und
MFOR_3 im bakteriellen System ermoglichte die Produktion der polyklonalen Antikorper
anti-MFOR_1 und anti-MFOR_2. Bedingt durch die lediglich geringe Expression von
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MFOR_3 im bakteriellen System, stand fiir diese Untereinheit kein Antiserum zur Verfiigung.
Daher wurde die 70 kDa-Untereinheit von V. faba und C. gladiata fiir die Immunisierung von
Miusen eingesetzt. Die Detektion von rekombinant hergestellten MFOR _3 durch die anti-vf-
und anti-can-Antikorper ermoglichte die Zuordnung der Untereinheit MFOR_3 zu den
Forisomen. Dariiber hinaus konnten mit Hilfe der Antikorper der rekombinanten
Untereinheiten MFOR_1 und MFOR_2 sowohl Proteine der iiber SDS-PAGE aufgereinigten
Forisome als auch native Forisome detektiert werden. So wurde fiir alle drei rekombinant

hergestellten Proteine der Nachweis erbracht, dass sie am Aufbau der Forisome beteiligt sind.

Nach Klonierung der drei Forisomen-Promotoren prom/mfor_I, prom/mfor_2 und
prom/mfor_3 konnte ihre Aktivitit in Tabakprotoplasten nachgewiesen werden. Die
Verortung der Promotoraktivitdt hinsichtlich der Frage nach dem Bildungsort der Forisome
erfolgte durch die Verwendung des Reporterenzyms f3-Glukuronidase. Die stabile Integration
der Promotor-GUS-Konstrukte ins Tabakgenom und die Regeneration transgener Pflanzen

zeigte die Phloemspezifitit aller drei Promotoren.

Keine der drei Forisomen-Untereinheiten zeigte nach Sequenzanalyse ein bekanntes Ca’*-
Bindungsmotiv. Allerdings konnte fiir die Untereinheit MFOR_2 eine coiled coil Domine
identifiziert und damit die Ausbildung einer amphipatischen a~Helix nachgewiesen werden.
Eine sorgfiltige Analyse aller Experimente beziiglich der physiologischen und molekularen
Daten der Forisome erlaubte den Entwurf eines Modells zur Erkldrung der
Konformationsdnderung der Proteinkomplexe. Grundlage dieses Modells bildet die
hydrophobe Interaktion der coiled coil Dominen, die damit einhergehende Oligomerisierung
der Untereinheit MFOR_2 und die durch Neutralisierung geladener Aminosiuren induzierte
Umfaltung der coiled coil Struktur. Mit Hilfe dieses Modells ist sowohl die Ca**-induzierte

als auch die pH-abhingige Konformationsidnderung der Forisome erklirbar.
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Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegte Promotionsarbeit selbststindig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstindig angegeben und die Stellen der Arbeit (einschlieBlich
Tabellen, Karten und Abbildungen), die anderen Werken im Wortlaut oder dem Sinn nach entnommen
sind, im jedem Einzelfall als Entlehnung kenntlich gemacht habe. Weiterhin versichere ich, dass die
Arbeit noch keiner anderen Fakultit zur Priifung vorgelegt wurde. Die Bestimmungen der

Priifungsordnung sind mir bekannt.

GieBen, den 4. Oktober 2005

Gundula Noll



