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Einleitung 2

1. Einleitung

Glucosylceramid (GlcCer) und Sterolglucosid (SG) sind Lipide, die in den
meisten eukaryotischen Organismen vorkommen. Zusammen mit anderen
Membranlipiden sind sie am strukturellen Aufbau der biologischen
Membranen beteiligt. Dariiber hinaus scheinen sie weitere wichtige
regulatorische und Signal-Funktionen in der Zelle zu erfiillen. Viele dieser
smetabolischen® Funktionen konnten in Tieren bereits aufgeklart werden.
Dennoch liefern die bisherigen Untersuchungen noch nicht viel Information
iiber die spezifischen Funktionen von Glucosylceramid und Sterolglucosid in
Pflanzen und Pilzen.

Die Glucosylceramid-Synthase (GCS) und die Sterol-Glucosyltransferase
(SGT) sind Enzyme, die den letzten Schritt in der Biosynthese von GlcCer
und SG katalysieren. Die Lokalisierung dieser Enzyme in pflanzlichen Zellen
steht noch aus, obwohl sie zur Aufklarung von Funktionen der
entsprechenden Glucolipide von Interesse wiare. Aus diesem Grund soll in
der vorliegenden Arbeit versucht werden, die intrazellulare Lokalisation der
Glucosylceramid-Synthase und der Sterol-Glucosyltransferase in Pflanzen-
zellen zu bestimmen.

In der Einleitung werden zunachst die Strukturen, die Biosynthesewege und
das Vorkommen der fiir diese Arbeit relevanten Verbindungsklassen
erlautert. Die bisherigen Kenntnisse iiber die Funktionen und die
intrazellulare Lokalisierung von SG und GlcCer sowie von entsprechenden
Glucosyltransferasen werden zusammengefaBt. AuBerdem wird hier kurz auf
die Transportvorgange in einer eukaryotischen Zelle eingegangen.



Einleitung 3

1.1. Struktur, Vorkommen und Biosynthese der
Sterole und Sterolglycoside

1.1.1. Struktur der Sterole und Sterolglycoside

Sterole sind tetracyclische Triterpene. Die drei in der Sesselform aneinander
kondensierten Cyclohexanringe werden als A, B und C bezeichnet. Der vierte
kondensierte Ring mit der Bezeichnung D ist ein Cyclopentan. In den fiir
diese Arbeit relevanten, natiirlich vorkommenden Sterolen der a-Cholestan-
Reihe sind alle vier Ringe trans-verkniipft. Die trans-Verkniipfung der Ringe
ermoglicht eine weitgehend spannungsfreie All-Sessel-Konformation, in der
die Methylgruppen und Wasserstoffatome an den Verbindungsstellen der
Ringe axiale Positionen einnehmen. Die Numerierung der Kohlenstoff-
Atome nach der IUPAC-Empfehlung von 1989 [1, 2] ist in der Abbildung 1.1.
beispielhaft dargestellt:

24(2)

Abb. 1.1: Numerierung der C-Atome und Bezeichnung der Ringe in Sterolen nach IUPAC

Die Position von Doppelbindungen wird durch die Nummer des C-Atoms
angegeben, das der Doppelbindung vorsteht. Gibt es fiir dieses Atom
mehrere Moglichkeiten eine Doppelbindung einzugehen (wie z.B. fiir das C-
24-Atom), so wird die Position der realisierten Doppelbindung zusatzlich
durch die Nummer des nachfolgenden C-Atoms angegeben.

Bei den freien Sterolen liegt am C-3-Atom eine B-Hydroxy-Gruppe vor. Am
C-17 befindet sich eine variable, verzweigte Seitenkette. Die Sterolglycoside
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sind an der 3-OH-Gruppe iiber eine glycosidische Bindung mit dem C-1-
Atom eines Zuckers verbunden. Bei der Zuckerkomponente handelt es sich
meistens um B-D-Glucose. Sterolglycoside, die Galactose, Mannose, Xylose
oder Arabinose enthalten, kommen weit seltener vor [3, 4]. Mit wenigen
Ausnahmen bei Prokaryoten [5] sind die Zucker B-glycosidisch mit dem
Sterolmolekiil verbunden. Beispielhaft ist in der Abbildung 1.2. das
hauptsachlich in Pflanzen vorkommende Sitosterolglucosid aufgefiihrt:

OH

HO

HO
OH

Abb. 1.2: Sitosterolglucosid

Sterolglycoside und ihre Derivate konnen auch mehrere, zum Teil
unterschiedliche Zuckerreste tragen (siehe hierzu Abschnitt 1.2.2.4.).

1.1.2. Vorkommen der Sterole und Sterolglycoside

Wihrend freie Sterole von den meisten Eukaryoten auBer Insekten
synthetisiert werden und als essentielle Membranlipide eine wichtige Rolle
spielen, sind Sterolglycoside nicht so weit verbreitet. Sie sind typisch fiir
GefaBpflanzen, kommen aber auch in niederen Pflanzen vor [3]. AuBerdem
sind sie bei Hefen und Pilzen [4, 6-9] sowie Schleimpilzen [10] und einigen
Prokaryoten [5, 11, 12] beschrieben worden. In Tieren konnten dagegen
Sterolglycoside nur vereinzelt nachgewiesen werden. Gefunden wurden sie
u.a. in der Epidermis von Hiihnern, in der Haut von Schlangen [3], im Hirn
von Ratten [13] und, erst vor kurzem, in humanen Fibroplasten [14].
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1.1.2.1. Sterole und Sterolglycoside in Prokaryoten

Sterole kommen im prokaryotischen Reich sehr selten vor. Sie sind lediglich
fiir die stabile L-Form von Staphylococcus aureus [15] und bei
Methylococcus capsulatus [16] beschrieben worden. Im Gegensatz zu diesen
beiden Arten, die Sterole selbst synthetisieren konnen, sind die Arten der
Gattung Mycoplasma sterol-auxotroph [16]. Sie nehmen Sterole aus ihren
Wirtsorganismen auf. Dennoch konnen Prokaryoten die Sterolvorstufe
Squalen synthetisieren, welches sie jedoch direkt zu pentacyclischen
Triterpenen — den Hopanoiden — umbauen [16].

Sterolglycoside finden sich bei Prokaryoten selten. Sie konnten bisher nur in
einzelnen Organismen wie Acholeplasma ssp. [17], Mycoplasma gallinarum
[11], Borrelia hermsii [18], Spiroplasma citri [19] und Nostoc commune [20]
nachgewiesen werden. Erst vor kurzem (2003) wurde bei Borrelia
burgdorferi das Cholesterolgalactosid entdeckt [12].

In allen beschriebenen Organismen ist das Monosaccharid B-glycosidisch
mit der 3-Hydroxy-Gruppe des Sterols verkniipft. Eine Ausnahme hiervon
stellt das humanpathogene Bakterium Helicobacter pylori dar. In dieser
Spezies ist die D-Glucose a-glycosidisch mit Cholesterol verkniipft [5].

1.1.2.2. Ergosterol ist das Hauptsterol der Hefen und Pilze
Das Hauptsterol der Hefen und Pilze ist das Ergosterol (Abb. 1.3.). Bei

hoheren Pilzen wurden auch vereinzelt Sterole mit einer Ethylgruppe am
C-24 beschrieben, die die Methylgruppe im Ergosterol ersetzt [21].

HO

Abb. 1.3: Ergosterol, das Hauptsterol der Hefen und Pilze
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Grundsatzlich konnen alle Hefen und Pilze Sterole synthetisieren. Bei dem
Saccharomyces-Stamm GL7 wurde allerdings eine Sterol-Auxotrophie
nachgewiesen [22].

Die Synthese von Sterolglycosiden bei Hefen konnte u.a. fiir Saccharomyces
cerevisiae [7], Candida albicans [4], Candida bogoriensis [6] und Pichia
pastoris [23] nachgewiesen werden. In unserem Laboratorium wurden die
Gene fiir Sterol-Glucosyltransferasen aus C. albicans, P.pastoris und
S. cerevisiae kloniert [8, 23, 24].

Interessant ist die Entdeckung von Ghannoum et al., die zeigen konnten, dafB
verschiedene morphologische Formen von C. albicans unterschiedlich
zusammengesetzte Lipidgemische haben. Dieser humanpathogene Pilz
kommt in einer Hefe- und in einer Mycelform vor. Es wurde festgestellt, da3
das freie Sterol bei der Hefeform 10 - 15% der Gesamtlipide ausmacht,
wihrend es in der Mycelform nur in Spuren vorhanden ist. Der Anteil des
Sterolglucosids betragt in der Mycelform 9 — 16%, wo hingegen es sich in der
Hefeform nur in Spuren findet [4]. Das Sterolglycosid von C. albicans wurde
als Cholesterol-B-D-mannosid identifiziert [4]. Zank stellte mit in-vitro-
Enzymtests jedoch fest, da3 SGT aus C. albicans nur Glucose, aber nicht
Mannose auf Sterole zu iibertragen vermochte [24]. Eine Sterol-
Glucosyltransferase aus P. pastoris iibertrug dagegen nicht nur Glucose,
sondern auch (in geringerem MaBe) Xylose auf Sterole [23].

Im Gegensatz zu Hefen und Pilzen kann den Schleimpilzen Kkein
gemeinsames Hauptsterol zugewiesen werden. So enthalt Dictyostelium
discoideum A22-Stigmasterol [25], wohingegen in Physarum polycephalum
Poriferasterol als Hauptanteil der Sterole auftritt [26]. Aus D. discoideum
konnte eine cDNA isoliert werden, fiir die in wvitro eine Sterol-
Glucosyltransferase-Aktivitat nachgewiesen wurde [8, 24].

1.1.2.3. Pflanzen besitzen charakteristische Sterolgemische

Im Gegensatz zu Tieren oder Pilzen, denen je ein Hauptsterol zugeordnet
werden kann, besitzen Pflanzen arttypische und charakteristische
Sterolgemische, die in der Regel eine sehr komplexe Zusammensetzung
aufweisen [2]. So wurden in ausgekeimten Mais-Karyopsen 61 verschiedene
Sterole und pentazyklische Triterpene identifiziert [27], wenngleich die
meisten dieser Komponenten in nur sehr geringen Mengen auftraten. Die in
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Pflanzen am haufigsten vorkommenden Sterole sind das B-Sitosterol und das
Stigmasterol. Die beiden tragen am C-24 eine Ethylgruppe und
unterscheiden sich voneinander nur durch eine zusatzliche Doppelbindung
zwischen C-22 und C-23 bei Stigmasterol (Abb. 1.4.).

Abb. 1.4: pB-Sitosterol. Stigmasterol besitzt zusatzlich eine Doppelbindung am C-22.
B-Sitosterol und Stigmasterol sind die in Pflanzen am haufigsten vorkommenden Sterole

Neben diesen beiden Sterolen kommen in den meisten Pflanzen noch
Campesterol, Fucosterol und auch Cholesterol vor [2, 28]. Wahrend
Sitosterol und Stigmasterol zusammen oft mehr als 70% der Gesamtsterole
einer Pflanze reprisentieren [29], kommt das Cholesterol in der Regel in nur
sehr geringen Mengen vor. Allerdings gibt es hier auch Ausnahmen. So kann
das Cholesterol als eines der Hauptsterole von Rotalgen angesehen werden
[30] und macht bei manchen Vertretern der Solanaceae bis zu 20% der
Gesamtsterole aus [31].

In den meisten hoheren Pflanzen stellen Sterole mit einer freien 3-(-
Hydroxylgruppe die wichtigsten Endprodukte der Sterolbiosynthese dar.
Neben diesen freien Sterole enthalten Pflanzen noch zahlreiche Sterol-
derivate. Bei den sogenannten Sterolkonjugaten ist die Hydroxylgruppe am
C-3 mit einer langkettigen Fettsaure verestert (Sterylester) oder mit einem
Monosaccharid B-glycosidisch verkniipft (Sterolglycoside). Unter Sterol-
derivaten finden sich Brassinosteroide, die als Phytohormone von Bedeutung
sind [32], sowie sehr viele pflanzliche Sekundarstoffe wie Steroidalkaloide,
Saponine und Cardenolide, deren pharmakologische Eigenschaften in
verschiedenen Phyto- und Chemopharmaka ausgenutzt werden.

In allen auf Sterolglycoside untersuchten Pflanzen sind diese auch gefunden
worden. Als Zucker tritt meistens Glucose auf. Seltener sind auch andere
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Monosaccharide wie Galactose oder Mannose nachgewiesen worden [3]. Bei
den im Pflanzenreich ebenfalls hiufig vorkommenden acylierten Sterol-
glycosiden ist der Zucker in der Position 6 mit einer Fettsiaure verestert.
Sterolglycoside und ihre Derivate konnen auch mehrere, zum Teil
unterschiedliche Zuckerreste tragen. Erwahnenswert sind die hoher glyco-
sylierten Sterole aus Reis und die durch ihre pharmakologische Wirkung
bekannten herzwirksamen Glycoside aus Pflanzen der Gattung Digitalis. Die
letzteren besitzen die sonst in der Natur sehr selten vorkommenden
Monosaccharide wie z.B. B-D-Digitalose und p-D-Digitoxose (Abb. 1.5.):

Glc Dx Dx Dx Digitoxigenin

Digitoxin
Purpureaglycosid A

Abb. 1.5: Purpureaglycosid A. Dieses Sterolderivat besteht aus einem Aglykon, dem
Cardenolid Digitoxigenin, und vier B-1,4-glycosidisch verknlpften Monosacchariden. Gilc:
B-D-Glucose; Dx: B-D-Digitoxose

1.1.3. Pflanzen synthetisieren eine Vielzahl von
Sterolen und Sterolderivaten

Der Biosyntheseweg von Sterolen, ausgehend von zwei Acetyl-CoA-Einheiten
iiber Mevalonsaure — Isopentenylpyrophosphat — Farnesylpyrophosphat und
Squalen, ist schon seit etwa 1958 bekannt und sehr ausfiihrlich in der
Literatur beschrieben (siehe hierzu z.B. ,Sterol Metabolism®, 2002 von
Pierre Benveniste [33]). Deshalb wird hier nur der abschlieBende Part der
pflanzlichen Sterolbiosynthese, ausgehend vom Cycloartenol, kurz erlautert.
Cycloartenol ist das erste zyklische Sterol in Pflanzen. Die Sterolbiosynthese
bei nicht-photosynthetischen Organismen, wie Tieren und Pilzen, lauft iiber
eine andere Verbindung — das Lanosterol. Cycloartenol ist das Schliissel-
intermediat fiir alle anderen pflanzlichen Sterole und Sterolderivate. Die
enzymatischen Modifikationen am Cycloartenol fiihren zu Sterolen mit 8, 9
oder 10 Kohlenstoffatomen in der Seitenkette (Abb. 1.6).
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Abb. 1.6: Biosynthese der pflanzlichen Sterole. Gemessen an der Anzahl der
Kohlenstoffatome in der Seitenkette, sind die C-8-, C-9- und C-10-Synthesewege zu
unterscheiden. Der C-8-Weg flhrt bei vielen Pflanzen tber Cholesterol zu Glycoalkaloiden.
Cholesterol selbst ist bei den meisten Pflanzen in nur sehr geringen Mengen vorhanden.
Der C-9-Weg fuhrt Gber Campesterol zu Brassinosteroiden, einer Gruppe wichtiger
pflanzlicher Hormone. Auf dem C-10-Weg entstehen die in Pflanzen am haufigsten
vorkommenden Sterole: das Sitosterol und das Stigmasterol.

Der C-8-Weg fiihrt zu Cholesterol, welches in vielen hoheren Pflanzen zu
einer Reihe von Sekundarstoffwechselprodukten weitermetabolisiert wird.
Dabei entstehen beispielsweise Glycoalkaloide, die in Kartoffeln bei
niedrigen Konzentrationen den Geschmack verstirken, bei hoheren
Konzentration jedoch fiir Insekten und Tiere toxisch sind. Glycoalkaloide
dienen folglich dem FraBschutz [34]. Andererseits fiihrt der C-9-Weg tiber
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24-Methylen-lophenol zum Campesterol und schlieBlich zum Brassicasterol,
das ein Vorlaufer fiir Brassinosteroide ist. Brassinosteroide gehoren zu einer
Klasse pflanzlicher Stoffwechselhormone, die einige wichtige Prozesse wie
Zellteilung und -Elongation, vasculare Differenzierung und streBinduzierte
Wechselwirkungen steuern [35]. Der C-10-Weg fiihrt iiber Isofucosterol zu
den in Pflanzen am haufigsten vorkommenden Sterolen Sitosterol und
Stigmasterol.

Die in der Abbildung 1.6. dargestellten pflanzlichen Sterolendprodukte
Cholesterol, Campesterol, Sitosterol, Stigmasterol und Brassicasterol
unterscheiden sich zwar in der Seitenkette am C-17, haben aber ansonsten
ein identisches Molekiilgrundgeriist aus vier trans-verkniipften aneinander
kondensierten Ringen. Dieses Sterolgeriist ist planar, tragt am C-3 eine (3-
OH-Gruppe und ist auf der a-Seite vollstindig demethyliert. Die identische
raumliche Struktur vieler Endprodukte ist ein Grund dafiir, warum die
pflanzlichen Sterol-Glucosyltransferasen unterschiedliche Sterole
akzeptieren.

Alle pflanzlichen Gewebe sind in der Lage Sterole zu synthetisieren [2]. Die
meisten Enzyme der Sterolbiosynthese, ausgehend vom Squalen, sind mit
Membranen des Endoplasmatischen Reticulums assoziiert [36]. Dennoch
kann die Beteiligung der Plasmamembran bei den abschlieBenden
Syntheseschritten (beispielsweise bei der Synthese vom Stigmasterol) nicht
vollig ausgeschlossen werden [2].

1.1.4. UDP-Glucose:Sterol-Glucosyltransferase
tibertragt Glucose auf Sterole

Die Biosynthese von Sterolglycosiden wird durch membrangebundene
Enzyme — Sterolglycosyltransferasen — katalysiert. Die Zucker, die auf
verschiedene Sterole iibertragen werden, liegen dabei in der aktivierten
Form als Zuckernucleotide vor. Ende der 60-er Jahre gelang Hou et al.
erstmals die in-vitro-Glucosylierung von Sterolen mit UDP-Glucose an
zellfreien Extrakten unreifer Samen der Sojabohne [37]. 1994 haben
Warnecke und Heinz erstmals eine pflanzliche Sterol-Glucosyltransferase
isoliert [38]. Diese SGT aus Hafer (Avena sativa; Ugt80A1) sowie die SGT
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von A. thaliana (Ugt80A2) wurden anschlieBend kloniert und charakterisiert
[39].

Pflanzliche Sterol-Glucosyltransferasen besitzen eine hohe Spezifitat
gegeniiber der Zuckerkomponente. Die SGT von A.sativa wie die von
A. thaliana konnen in vitro nur die UDP-Glucose als Glycosyldonor
verwerten. UDP-Galactose sowie UDP-Mannose werden nicht akzeptiert [38,
39]. Die fiir die SGT aus verschiedenen Spezies zuvor beschriebene
Verwertung von UDP-Galactose kann mit einer Prasenz der Glucose-4-
Epimerase in den untersuchten Zellextrakten erklart werden [3]. Andere
Nucleosidphosphat-Derivate von Glucose (ADP-Gle, GDP-Glc, CDP-Glc,
TDP-Glc oder UMP-Glc) sind viel schlechtere Substrate fiir das Enzym und
werden, wenn iiberhaupt, nur in sehr geringen Mengen verwertet [3, 38].
Gegeniiber der Sterolkomponente ist die Spezifitat dagegen weniger stark
ausgepragt. Sterol-Glucosyltransferasen aus A. thaliana und A. sativa
akzeptieren in vitro -Sitosterol, Stigmasterol, Cholesterol und auch das in
Pilzen vorkommende Ergosterol [38, 39]. Sterol-Glucosyltransferasen aus
P. pastoris, S. cerevisiae, C. albicans und D. discoideum akzeptieren in vitro
Cholesterol, Sitosterol und Ergosterol [8]. Im allgemeinen werden Sterole
mit einer 3-B-OH-Gruppe, einem planaren Grundgeriist und einem
demethylierten C-4-Atom umgesetzt [3, 40]. Dies bedeutet, daB die SGT
viele Sterolendprodukte als Substrat akzeptieren kann, alle Zwischen-
produkte der Sterolbiosynthese sowie andere, den genannten Kriterien nicht
entsprechende, Sterole und Steroide jedoch nicht umsetzt.

Die funktionelle Expression von Sterol-Glucosyltransferasen aus
Arabidopsis und Hafer in E. coli [39] zeigt, daB zur Entfaltung von in-vitro-
Enzymaktivitat keine eukaryotische, posttranslatorische Prozessierung fiir
dieses Enzym notwendig ist. Die Regulation des Enzyms ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Bei Pilzen deutet Vieles darauf hin, daB die
Sterolglycoside vermehrt nur in bestimmten Entwicklungsstadien des
Organismus auftreten [4, 10].

Der von Warnecke et al. durchgefiihrte Sequenzvergleich von zwei
pflanzlichen und vier pilzlichen Sterol-Glucosyltransferasen zeigt, daB alle
sechs Enzyme nur in ihrer C-terminalen Region eine signifikante
Sequenzahnlichkeit besitzen [8]. Die N-terminalen Bereiche sind nicht
konserviert; im Vergleich zu den pilzlichen Enzymen fehlen die ersten 820
Aminosauren bei Sterol-Glucosyltransferasen aus Hafer und Arabidopsis.
Untersuchungen mit N-terminal-verkiirzten Fragmenten der SGT aus
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S. cerevisiae (Ugt51p) bestitigen, dafl die enzymatische Aktivitat dieses
Enzyms mit der C-terminalen Region assoziiert ist. Alle sechs untersuchten
Sterol-Glucosyltransferasen besitzen zudem eine putative Steroid-
Bindungsdomane in der konservierten Region am C-Terminus [8].

Die schon im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte computergestiitzte
Analyse™ der Aminosiuresequenz der SGT aus A. thaliana (Ugt80A2) ergab
zum Teil widerspriichliche Resultate. So wurde dieses Enzym mit PSORT-
und TargetP-Programmen als Chloroplasten-Protein gedeutet. Eine solche
Vorhersage erscheint jedoch als sehr unwahrscheinlich. Bei bisherigen
Untersuchungen konnten in den Chloroplasten keine signifikanten Mengen
von freien Sterolen und keine Sterolglycoside detektiert werden [3, 39]. Mit
dem HMMTOP-Programm wurde eine Transmembrandoméane zwischen den
Aminosauren 234-257 detektiert. Mit dem TMHMM-Programm wurde
dagegen keine TMD gefunden. Die Existenz einer Transmembrandomane bei
Ugt80A2 mag fraglich erscheinen, und die endgiiltige Antwort kann nur
durch weitere Untersuchungen gegeben werden. Fakt ist jedoch, daf sich
dieses Enzym bei allen biochemischen Untersuchungen wie ein Membran-
protein verhielt (siehe die in diesem Abschnitt zitierte Literatur).

Bei der Sequenzanalyse mit PSORT-, iPSORT- und TargetP-Programmen
wurden keine Signalpeptide detektiert, die fiir eine bestimmte intrazellulare
Lokalisierung des Proteins verantwortlich sein konnten. Bei der Analyse in
der NLS-Datenbank wurde jedoch ein potentielles Kern-Lokalisierungssignal
KKKLKLRP zwischen den Aminosauren 374 — 383 entdeckt. Die in diesem
Zusammenhang durchgefiihrten Untersuchungen werden im Abschnitt
3.2.4. ausfiihrlich behandelt.

* Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe folgender, 6ffentlich zuganglicher Internet-Programme und
-Datenbanken durchgefiihrt: PSORT — Program for the prediction of protein localization sites in
cells (iPSORT — Detection of N-terminal sorting signals) von Kenta Nakai, Human Genome Center,
Institute for Medical Science, University ot Tokyo, Japan (http://psort.nibb.ac.jp); TargetP —
Prediction of the subcellular location of eukaryotic protein sequences von Emanuelsson et al. [41]
und TMHMM - Prediction of transmembrane helices in proteins, The Center for Biological
Sequence Analysis, Technical University of Denmark, Lyngby, Denmark
(http://www.cbs.dtu.dk/services); HMMTOP — Predictions of transmembrane helices and topology
of proteins von Gabor Tusnady, Institute of Enzymology, Biological Research Center, Budapest,
Ungarn (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.html); NLS-Datenbank - Database of nuclear
localization signals von Rajesh Nair & Phil Carter, Columbia University, New York, USA
(http://cubic.bioc.columbia.edu/db/NLSdb)
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1.2. Struktur, Vorkommen und Biosynthese der
Sphingolipide

1.2.1. Struktur der Sphingolipide

Glycosylceramide gehoren zur groBen Verbindungsklasse der Sphingolipide,
deren Grundmolekiil aus einer Sphingobase und einer amidgebundenen
langkettigen Fettsaure aufgebaut ist. Durch Modifikationen dieser
Grundstruktur, die sowohl bei der Sphingobase als auch beim Fettsaurerest
auftreten konnen, entstehen Ceramide, Cerebroside, Sphingomyeline,
Sulfatide, Ganglioside und viele andere Sphingolipide.

Das Riickgrat aller Sphingolipide - die Sphingobase — variiert in
Kettenlange, Struktur und Position der Kettenverzweigungen sowie in ihrem
Sattigungs- und Hydroxylierungsgrad. In der Abbildung 1.7. ist die typische
Sphingobase vieler Hefen und Pilze dargestellt:

amQ
I

HO CH,
18

NH, OH

Abb. 1.7: 4-Hydroxysphinganin ((2S,3S,4R)-D-Ribo-2-Aminooctadecan-1,3,4-triol), die
typische Sphingobase vieler Hefen und Pilze.

Phytosphingosin besitzt drei chirale Kohlenstoff-Atome, deren Konfiguration
stets (2S, 3S, 4R) ist. Die Kettenlinge umfaBt 18 C-Atome, die bei
Phytosphinganin alle gesattigt sind. Bei den anderen in der Natur
vorkommenden Sphingobasen kann die Kettenlange zwischen 14 und 22
Kohlenstoffen variieren. Bei ungesattigten Sphingobasen treten die
Doppelbindungen typischerweise an C-4 und C-8 auf. Die methylierten
Sphingobasen tragen eine CH;-Gruppe iliblicherweise in der w-1-Position.
Durch die N-Acylierung der Sphingobase mit einer langkettigen Fettsaure
entstehen Ceramide. Die Kettenlange der Fettsaure variiert zwischen 14 und
26 C-Atomen. Bei dem in Hefen vorkommenden Phytoceramid ist das
Phytosphinganin iiber eine Amidbindung mit einer C26-a-Hydroxyfettsaure
verkniipft (Abb. 1.8.):
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Abb. 1.8: Phytoceramid ((R)-N-(2-Hydroxyhexacosanoyl)-4-hydroxysphinganin). Das
Molekul setzt sich aus Phytosphinganin und einem C26-a-Hydroxyfettsaurerest zusammen.

AuBler den a-hydroxylierten Fettsiuren kommen bei Ceramiden auch a,f3-
Dihydroxyfettsauren vor. Die Sphingobase kann auch mit einer gesattigten
oder einer ungesattigten Fettsaure acyliert sein.

Durch die Derivatisierung der Ceramide an der primaren OH-Gruppe der
Sphingobase entstehen verschiedenartige Sphingolipide. Die wichtigsten
dabei auftretenden Verbindungen sind beispielhaft in Tabelle 1.1. dargestellt:

Tabelle 1.1: Die durch Derivatisierung der Ceramide an der primaren
OH-Gruppe der Sphingobase entstehende Verbindungen

Verbindungsklasse | Verbindung Ausgangsverbindungen

Glycosphingolipide Cerebroside Ceramid + Monosaccharid
Globoside Glucosylceramid + Zucker
Ganglioside Glucosylceramid + Zucker

+ Sialinsaure

Sulfatide Galactosylceramid + Sulfat

Phosphosphingolipide | Sphingomyeline Ceramid + Phosphocholin

Phytosphingolipide | Ceramid + Phosphoinositol
+ Zucker

Acylierte 1-O-Acylceramide | Ceramid + Fettsdaure

Sphingolipide

Bei Glycosylceramiden, die auch als Cerebroside bezeichnet werden, ist die
primiare Hydroxylgruppe der Sphingobase glycosidisch mit einem
Monosaccharid verkniipft. Bei dem Zucker, der die polare Kopfgruppe des
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Cerebrosid-Molekiils darstellt, handelt es sich meist um Glucose oder
Galactose.

Generell kann festgestellt werden, daB3 die Sphingolipide der Tiere durch den
strukturellen Reichtum von polaren Kopfgruppen auffallen, wohingegen
Pflanzen groBere strukturelle Vielfalt der lipophilen Sphingolipid-
grundgeriiste aufweisen. Pilze haben dagegen ein charakteristisches
Ceramidgrundgeriist, das nur wenig variiert.

1.2.2. Vorkommen und Diversitit der Sphingolipide

Sphingolipide sind typische Membranlipide der eukaryotischen Zellen. Sie
existieren daher in allen eukaryotischen Organismen und kommen bei
Prokaryoten nur sehr selten vor. Obwohl die Sphingolipide aller Organismen
ein generell dhnliches Ceramidgrundgeriist enthalten, weisen sie durch
Derivatisierung der Sphingobase sowie der Fettsaure zum Teil erhebliche
Unterschiede auf. Diese werden nachfolgend kurz erlautert.

1.2.2.1. Sphingolipide sind bei Prokaryoten selten

Bei Prokaryoten kommen Sphingolipide ebenso wie Glycosphingolipide nur
vereinzelt vor. Ceramide sind bei Bacteroides und Sphingobacterium
nachgewiesen worden [42, 43]. Chlorobium limicola enthilt mit Sialinsaure
derivatisierte Ceramide [44]. Einige Arten der Gattung Mycoplasma sind
Sphingomyelin-auxotroph und somit auf die Sphingomyelinsynthese ihres
Wirtsorganismus angewiesen [45].

Bei einigen Sphingomonas-Arten sind Glycosphingolipide nachgewiesen
worden. So enthilt Sphingomonas paucimobilis Glucuronosyl-Ceramid, bei
dem die primire Hydroxylgruppe der Sphingobase iiber eine a-glycosidische
Bindung mit Glucuronsidure und weiteren Monosacchariden verkniipft ist
[46]. Bei anderen Sphingomonas-Arten sind Galacturonosyl-Ceramide
nachgewiesen worden [47].
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1.2.2.2. Pilze enthalten Phytosphingolipide und Cerebroside

Die meisten Hefen und Pilze enthalten die Inositol-haltigen Sphingolipide
und Cerebroside. Alle Phytosphingolipide enthalten als Sphingobase 4-
Hydroxysphinganin (Abb. 1.7.). Die an der Sphingobase amidgebundenen
Fettsauren sind ungewohnlich lang und enthalten 24 bis 26 Kohlenstoff-
atome. Es kommen sowohl o-hydroxylierte als auch nicht-hydroxylierte
Fettsauren vor. Die polaren Kopfgruppen enthalten immer myo-Inositol und
konnen zusitzlich Monosaccharide tragen. Die inositolhaltigen Sphingo-
lipide von S. cerevisiae finden sich in hohen Konzentrationen in der Plasma-
membran [48].

Die Glycosylceramide der Pilze besitzen als charakteristische Sphingobase
(4E,8E)-9-Methylsphinga-4,8-dienin. Die a-hydroxylierten Fettsdauren der
Cerebroside liegen gesittigt oder einfach ungesittigt (C-3) vor und enthalten
16 oder 18 Kohlenstoffatome [49]. B-D-Glucose ist der Zucker, der bei den
meisten Cerebrosiden der Pilze die polare Kopfgruppe darstellt. Daneben
enthalten Cerebroside aus Aspergillus fumigatus [50], Candida utilis [51],
Neurospora crassa [52] und der Hefeform von Sporothrix schenckii [53] -
D-Galactose. In der Abbildung 1.9. ist das fiir Pilze typische B-Glucosyl-
ceramid dargestellt:

OH

OH CH,

0

HO A /\/\)\/\/\/\/\
O/Y\/ CH,
HO 4 8 18
OH HN
(0] CH;,
(18)

OH

Abb. 1.9: B-D-Glucosyl-(1,1)-Ceramid. Die a-hydroxylierte Stearinsaure (C18) ist durch
eine Amidbindung mit der Sphingobase (4E, 8E)-9-Methylsphinga-4,8-dienin verknipft. An
die primare OH-Gruppe der Sphingobase ist B-glycosidisch eine Glucose gebunden

Nach bisherigen Untersuchungen enthalten nur die Hefen S. cerevisiae und
Schizosaccharomyces pombe kein Glucosylceramid [49, 54]. Die Sphingo-
lipide dieser Organismen bestehen anscheinend ausschlieBlich aus Phyto-
sphingolipiden mit dem 4-Hydroxysphinganin als Sphingobase.
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1.2.2.3. Tiere enthalten komplexe Sphingolipide

Freie Ceramide kommen in tierischem Gewebe nur in geringen Mengen vor,
bilden aber die Ausgangssubstanz fiir komplexe Sphingolipide. Die
haufigsten Sphingolipide in Saugetieren sind die Sphingomyeline [55]. Es
handelt sich dabei um Ceramide mit einer polaren Phosphocholin- oder
Phosphoethanolamin-Kopfgruppe. Sie machen je nach Zelltyp bis zu 25% der
Masse der Gesamtmembranlipide aus [56]. Besonders viel Sphingomyelin
befindet sich in der Myelinscheide, die die Axonen der Nervenzellen umgibt.

CH; 0
H:C_| I :

N* P : NN NN
fo} 4 16
/

nQ

H

N\ HN

Phosphocholin-Kopfgruppe )\/\/\/\/\/\/\/\
o) CH,

(16)

\

Palmitoylrest

Abb. 1.10: Sphingomyelin. Eine C16-Sphingobase ist durch eine Amidbindung mit dem
Palmitinsaurerest verknipft. Eine Phosphocholin-Gruppe sitzt am Kopf des Molekdls.

Neben Phosphosphingolipiden spielen in tierischen Zellen die
Glycosphingolipide eine bedeutende Rolle. Die einfachsten Vertreter der
Glycosphingolipide sind die Cerebroside. Galactocerebroside, die als polaren
Molekiilkopf eine B-D-Galactose tragen, sind essentiell fiir die Zellmembran
der Nervenzellen im Gehirn. Glucocerebroside, mit B-D-Glucose als
Kopfgruppe, befinden sich vorwiegend in Zellmembranen anderer Gewebe
[55]. Bei den in tierischen Zellen ebenfalls oft vorkommenden Sulfatiden ist
die Kopfgruppe der Galactocerebroside zusitzlich sulfatiert.

Ganglioside, die ca. 6% der Gehirnlipide ausmachen [55], sind saure
Ceramid-Oligosaccharide, die in ihrer Kopfgruppe mindestens einen
Sialinsdurerest enthalten. Die komplexen Glycosphingolipide der Tiere wie
Ganglioside und Globoside konnen durch weitere Glycosylierungen
komplizierte Strukturen aufweisen. Neben Galactose und Glucose konnen
bei diesen Lipiden u.a. Mannose und Inositol auftreten.
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1.2.2.4. Ceramidgrundgeriiste der pflanzlichen Sphingo-
lipide sind sehr variabel

Im Vergleich zu den Sphingolipiden von Tieren und Pilzen ist die
strukturelle Vielfalt der pflanzlichen Ceramidgrundgeriiste wesentlich
groBer. Ahnlich wie bei Phytosterolen gibt es im Pflanzenreich keine
durchgehend charakteristischen Sphingolipide. Sie variieren von Art zu Art
und ergeben vielmehr fiir jede Art typische Sphingolipid-Gemische, deren
Zusammensetzung sich wiederum in Abhangigkeit von der Jahreszeit und
den Umweltbedingungen verandert. Freie Ceramide kommen in Pflanzen
nur in geringen Mengen vor, viel haufiger sind Glycosylceramide und
phosphoinositolhaltige Sphingolipide [57]. Die letzteren Verbindungen, die
als GIPCs bezeichnet werden (glycosyl inositol phosphoryl ceramides),
existieren als freie Membranlipide, iibernehmen aber in modifizierter Form
auch eine wichtige Rolle als Membran-Anker von kovalent-gebundenen
Proteinen der Plasmamembran [49].

Die Grundgeriiste von Glycosylceramiden hoherer Pflanzen konnen aus
sechs unterschiedlichen C-18-Sphingobasen und mehr als zehn verschie-
denen a-Hydroxyfettsduren aufgebaut sein (Abb. 1.11.). Dies ergibt eine
Vielzahl moglicher Kombinationen, die auch tatsiachlich fast alle im
Pflanzenreich vorkommen [49]. Die Sphingobase kann am C-4 hydroxyliert
sein oder eine trans-Doppelbindung enthalten; am C-8 kann sie cis oder
trans desaturiert vorliegen.

IOH | | |
OH L-—-Jd Led
OH
o fr-- -- 18
HO :I'/'I r 1
o I I |/| CH;
HO I I 1 I
OH NH o __J L--J
CH,
o
1-11 16 - 26
OH

Abb. 1.11: Die Grundgeriiststruktur der pflanzlichen Cerebroside (hier ein Glucosyl-
ceramid) ist sehr variabel. lhre Sphingobasen kdnnen eine Hydroxylierung oder eine trans-
Desaturierung am C-4 sowie eine cis- oder trans-Desaturierung am C-8 aufweisen. Die 14
bis 26 C-Atome langen, zumeist a-hydroxylierten Fettsauren kdnnen eine cis-Doppel-
bindung in der Position n-9 haben (nach Warnecke & Heinz, 2003 [49])
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Die Sphingobase 4-Hydroxysphinganin wurde bisher in nur sehr geringen
Mengen bei pflanzlichen Cerebrosiden gefunden. Allerdings wurde sie in
einer Studie von Uemura et al. als Hauptkomponente in A. thaliana
identifiziert [58]. Die Kettenldnge der amidgebundenen Fettsauren variiert
bei pflanzlichen Cerebrosiden zwischen 14 und 26 C-Atomen, wobei Ci6-,
Ca0-, Coo- und C,u-Fettsauren haufiger vorkommen. Diese Fettsauren sind
stets in der a-Position hydroxyliert und konnen eine n-9-cis-Doppelbindung
tragen [49, 59]. Bei anderen pflanzlichen Sphingolipiden kommen auBerdem
die nicht-hydroxylierten Fettsauren vor [60]. Bei den in Pflanzen
gefundenen Glucosylceramiden dominieren die gesattigten Fettsauren,
wohingegen die einfach-ungesattigten Fettsauren in viel geringeren Mengen
auftreten [61].

Unter den pflanzlichen Glycosphingolipiden dominieren Glucose und
Mannose als polare Kopfgruppen-Bausteine. In der Plasmamembran und
dem Tonoplast finden sich wu.a. p-D-Glucosylceramid und p-D-
Mannosylceramid, wobei die erstgenannte Verbindung in hoherer Quantitat
vorliegt [60]. Hoher glycosidierte Cerebrosid-Derivate wurden ebenfalls
gefunden. Insbesondere bei Getreide-Arten konnen in der Glycosidkette bis
zu vier Zucker auftreten [60]. Algen und Flechten unterscheiden sich in der
Zusammensetzung ihrer Sphingolipide von den hoheren Pflanzen. So
enthalten beispielsweise Flechten 3-D-Galactosylceramide [62].

1.2.3. Biosynthese von Ceramid und Glucosylceramid

1.2.3.1. Biosynthese von Ceramid

Bis zur Bildung von Sphingobasen und Ceramiden verliuft die Sphingolipid-
biosynthese in allen Eukaryoten iiber die gleichen Mechanismen [63] (Abb.
1.12.). Erst die Synthese komplexer Sphingolipide aus Ceramid zeigt spezies-
und gewebespezifische Unterschiede.

Der erste und zugleich geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Ceramidsynthese ist die Kondensation von Serin mit Palmitoyl-CoA zu 3-
Ketosphinganin. Diese Reaktion wird von der Serin-Palmitoyltransferase mit
Pyridoxalphosphat als Coenzym katalysiert. AnschlieBend wird 3-
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Ketosphinganin in einer NADPH-abhingigen Reaktion durch die 3-
Ketosphinganin-Reduktase zu Sphinganin reduziert. In der nachfolgenden
Reaktion acyliert die Ceramid-Synthase (Sphinganin-N-Acyltransferase)
Sphinganin zu Dihydroceramid. SchlieBlich wird Dihydroceramid NAD(P)H-
abhangig zum Ceramid desaturiert.

(0]
C14:0 -CoA
1o~ on
NH, ELO1
Serin
Palmitoyl-CoA ‘ C16:0 -CoA
Serin-Palmitoyltransferase
ELO2
(o)
C24:0 -CoA
Ho/\Hj\/\/\/\/\/\/\/\ CH, o
NH, 3-Ketosphinganin ELO3
NADPH C26:0 -CoA
3-Ketosphinganin-Reduktase ‘
OH
WVW\ ?
HO e CH, NAD(P)H
NH, Sphinganin C4-Hydroxylase
OH
Acyl-CoA HO/\H\/\/\/\/\/\/\/\CH:,
Ceramid-Synthase NH, OH Phytosphinganin
OH
/\H\/\/\/\/\/\/\/\ Acyl-CoA
. CH, Ceramid-Synthase
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0)\/\/\/\/\/\/\/\/\ CH,
Dihydroceramid OH

NAD(P)H HN OH
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OH OH
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Ho/\fk/\/\/\/\/\/\/\cm
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Abb. 1.12: Die Ceramidbiosynthese verlauft bei allen Eukaryoten nach dem gleichen
Schema (siehe hierzu die Erlduterungen im Text). Es ist noch unbekannt, ob bei der
Biosynthese von Phytoceramid in Pilzen die C4-Hydroxylierung des Sphinganins bei der
freien Sphingobase oder erst auf der Stufe des Ceramids erfolgt (nach Holthuis et al., 2001
(63])
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Die Ceramidsynthese findet an der cytosolischen Seite des
Endoplasmatischen Reticulums statt [63, 64]. Die Biosynthese von
langkettigen Fettsduren der Ceramide erfolgt ebenfalls im ER und wird
durch Fettsaure-Synthase und durch Elongasen Kkatalysiert. Zunachst
kondensiert das Acyl-Substrat mit Malonyl-CoA zu B-Ketoacyl-CoA. In der
anschlieBenden Reaktionsabfolge wird p-Ketoacyl-CoA zum B-Hydroxyacyl-
CoA reduziert, zum Enoyl-CoA dehydratisiert und schlieflich zum
elongierten Acyl-CoA reduziert. In S. cerevisiae konnten drei Elongase-Gene
identifiziert werden. ELO1-kodierte Proteine katalysieren die Elongation von
mittelkettigen gesattigten und einfach ungesattigten Fettsauren [65]. ELO2-
und ELO3-Enzyme sind fiir die Elongation zu gesattigten sehr langkettigen
(24 - 26 C-Atome) Fettsauren verantwortlich [66]. Die membrangebundenen
Elongationssysteme der Fettsauren, deren Kohlenstoffkette aus 20 und mehr
C-Atomen besteht, befinden sich ebenfalls im ER [66].

Es ist noch nicht geklart, in welcher genauen Reihenfolge diverse
funktionelle Gruppen (Methyl- und Hydroxylgruppen, Doppelbindungen) in
das Ceramidgrundgeriist eingebaut werden. So ist es beispielsweise noch
nicht bekannt, ob die C-4-Hydroxylierung von Sphinganin, die in Hefen und
Pilzen stattfindet, bereits an der freien Sphingobase oder erst am Ceramid
erfolgt. Ebenfalls ist es noch unklar, ob die polare Kopfgruppe des
Glycosylceramids immer erst nach der vollstindigen Derivatisierung des
Ceramidgrundgeriists fertiggestellt wird, oder — moglicherweise bei Pflanzen
— schon davor. In Tieren wurde die Glucosylceramid-Synthase jedenfalls in
den Golgi-Membranen lokalisiert [67]. Das unterstiitzt die Hypothese, daB
die vollstandig derivatisierten Ceramide aus dem ER in den Golgi-Apparat
transportiert werden, wo die Biosynthese komplexerer Sphingolipide durch
die Verkniipfung polarer Kopfgruppen erfolgt.

1.2.3.2. Die Glucosylceramid-Synthase. Viele Fragen sind
noch offen

Die UDP-Glucose:Ceramidglucosyltransferase (Glucosylceramid-Synthase,
GCS) iibertragt aktivierte Glucose auf das Ceramid und katalysiert somit den
letzten Schritt der Glucosylceramidbiosynthese. Mitte der 9o-er Jahre
klonierten Ichikawa et al. erstmals eine GCS aus Homo sapiens [68]. Etwas
spater konnten verschiedene Arbeitsgruppen feststellen, daB die GCS der
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Sauger ein integrales Membranprotein darstellt, deren aktives Zentrum an
der cytosolischen Seite von Golgi-Membran liegt [67, 69, 70]. Im Jahre 2000
klonierten wund charakterisierten Leipelt et al. eine Reihe neuer
Glucosylceramid-Synthasen aus Pflanzen und Pilzen [71]. Die Tatsache, daB
dabei u.a. auch eine cDNA fiir die GCS aus Baumwolle isoliert werden
konnte, machte erst die fiir diese Arbeit geplanten Untersuchungen moglich.

Die GCS aus Saugern akzeptiert UDP-Glucose und das natiirlich
vorkommende Ceramid N-Acyl-D-erythro-sphinganin. Sein L-erythro-
Enantiomer und das L-threo-Diastereomer werden nicht angenommen [72].
Uber die Substratspezifitit der Glucosylceramid-Synthase aus Pflanzen und
Pilzen ist bis heute noch wenig bekannt. Dies hangt unter anderem mit der
Tatsache zusammen, daB es fiir dieses Enzym noch bis vor kurzem keine
verlaBlichen in-vitro-Enzymtests gab. Die vor wenigen Jahren
durchgefiihrten Versuche mit etiolierten Hypocotylen der Bohne fiihrten zu
einer iiberraschenden Hypothese. Lynch et al. nahmen an, daB bei der
Glucosylierung der freien Ceramide Sterolglucosid — und nicht UDP-Glucose
— als Glucosyldonor in Frage kame [73]. Andere Untersuchungen konnten
diese Hypothese jedoch nicht unterstiitzen. Hillig et al. exprimierten die GCS
aus Baumwolle in einer Sterolglucosid/Glucosylceramid-defizienten
Doppelmutante von P.pastoris. Da die rekombinante Hefe nach der
Komplementierung wieder die Fahigkeit zur Glucosylceramid-Synthese
erlangte, kann davon ausgegangen werden, da3 die Ceramid-Glucosylierung
Sterolglucosid-unabhiangig verlauft [74]. In den ebenfalls durchgefiihrten in-
vitro-Enzymtests akzeptierten die Glucosylceramid-Synthasen aus
G. arboreum, H. sapiens und P. pastoris die radioaktiv markierte UDP-
Glucose [74].

Wie bereits erwahnt, ist die GCS der Sauger ein integrales Membranprotein
mit dem aktiven Zentrum sowie dem C-Terminus an der cytosolischen Seite
der Golgi-Membran. Sie enthilt eine putative N-terminale Transmembran-
domaéane und ein aus mehreren hydrophoben Aminosauren bestehendes C-
terminales Segment [49, 67]. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation
wurde eine computergestiitzte Analyse der Aminosauresequenz der GCS aus
G.arboreum  durchgefithrt*. Bei der Analyse auf putative

* Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe von o&ffentlich zuganglichen Internet-Datenbanken
durchgefilhrt (siehe hierzu die Fulinote im Abschnitt 1.1.4.)
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Transmembrandomanen mit HMMTOP- und TMHMM-Programmen
wurden bei diesem Enzym in beiden Fallen jeweils vier putative
Transmembranhelices gefunden. Die Daten dieser Analysen sind wie folgt:

TMHMM posterior probabilities for G.a CGT
1.2 .
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Abb. 1.15: Graphische Darstellung der mit dem TMHMM-Programm ermittelten putativen
Transmembranhelices von GCS aus G. arboreum (Graphik von der TMHMM-Internet-Seite
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM)

Tabelle 1.2: Daten der Sequenzanalyse von GCS aus G. arboreum,
durchgefiihrt mittels HMMTOP- und TMHMM-Programmen

Ergebnisse von
TMHMM HMMTOP
putative 26-48 31-48
Transmembranhelices 344 - 366 344 - 363
(Aminosauren von - bis) 381 -403 376 - 400
424 - 446 427 - 446

Beide Programme sagten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit voraus, daB
die GCS von G. arboreum eine putative N-terminale Transmembrandoméane
und drei putativen Transmembranhelices am C-Terminus besitzt. Diese
Vorhersage ist gut vereinbar mit der Situation, die hinsichtlich der
Transmembranregionen der GCS von Saugertieren vorliegt (siehe oben).
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PSORT-, SignalP- und TargetP-Programme deuteten GCS als sekretorisches
Protein ((die Wahrscheinlichkeiten in %) PSORT: PM-Lokalisierung — 60%,
Golgi — 40%; SignalP: Signal-Anker — 75%; TargetP: sekretorischer
Transportweg — 68%).

Bei genauer Durchsicht der GCS-Sequenz wurde auBerdem an ihrem C-
Terminus ein putatives ER-Riickhaltesignal entdeckt. In einer erst 2004
veroffentlichen Publikation beschreiben McCartney et al. die Entdeckung
einer neuartigen ER-Riickhaltesequenz mit der allgemeinen Formel ®-X-X-
K/R/D/E-®-(COOH). ® ist in dieser Formel eine groBe hydrophobe
Aminosaure, X — irgendeine Aminosiaure, K — Lysin, R — Arginin, D —
Asparaginsaure, E — Glutaminsdure und COOH - die letzte C-terminale
Carboxylgruppe des Polypeptids [75]. Die letzten fiinf Aminosauren der GCS
— K-K-Y-E-V-(COOH) - entsprechen dieser Formel. Dieses neuartige ER-
Riickhaltesignal wurde in vielen bekannten ER-Membranproteinen wie z.B.
Fettsauredesaturase FAD2 und Cytochrom P450 entdeckt [75].
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1.3. Funktionen und intrazellulire Verteilung
von Sterolen und Sphingolipiden

1.3.1. Sphingolipide und Sterole erfiillen vielfiltige
Funktionen in Biomembranen

Glycerophospholipide, Glyceroglycolipide, Phospholipide, Sphingolipide und
Sterole zahlen zusammen mit Membranproteinen zu den wichtigsten
Bestandteilen der biologischen Membranen. Es gilt als sicher, daB
Membranlipide nicht nur strukturelle Membranbausteine darstellen,
sondern bei zahlreichen biologischen Vorgingen mitwirken oder sie gar
bestimmen.

1.3.1.1. ,Bulk functions“ und ,sparking functions" der
Sterole

Die kondensierte Ring-Struktur der Sterole ist weit weniger flexibel als die
langen Kohlenwasserstoffketten der Fettsaurereste anderer Membranlipide.
Deshalb verleihen die Sterole den Biomembranen insgesamt eine hohere
Starrheit [76]. Cholesterol in den Tierzellen, Ergosterol in Pilzen, B-
Sitosterol und — mit Einschrankungen — Stigmasterol in Pflanzen erfiillen
den Bedarf von Zellmembranen an Sterolen, der als ,bulk requirement*
bezeichnet wird. Hierzu miissen die Sterole folgende Eigenschaften erfiillen:
- die a-Seite des Molekiils muB vollstandig demethyliert sein;

- am C-3 muB eine polare OH-Gruppe und

- am C-17 eine aliphatische Isooktylseitenkette vorhanden sein [16, 77].

Sterole, die die oben genannten Anforderungen eines ,bulk requirements®

erfiillen, beeinflussen den physikalischen Zustand eines Lipid-Bilayers und

zeigen ein sogenanntes ,cholesterol like behaviour (CLB). Nach den

Untersuchungen zur Cholesterol-Wirkung in kiinstlichen Membranen laBt

sich fiir CLB folgendes zusammenfassen:

- Cholesterol besitzt einen kondensierenden Effekt auf
Phosphatidylcholin-Monolayer [77]. Ein Gemisch aus Cholesterol und
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Phosphatidylcholin beansprucht einen geringeren Platz als der
theoretisch berechnete additive Platzbedarf;

- Cholesterol kann Membranen verdicken (wenn entsprechend kurze
Fettsauren (C14/C16) am Aufbau vom Bilayer beteiligt sind), indem es
die Acylketten der Phospholipide in eine gestreckte Konformation zwingt
[16]. In fliissig-kristallinen Bilayern hat dies einen ordnenden Effekt
[77]. Sterolmolekiile fiillen hier die Freiraume zwischen den Fettsauren
aus. Im kristallinen Zustand eines Bilayers bewirkt die Integration von
Cholesterol einen entgegengesetzten Effekt. Hier haben die Fettsauren
bereits einen sehr hohen Ordnungsgrad, der von Sterolen erniedrigt
wird;

- Cholesterol reduziert in bestimmten Liposomen-Membranen die
Permeabilitat fiir Glucose [777]. Durch die Fiillung der Zwischenraume
eines Bilayers wird die Membran verdichtet und ihre Durchlassigkeit
verringert.

Mit ihren ,,bulk functions® regulieren die Sterole demnach die Fluiditat und

die passive Permeabilitat von biologischen Membranen.

AuBler diesen ,bulk functions®, wofiir Sterole in grofSeren Mengen benotigt
werden, haben geringe Mengen eines bestimmten Sterols auch sogenannte
ssparking functions“. Die letzteren Funktionen beruhen auf sehr
spezifischen Sterolwirkungen auf Enzyme, Rezeptoren oder bei der Gen-
regulation [78]. Eine Reihe von Sterol-auxotrophen Organismen benotigen
bestimmte, exogen zugefiihrte Sterole zum Wachstum. Zum Beispiel wird
das Wachstum von verschiedenen Mycoplasma-Kulturen neben sonst
gleichgroBen Mengen an Lanosterol durch kleine Mengen Cholesterol positiv
beeinfluBt. Eine ahnliche Beobachtung wurde mit dem Sterol-auxotrophen
Saccharomyces-Stamm GL7 gemacht [22].

Die ,bulk functions“ konnen daher durch eine ganze Reihe von Sterolen
ausgeiibt werden, die die CLB-Kriterien erfiillen. Die ,sparking functions
hingegen konnen in einem bestimmten Organismus nur von spezifischen
Sterolen erfiillt werden.
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1.3.1.2. Sphingolipide sind wichtige strukturelle und
funktionelle Einheiten von Biomembranen

Als strukturelle Einheiten von Biomembranen haben Sphingolipide die
Fahigkeit sich sowohl untereinander als auch mit anderen Membranlipiden
und -Proteinen zu assoziieren. So konnen sie mit ihren Hydroxylgruppen-
reichen polaren Kopfgruppen hochflexible Netzwerke bilden, die iiber
Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten werden [79]. In
Membranen, die bestimmten physikalischen oder chemischen StreBfaktoren
ausgesetzt werden, fiihrt die Erhohung der Anzahl von Hydroxylgruppen im
Allgemeinen zur Erhohung der Stabilitait und zur Verminderung der
Permeabilitat der betroffenen Membranen [80] (siehe das nachste Kapitel).
Die lipophilen Fettsaurereste der Sphingolipide konnen in der Membran
dichter gepackt werden als die flexiblen, ungesattigten ,,Molekiilschwanze*
von Phosphoglycerolipiden, beispielsweise von Phosphatidylcholin. Dadurch
konnen die insgesamt ,diinneren und ,langeren“ Sphingolipide bis zu 30%
dickere Membranen als die ungesattigten Phospholipide erzeugen [63].
Durch die groSeren und glatteren Kontaktflachen erhohen sich die Van-der-
Waals-Krafte zwischen Sphingolipiden und anderen benachbarten
Membrankomponenten.

Die Bindung von glycosylierten, Inositolphosphat-haltigen Sphingolipiden
oder Diacylglycerolen an bestimmte Membranproteine fiihrt zur Bildung von
sogenannten GPI-Anker [81, 82]. In diesen ist Ceramid bzw. Diacylglycerol
mit Inositolphosphat verestert [83]. Das Inositolphosphat tragt eine aus
mehreren Monosacchariden bestehende Glucankette (Glycosylphospha-
tidylinositol = GPI), die durch das Ethanolaminphosphat kovalent an den C-
Terminus eines Proteins gebunden ist. Durch derartige GPI-Anker konnen
Membranproteine an der Membranoberflaiche verankert werden. Thre
Struktur ist mit wenigen Variationen bei allen Eukaryoten konserviert:
Protein-CO-NH-(CH.).-PO,-6Manai1-2Mana1-6 Mana1-4GlcNai-
6myo-Inositol-PO,-Ceramid/Diacylglycerol, wobei die GPI-Anker der
Tiere nur Diacylglycerol und kein Ceramid enthalten [49]. Es gibt Hinweise,
daB GPI-Anker neben ihrer Funktion als stabile Anker auch eine wichtige
Rolle in der Ubertragung von Signalen und in der Sortierung von Proteinen
spielen [84].
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1.3.1.3. Die Zusammensetzung pflanzlicher Membranlipide
andert sich bei Stref

Wie bereits erwahnt wurde, hangen die physikalischen Eigenschaften der
Biomembranen, wie Bilayer-Stabilitit und passive Membranpermeabilitat,
in starkem MaBe von der Beschaffenheit der membranbildenden Lipide ab.
In diesem Zusammenhang wird bei Pflanzen eine Beteiligung von
Glucosylceramiden und Sterolglucosiden an regulatorischen Prozessen bei
umweltbedingtem StreB diskutiert.

Bei Temperaturen unter 0°C besteht die Gefahr der intrazellularen
Eisbildung, die fiir die Zelle letal ware. Solange aber die Plasmamembran
(PM) intakt bleibt, konnen sich innerhalb der Zelle keine Eiskristalle bilden
[49]. Die extrazellulare Eisbildung bewirkt ein negatives Wasserpotential,
wodurch eine Wasserpotentialdifferenz zwischen dem extrazellulairen Raum
und dem Inneren der Zelle entsteht. Um diese Potentialdifferenz
auszugleichen tritt das Wasser aus dem Inneren der Zelle aus. Der Froststre
besteht also hauptsachlich in der Zelldehydratisierung, wobei die Vitalitat
einer Zelle eng mit der Fahigkeit der Plasmamembran verbunden ist, einer
Schrumpfung wiahrend der Dehydratisierung wund einer erneuten
Ausdehnung wahrend des Tauens standzuhalten. Als die am wenigsten
hydratisierten Lipide in der pflanzlichen PM erhohen Glucosylceramide die
Neigung der Membranlipide zur Ausbildung solcher Strukturen und Phasen,
die den Membranbilayer zerstoren. Eine Verminderung des Anteils an
GlcCer in der Plasmamembran wiirde deshalb die Bilayer-Stabilitait und
somit die Frosttoleranz fordern. In der Tat wurden bei mehreren
Untersuchungen wahrend des Prozesses der Kalteakklimatisierung sinkende
Anteile des Glucosylceramids in der Plasmamembran festgestellt. Der
GlcCer-Anteil in der PM von frosttoleranten Pflanzen war geringer im
Vergleich zu dem von frostsensitiven Pflanzen [85-87].

Auch Sterolderivate beteiligen sich an der streBinduzierten Anderung der
Zusammensetzung von Membranlipiden. So zeigten Lynch und Steponkus,
daB der Anteil von Sterolglucosid in frostakklimatisierten Roggenkeimlingen
geringer als in nichtakklimatisierten Keimlingen ist [87]. Die Ergebnisse aus
mehreren Studien belegen zudem, daB bei der Akklimatisierung
verschiedener Pflanzenarten an Frost der Anteil freier Sterole in der
Plasmamembran zunimmt und der von glucosylierten Sterolen (SG & ASG)
abnimmt [85, 87]. Bei der Anpassung an Trockenheit steigt der Anteil von
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freien Sterolen in der Plasmamembran ebenfalls, der Anteil der
Phospholipide Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin sinkt [88].
Bei einigen Arten konnte allerdings keine positive Korrelation zwischen dem
Anteil freier Sterole und der Kalteakklimatisierung nachgewiesen werden
[89, 90]. Dies konnte damit zusammenhangen, daB sich nicht alle Arten
gleichermaBen gut an die UmweltstreBfaktoren wie Frost anpassen konnen.

Bei dieser kurzen Darstellung der wichtigsten Funktionen von Sterolen und
Sphingolipiden in Biomembranen darf nicht vergessen werden, daf3
Biomembranen neben Sterolen und Sphingolipiden noch viele andere
unterschiedliche Lipide enthalten. Daher ist die Funktion eines bestimmten
Membranlipids immer im Zusammenhang mit seiner Umgebung zu
betrachten. Die Wechselwirkungen der Membranlipide untereinander und
ihre Wechselwirkungen mit den Membranproteinen ergeben in einem sehr
komplexen Zusammenspiel das, was als Membranfunktionalitat verstanden
wird. Die separate Betrachtung eines einzelnen Lipids beziiglich seiner
Funktion in einer Biomembran wird dieser komplexen Situation nicht
gerecht.

1.3.2. Sterole sind Vorlaufer fiir Hormone und andere
Sekundarstoffe

Neben der Beteiligung von Sterolen an dem Aufbau und der Funktionalitat
von Biomembranen dienen diese Verbindungen als Vorlaufer fiir viele
tierische und pflanzliche Hormone.

In Tieren entstehen aus Cholesterol verschiedene Hormone sowie die fiir
Verdauung wichtigen Gallensauren.

In Pflanzen werden aus Sterol-Vorstufen Brassinosteroide synthetisiert, die
als Pflanzenhormone essentielle Funktionen beim Pflanzenwachstum und
bei der Pflanzenentwicklung iibernehmen. Uber 40 verschiedene
Brassinosteroide sind bekannt [91], der wichtigste Vertreter dieser Gruppe
ist das Brassinolid (Abb. 1.13.).
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Abb. 1.13: Brassinolid ist einer der wichtigsten Vertreter der pflanzlichen Brassinosteroid-
Hormone

Brassinosteroide nehmen EinfluB3 auf die Elongation und die Proliferation
von Zellen [92]. Thre Funktion wurde u.a. bei Arabidopsis-Mutanten mit
defekter Steroidbiosynthese erforscht. Diese Mutanten wiesen Zwerg-
wachstum auf, das bei Behandlung mit exogenen Brassinosteroiden teilweise
oder in manchen Fillen vollstandig aufgehoben werden konnte [32, 93].

AuBerdem dienen Sterole im Pflanzenreich als Vorlaufer fiir die Synthese
vieler anderen Sekundirstoffe. Diese pflanzlichen Triterpene, zu den
beispielsweise Steroidalkaloide, herzwirksame Glycoside, Saponine und viele
Bestandteile von Harzen gehoren, sind nicht ubiquitiar und i{iberwiegend
nicht essentiell. Thr Vorkommen ist jeweils auf bestimmte Arten von
Pflanzen beschrankt. Losliche Vertreter der Triterpene werden vielfach in
der Zellvakuole akkumuliert, fiir die Speicherung lipophiler Sekundéarstoffe
sind spezielle Exkretraume charakteristisch.

Obwohl diese Naturstoffe von der Pflanze gespeichert werden, tragen sie nur
in sehr untergeordnetem Ausmalfe zur Energiebereitstellung im Organismus
bei. Allerdings konnen manche Sekundéirstoffe in bestimmten Wachstums-
phasen mobilisiert werden. So kann z.B. ein Abbau von Alkaloiden und
Saponinen in Samen bei der Keimung erfolgen [94]. Fiir die meisten
Organismen ist der Nutzen von Sekundarstoffen jedoch nicht ohne weiteres
erkennbar. Diskutiert werden mogliche Aufgaben als FraB- und
Infektionsschutz sowie ihre Rolle bei der Entgiftung im pflanzlichen
Stoffwechsel [94].
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1.3.3. Sterole und Sphingolipide iibernehmen wichtige
regulatorische Funktionen

Neben den bereits beschriebenen Aufgaben von Sterolen und Sphingolipiden
miissen auch ihre regulatorische Funktionen bei Eukaryoten erwahnt
werden. Aufgrund der stirkeren Finanzierung biomedizinischer Forschung
sind diese Funktionen bei Tieren zur Zeit weit besser untersucht. So konnte
vor kurzem gezeigt werden, daB die kovalente Bindung des Cholesterols an
das Hedgehog-Protein die embryonale Entwicklung von Vertebraten
beeinfluBt [95]. Interaktionen des Cholesterols mit Caveolin induzieren die
Bildung von Membran-Microdoméanen (Caveolae), die als
Signaliibertragungszenter fiir viele Signalwege in Frage kommen [96]. Dem
Ceramid wird seit langerer Zeit eine Funktion als second messenger bei
Tieren zugeschrieben [97]. Es ist dabei u.a. in die wichtigen Prozesse von
Zellwachstum und Apoptose involviert. Ferner konnte in in-vitro-Versuchen
gezeigt werden, dafl das humanpathogene Bakterium Helicobacter pylori an
Gluco- und Galactosylceramide bindet [98].

Bei Pflanzen sind die Kenntnisse iiber die regulatorische Funktionen von
Sterolen und Sphingolipiden nach wie vor rudimentiar, so dafB weitere
Arbeiten notwendig sind, zumal daran vielfaltiges Interesse besteht.

Es gibt Hinweise dafiir, daB Sphingolipide phytopathogener Pilze als
Elicitoren wirken. Elicitoren sind im weitesten Sinne Substanzen, die in
Pflanzen eine Abwehrreaktion auslosen. So konnen bestimmte Elicitoren die
Bildung pflanzlicher antimikrobieller Substanzen - Phytoalexine -
hervorrufen. Die Elicitor-Wirkung der Cerebroside des phytopathogenen
Pilzes Magnaporthe grisea wurde in Reis-Pflanzen beschrieben [99]. Koga
et al. berichteten, daB das Glucosylceramid eine Phytoalexin-Akkumulation
in Reis bewirkt [100]. Die Methylgruppe am C-9 sowie die trans-A4-
Doppelbindung der Sphingobase sind dabei fiir die Elicitor-Aktivitat
essentiell [49]. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, daB3 Cerebroside aus
Pachybasium die fungizide Wirkung von Aculeacin gegen Candida albicans
verstarken [101].

Auch Sterole wurden kiirzlich als mogliche Partner bei Pflanzen-Pathogen-
Interaktionen diskutiert. Sie stehen im Verdacht mit Elicitoren der
Phytophthora ssp. zu interagieren, was eine Abwehrreaktion bei Tabak
auslost [102]. Ergosterol, das typische Sterol der Pilze, induziert zudem bei
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Tabak die Synthese von reaktiven Sauerstoff-Verbindungen nach einem noch
nicht befriedigend geklarten Mechanismus [103].

1.3.4. Sitosterolglucosid konnte als Vorstufe bei der
Cellulosebiosynthese dienen

Uber die Funktion des Sterolglucosids in Pflanzen ist bis jetzt noch sehr
wenig bekannt. Neue Untersuchungen zeigen jedoch, daB diese Verbindung
eine sehr wichtige Funktion bei der pflanzlichen Cellulosebiosynthese haben
konnte. Es wurde herausgefunden, daf Sitosterol-p-Glucosid bei der
Polymerisation einer neuen Glucankette als Glucosedonor dienen kann
[104].

Die strukturelle Grundlage der pflanzlichen Zellwand — Cellulose — ist ein
lineares Polymer aus bis zu 15000 Glucoseeinheiten, die iiber f-1,4-
glycosidische Bindungen miteinander verkniipft sind [55]. Jede kristalline
Cellulose-Microfaser besteht aus 36 Glucanketten [105]. Die
Cellulosesynthese kann in drei Stufen gegliedert werden: die Initiierung der
Zucker-Kette, die Elongation und die Termination. Der rosettenformige
Enzymkomplex Cellulosesynthase ist in der Plasmamembran lokalisiert,
seine Untereinheiten werden von den sogenannten CesA-Genen kodiert
[106, 107]. Elbein et al. fanden eine Plasmamembran-assoziierte UDP-
Glucose: Sterol-Glucosyltransferase in verschiedenen Pflanzen [108]. Peng et
al. stellten transgene Hefe mit einem GhCesA1-Gen aus Baumwolle her. Die
in-vitro-Untersuchungen zeigten, daB in einem Gemisch aus aufgebrochenen
transgenen Hefe-Zellen, Sitosterolglucosid und UDP-Glucose Sitosterol-
Cellodextrine synthetisiert wurden [104]. Nach weiteren metabolischen
Studien wurde folgender Cellulosebiosyntheseweg postuliert. Die Synthese
beginnt mit dem Glucose-Transfer von UDP-Glucose auf Sitosterol.
Sitosterolglucosid initiiert dann als Primer die Verlangerung zu kurzen
Glucanketten. Als FErgebnis dieser von CesA-Proteinen katalysierten
Reaktion entstehen Sitosterol-Oligodextrine. Peng et al. vermuten weiterhin,
daB die Korrigan-Cellulase, ein Enzym, das an der AuBenseite der
Plasmamembran sitzt, die Cellodextrine von dem Sitosterolglucosid-Primer
abspaltet und auf die Cellulose-Synthase-Komplexe iibertragt, wo dann die
eigentliche Verlangerung stattfindet [104]. Auf diese Weise entstehen
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schlieBlich die Cellulose-Glucan-Ketten, die sich in Pflanzen zu
Microfibrillen zusammenlagern.

Dieses neue Modell der Cellulosesynthese in Pflanzen 148t noch viele Fragen
offen. Unklar ist beispielsweise, wie das Sitosterolglucosid von seinem
Syntheseort an der Innenseite der Plasmamembran durch die Lipid-Bilayer-
Barriere an die AuBenseite zur Korrigan-Cellulase gelangen konnte. An
dieser Stelle wird jedenfalls deutlich, wie wichtig die genaue Kenntnis der
intrazellularen Lokalisation der Sterolglucosidtransferase in Pflanzen ist.

1.3.5. Sterole und Ceramide wurden in diversen
Membranen der Pflanzenzelle gefunden

Die Verteilung von Sterolen und Ceramiden sowie ihrer glycosylierten
Derivate in pflanzlichen Biomembranen ist bereits in den 70-er und 80-er
Jahren des letzten Jahrhunderts in vielen Studien untersucht worden. Fast
alle diese Studien sowie die alteren Untersuchungen zur Lokalisierung der
entsprechenden glycosylierenden Enzyme bedienen sich der Technik der
mikrosomalen Fraktionierung. Diese Technik basiert im wesentlichen auf
einer Zentrifugation im Sucrose-Gradienten oder auf einer PEG/Dextran-
Phasenverteilung [3] und erlaubt eine mehr oder weniger gute Trennung der
subzellularen Membranfraktionen.

1.3.5.1. Intrazellulire Verteilung von Sterolen, Ceramiden
und ihren glycosylierten Derivaten

Sterole, Ceramide und ihre glycosylierten Derivate sind in fast allen
Membranen einer Pflanzenzelle gefunden worden. So wurden sie in der
Plasmamembran (PM), in der Tonoplastenmembran (TP) sowie in
Membransystemen des Endoplasmatischen Reticulum (ER) und des Golgi-
Apparates detektiert [3, 49]. Jedoch ist die subzellulare Verteilung dieser
Lipide zwischen den unterschiedlichen Membranen auffallend ungleich.

Die hochsten Konzentrationen von freien Sterolen (FS) wurden in den
Fraktionen von Plasma- und Tonoplastenmembran beobachtet. So wurden
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die FS mit zum Teil mehr als 30 mol% der Gesamtlipide in der
Plasmamembran von Arabidopsis- [58], Weizen- [86] und Gerste-Blattern
[109] sowie in der PM von Haferwurzeln [110], Gerste [111] und Weizen [86]
detektiert. Mit sogar mehr als 40 mol% der Gesamtlipide wurden die FS in
der Plasmamembran aus Wurzeln von Mais [112] und aus Blattern von
kalteakklimatisierten Weizen [86] und Roggen [85, 87] gefunden. In der
Tonoplastenmembran wurden die FS in etwas niedrigeren Konzentrationen
(~20mol%) bei Vigna radiata [113], Kalanchoe diagremontiana und
Mesembryanthemum crystallinum [114] beobachtet. Geringere Sterol-
mengen wurden bei verschiedenen Pflanzen in den Membranen von Golgi
und ER detektiert [111, 115, 116].

In fast allen Studien, in denen freie Sterole in aufgereinigten
Membranfraktionen gefunden wurden, konnten in denselben Membran-
fraktionen auch glycosylierte Sterolderivate — hauptsachlich Sterolglucosid
(SG) und acyliertes Sterolglucosid (ASG) — in signifikanten Mengen
detektiert werden [3, 36]. In diesen Membranfraktionen waren die Anteile
von SG und ASG zumeist um den Faktor 3 bis 8 geringer als die der freien
Sterole [49]. Bei kilte- und frostakklimatisierten Pflanzen ist dieses
Verhaltnis noch zugunsten der nicht-glycosylierten Lipide verschoben, was
sich auch bei Ceramiden beobachten 148t (1.4.1.3.).

In sehr geringen Mengen wurden die Sterole auch in den Membranen von
Mitochondrien und von manchen Plastiden detektiert [3], wobei es sich
zumindest bei Plastiden um eine Kontamination mit anderen Membranen
handeln konnte.

Ein ahnliches Bild zeigt sich bei Betrachtung der subzellularen Verteilung
von Glucosylceramiden (GlcCer). Die hochsten Mengen von GlcCer wurden
in gereinigten Fraktionen von Plasma- und Tonoplastenmembranen
gefunden (6 - 27 mol% des Gesamtlipids); niedrigere Mengen in den
Membranen von Golgi und ER [49, 111]. So wurde GlcCer mit iiber 20 mol%
der Gesamtlipide in der Plasmamembran von Gerste- [109] und Hafer-
Blattern [85] gefunden. In den Protoplasten aus Gerste und Hafer wurde
GlcCer in hohen Konzentrationen in TP-Membranen entdeckt (entsprechend
23 und 21 mol% der Gesamtlipide) [114, 117]. In der Plasmamembran ist
GlcCer hauptsachlich in der duBeren Schicht des Bilayer prasent, wo die
GlcCer-Molekiile nach der Hypothese von Lynch et al. mit ihren polaren
Kopfen herausragen [118].
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1.3.5.2. Altes und Neues zur Lokalisation von SGT und GCS

Die Aktivitat der pflanzlichen Sterol-Glucosyltransferase wurde bereits in
einer Reihe subzellulirer Fraktionen detektiert. Altere Studien berichten
iiber SGT-Aktivitat in Golgi-angereicherten Membranfraktionen, die aus
Zwiebeln, aus ausgekeimten Calendula-Samen und aus Hypocotylen der
Mungbohne (Vigna radiata) isoliert wurden [119, 120]. Die in etiolierten
Mais-Koleoptilen detektierte SGT-Aktivitat befand sich in angereicherten
Fraktionen der Plasmamembran [40, 121]. Der gleiche Lokalisationsort (PM)
wurde auch fiir Mais-Wurzeln [122], Keimblatter der Mungbohne [123]
sowie fiir einige andere Gewebe von GefaBpflanzen [3] vorgeschlagen.
Andererseits wurde die SGT-Aktivitait von Mais-Koleoptilen [36, 121] und
Gurken [124] im ER vermutet. In einer anderen Untersuchung wurde diese
Enzymaktivitat auch im Tonoplasten [117] gemessen. Diese zum Teil sehr
widerspriichliche Daten konnten durch ungeniigende Reinheit oder
moglicherweise durch falsche Identifizierung der subzellularen Membran-
fraktionen erklart werden. Die andere Moglichkeit ware, daB die SGT sich
tatsachlich in allen diesen Membranen, wenn auch in unterschiedlicher
Aktivitat, befinden konnte.

Uber den intrazelluliren Lokalisationsort der pflanzlichen Glucosylceramid-
Synthase gibt es bis heute nur wenige Hinweise. Wie bereits erwahnt wurde,
vermuteten Lynch und Mitarbeiter, daB das Sterolglucosid auf der
cytosolischen Seite der Plasmamembran synthetisiert wird [73, 125].
Entsprechend diesem Modell sollte sich die GCS auf der apoplasmatischen
Seite der PM befinden, um die Glucose von dem SG-Donor auf das Ceramid
zu tlibertragen [126]. Neue Untersuchungen konnten diese Hypothese jedoch
nicht unterstiitzen (siehe hierzu Abschnitt 1.2.3.2.). Es wurde festgestellt,
daB die Ceramid-Glucosylierung SG-unabhangig verlauft [74].

Die Glucosylceramid-Synthase der Sauger konnte an der cytosolischen Seite
der Golgi-Membran lokalisiert werden. [67, 69, 70]. Die GCS aus der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster wurde hingegen nicht nur in Golgi-
Membranen, sondern auch im perinuclearen ER detektiert [127].

In letzter Zeit wurden mehrere Proteom-weite Studien zur subzellularen
Protein-Lokalisierung durchgefiihrt [128-132]. Diese neuen Studien
benutzen kaum noch die Technik der subzellularen Fraktionierung, sondern
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bedienen sich moderner Analysemethoden wie Protein-Massenspektro-
metrie oder Fluoreszenz- und Konfokalmikroskopie.

In einer Studie von Carter et al. wurde eine Vielzahl von Tonoplasten-
Proteinen chromatographisch aufgetrennt und insgesamt 420 Proteine mit
Massenspektrometrie identifiziert [131]. Bei dieser Studie wurde Ugt80B1,
eine putative Isoform der Sterol-Glucosyltransferase von Arabidopsis
thaliana, als Protein der Tonoplastenmembran detektiert.

In einer anderen Studie, die ebenfalls mit massenspektrometrischer Technik
durchgefiihrt wurde, konnten 238 putative Plasmamembran-Proteine
identifiziert werden [132]. Die in der vorliegenden Arbeit interessierenden
SGT und GCS befanden sich jedoch nicht in dieser Gruppe.

AuBlerdem wurden neuerdings mehrere Studien zur subzelularen
Lokalisierung des Proteoms von Saccharomyces cerevisiae unternommen
[129, 130]. In einer dieser Studien wurde die Sterol-Glucosyltransferase
(Ugt51p) mit GFP-Technik im Cytosol detektiert [129].
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1.4. Transportprozesse in einer eukaryotischen
Zelle

Die biochemische Reaktionsmaschinerie einer eukaryotischen Zelle ist auf
eine Vielzahl von Kompartimenten und membranumgrenzten Reaktions-
raumen (Organellen) aufgeteilt. Diese Kompartimentierung ermoglicht einen
ungestorten, parallelen Ablauf von zum Teil gegenlaufigen Reaktionen.
Oftmals sind aber der Synthese- und der Funktionsort eines Reaktions-
produkts nicht identisch. In einem solchen Fall muB das Reaktionsprodukt,
beispielsweise eine Glucosyltransferase, nach der Biosynthese zunachst an
seinen Funktionsort transportiert werden. Der intrazellulare Transport von
Enzymen, ihren Vorstufen, Membranlipiden, sekundaren Metaboliten und
zahlreichen anderen Verbindungen sowie das Ausscheiden dieser Stoffe aus
der Zelle sind lebensnotwendige Vorgiange, die in jedem Organismus
stattfinden. Eine ausfiihrliche Beschreibung aller bekannten, am
intrazellulairen Transport beteiligten Mechanismen wiirde den Rahmen
dieser Arbeit jedoch sprengen. Deswegen wird hier nur auf die ,Signal“-
Aspekte des intrazellularen Transports eingegangen.

1.4.1. Die zentrale Rolle des ER

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) spielt eine herausragende Rolle bei
der Biosynthese und dem Transport von Proteinen. Die ER-Membran bildet
ein engmaschiges Netz aus verzweigten Rohren und flachen Zisternen, das
sich iliber das ganze Cytoplasma erstreckt (kortikales oder peripheres ER).
AuBlerdem umgibt das ER den Zellkern (kernnahes oder perinucleares ER)
und geht in die duBere Kernmembran iiber. Viele Membranproteine und
sekretorische Proteine werden an diesem mit Ribosomen besetzten ER-
Bereich synthetisiert, der als rauhes ER bezeichnet wird. Alle anderen, im
Kern codierten Proteine werden an den freien Ribosomen im Cytosol
synthetisiert. ER-Bereiche ohne gebundene Ribosomen werden als glattes
ER bezeichnet. Dort findet liberwiegend die Synthese von Lipiden statt.
Proteine, die zu anderen Organellen gelangen miissen, werden in den
meisten Fallen in die ER-Membran eingebettet. Die ER-Membran
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umschlieft einen einzigen Innenraum, der ER-Lumen genannt wird. Die
loslichen, sekretorischen Proteine werden haufig bereits wahrend der
Synthese (cotranslational) aus dem Cytosol in das ER-Lumen aufgenommen.
Proteine, die zunichst an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert und
cotranslational in das ER importiert werden, besitzen eine N-terminale
Signalsequenz. Diese besteht aus einer hydrophoben Region, die an beiden
Seiten von basischen Aminosauren flankiert ist. Ein spezifischer Protein-
Komplex, das Signalerkennungspartikel (Signal Recognition Particle, SRP)
bindet an diese Signalsequenz, wodurch die Elongation der Polypeptidkette
zunachst gestoppt wird [133]. Das an das SRP gebundene Ribosom mit dem
unvollstindigen Polypeptid wird zu einem SRP-Rezeptor an der
cytosolischen Seite des ER transportiert, wo das SRP an das kanalbildende
Protein des Peptidtranslokationskomplexes bindet. Das SRP dissoziiert vom
Ribosom ab, und die Proteinsynthese wird fortgesetzt [134]. Der
Translokationskomplex transportiert das wachsende Polypeptid durch eine
ATP-abhangige Reaktion in das ER-Lumen. Dort wird bei den meisten
Proteinen die Signalsequenz abgespalten. Sobald das Protein zu Ende
synthetisiert worden ist, dissoziiert das Ribosom vom ER ab.

Fiir einige Proteine wurde auch ein posttranslationaler Import in das
Endoplasmatische Reticulum nachgewiesen [135, 136]. Diese sogenannten
tail-anchored-Proteine besitzen an ihrem C-Terminus eine hydrophobe
Signalsequenz, die vom SRP erst nach der vollstindigen Synthese der
Polypeptidkette erkannt werden kann. Jedoch folgen die meisten Proteine
dem cotranslationalen Weg.

Die Insertion eines Membranproteins in die ER-Membran erfolgt zumeist
ebenfalls cotranslational. Bei Membranproteinen wird der Translokations-
prozeB durch eine hydrophobe Signalsequenz — das Stop-Transfer-Peptid —
unterbrochen. Die Polypeptidkette wird an einem oder mehreren
hydrophoben Sequenzabschnitten, die als Transmembrandomanen (TMD)
bezeichnet werden, in die Membran eingelagert. Transmembranproteine, die
eine Membran mehrmals durchqueren, besitzen mehrere alternierende
Transmembrandomanen (multi-pass-Proteine).
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1.4.2. Der Sekretorische Transportweg

Proteine, die im ER verbleiben sollen, tragen an ihrem C-Terminus ein aus
vier Aminosauren bestehendes ER-Retentionssignal KDEL oder HDEL.
Andere Proteine werden gewohnlich {iber den Golgi-Apparat auf
sekretorische Vesikel, Vakuolen oder Plasmamembran verteilt. Der Golgi-
Apparat besteht aus einer Vielzahl flacher, zisternenartiger Vesikel, von
denen jeweils 3 bis 10 einen sogenannten Golgi-Stapel bilden [137]. Jeder
Golgi-Stapel ist von seiner Bildungsseite an das cis-Golgi-Netzwerk und von
seiner Reifungsseite an das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) angeschlossen
[138]. Das gesamte Golgi-Netzwerk stellt eine komplex aufgebaute
Ansammlung von untereinander verbundenen Réhren und Zisternen dar.
Transportvesikel, die zum Golgi-Apparat weitergeleitet werden sollen,
schniiren sich vom Ubergangs-ER ab — einem ER-Bereich, der frei von
Ribosomen ist — und verschmelzen mit dem cis-Golgi-Netzwerk. Solche
Proteine, die ein ER-Riickhaltesignal besitzen, werden durch ein spezifisches
Rezeptorprotein erkannt und in bestimmten Vesikeln ins ER zuriickgefiihrt.
Proteine, die das trans-Golgi-Netzwerk erreichen, werden wiederum in
Vesikel eingelagert und zu ihren jeweiligen Bestimmungsorten wie Vakuole
oder Plasmamembran transportiert [139].

Die Transportvesikel, in denen Proteine ihre Wanderung von Organelle zu
Organelle durchmachen, sind von unterschiedlichen Hiillproteinen umhiillt.
Beispielsweise erfolgt der anterograde Transport vom ER zum Golgi-Apparat
iiber COP-II-umhiillte Vesikel. Diese sind etwa 90 nm im Durchmesser und
besitzen eine Proteinhiille aus mehreren Untereinheiten, den sogenannten
Coatomeren. Die Bildung des Coatomer-Komplexes erfolgt unter
Vermittlung des GTP-regulierten Proteins ADP-Ribosylierungsfaktor (ARF)
und fiihrt zur Abknospung des Vesikels [140]. Die anschlieBende Fusion des
Transportvesikels mit der Golgi-Membran wird iiber zwei Faktoren — das N-
ethylmaleimid sensitive fusion protein (NSF) und das soluble NSF
attachment protein (SNAP) — vermittelt. SNAP bindet hierzu an seinen
Rezeptor (SNARE) an der Golgi-Membran. Die nachfolgende Erhohung der
GTPase Aktivitat und die Freisetzung des NSF fiihrt zur Fusion des
Transportvesikels mit der Golgi-Membran [141].
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COP-I-umhiillte Vesikel sind unter anderem am Transport innerhalb des
Golgi-Netzwerks sowie am retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum
ER beteiligt [142].

Eine andere Art von Transportvesikeln sind die Clathrin-umbhiillten Vesikel.
Ihre Hiille besteht aus Clathrin und einer Vielzahl von anderen, Clathrin-
assoziierten Proteinen [143]. Sie besitzen einen Durchmesser von 80-100 nm
und sind unter anderem am Transport vom TGN zur Plasmamembran und
an der Rezeptor-vermittelten Endocytose extrazellularer Liganden beteiligt.

1.4.3. Der nicht-vesikuliire Lipidtransport

Membranlipide, die am glatten ER synthetisiert werden, werden
iiberwiegend iiber den Sekretorischen Transportweg auf ihre Bestimmungs-
membranen verteilt. Neben diesem, schon lange bekannten vesikularen
Lipidtransport wird neuerdings ein direkter Transport von Lipiden
diskutiert. Bei diesem nicht-vesikularen Transportweg, der in den Zellen von
Saugern und Hefen untersucht wurde [144, 145], werden Lipide an ein
spezifisches Protein gebunden, das sie zielgerichtet zu einer anderen
Organelle transferiert. So charakterisierten Hanada et al. ein cytosolisches
Protein CERT, das Ceramide an der cytosolischen Seite der ER-Membran
bindet und sie spezifisch zum Golgi-Apparat transportiert. Nach neuesten
Erkenntnissen enthalt CERT 3 Doméanen [146]. Die noch nicht-
charakterisierte Doméane im mittleren Bereich dieses Proteines wird als ER-
Erkennungsdomine vermutet, die C-terminale START-Domaiane dient der
Erkennung und der Bindung von Ceramid, die Pleckstrin-Homology-
Domine am N-Terminus bindet an das Phosphatidylinositol-4-phosphat in
der Golgi-Membran. Nach erfolgtem Transport in den Golgi-Apparat wird
Ceramid vom CERT abgespalten und zur Synthese von Sphingomyelin
verwendet [147]. Eines der Nebenprodukte dieser Synthese ist das
Diacylglycerol. Es wurde festgestelt, dal CERT mit etwas geringerer Effizienz
auch an das Diacylglycerol binden kann, das strukturele Ahnlichkeit mit
Ceramid aufweist [147]. Vermutlich wird Diacylglycerol vom CERT zum ER
transportiert, wo dieses Lipid als Substrat bei der Synthese von
Glycerophospholipiden dient.
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Zum AbschluB soll darauf hingewiesen werden, daB im Gegensatz zum
Protein-targeting der subzellulare Lipidtransport in viel geringerem MaBe
untersucht ist, obwohl er zur Identitit der verschiedenen Organell-
membranen genau so viel beitragt wie die entsprechenden Proteinprofile.
Eine interessante Arbeit zu diesem Thema, die Lipidchemie in beispielhafter
Weise mit der Molekularbiologie verkniipft, zeigt die verwirrende Vielfalt
von Lipidtransportprozessen in Hefezellen auf [148].
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1.5. Zielsetzung und Strategie

Im Gegensatz zur relativ klaren Situation hinsichtlich der subzellularen
Verteilung der glucosylierten Sterole und Ceramide (siehe oben) gibt es zur
Zeit noch keine umfassenden Untersuchungen zur intrazellularen
Lokalisation der entsprechenden Glucosyltransferasen. Alle bisherigen
Lokalisierungsversuche =~ wurden mit isolierten = Membransystemen
durchgefiihrt. Die pflanzliche SGT wurde aufgrund eines einfachen
Enzymtests bereits in verschiedenen subzellularen Fraktionen wie
Plasmamembran, Tonoplast, Golgi und Endoplasmatischem Retikulum
nachgewiesen (siehe oben). Zur pflanzlichen GCS, deren Enzymaktivitat nur
schwierig zu messen ist, lag bis jetzt nur eine einzige Lokalisierungsstudie
vor [126]. Angesichts dieser Situation und aufgrund des Interesses an der
Lokalisierung der pflanzlichen Glucosyltransferasen sollte in der
vorliegenden Arbeit durch Einsatz alternativer und voneinander
unabhangiger Methoden geklart werden, in welchen Membranen der
Pflanzenzelle die Glucosylceramid-Synthase und die Sterol-Glucosyl-
transferase lokalisiert sind.

Die Lokalisierung von spezifischen Proteinen in intakten oder fixierten
Zellen bzw. in zuvor aufgetrennten Zellorganellen kann mit unterschiedli-
chen Methoden erfolgen.

Zum einen konnte versucht werden, die interessierenden Glucosyl-
transferasen indirekt mit immunologischen Methoden zu detektieren. Um
die hierzu notwendigen Antiseren herzustellen, miissten die genannten
Enzyme zuerst in einem geeigneten System iiberexprimiert und bis zu einem
hohen Reinheitsgrad aufgereinigt werden. Mit derart aufgereinigten
Proteinen werden Kaninchen, Mause oder Hithner immunisiert. Die
hergestellten Antiseren wiirden anschlieBend in einer immunochemischen
Reaktion zum Nachweis der interessierenden Proteine in Gewebeschnitten
bzw. in aufgetrennten Zellorganellen dienen und damit den Lokalisationsort
dieser Proteine in der Zelle abbilden.

Zum anderen konnten die Glucosyltransferasen als Fusionsproteine mit
einem Reporter-Protein als Fusionspartner in Pflanzen exprimiert werden.
Ein solches Reporter-Protein miisste durch giangige analytische Verfahren
leicht nachweisbar sein. Mit der Detektion des Aufenthaltsorts des Reporter-
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Proteins in der Zelle wiirde auch die intrazellulire Lokalisation der
jeweiligen Glucosyltransferase bekannt werden. Bei dieser Strategie wird
durch gentechnologische Manipulation die Reporter-Sequenz mit dem ORF
des interessierenden Glucosyltransferase-Gens verkniipft. Die hier
interessierenden Glucosyltransferasen konnten dann zum Beispiel als griin-
oder gelb-fluoreszierende Fusionsproteine exprimiert werden, die
anschliefend mit Hilfe von fluoreszenzmikroskopischen Techniken direkt in
der Zelle der transgenen Pflanze nachgewiesen werden konnten. Diese
Strategie fiihrt natiirlich nur dann zu verlasslichen Ergebnissen, wenn die
subzellulare Lokalisation der Fusionsproteine nicht von der der nativen
Enzyme abweicht.

In der vorliegenden Arbeit sollten beide Strategien zur Anwendung kommen,
wobei nur ein Ansatz schlielich zum Erfolg fiihrte.
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2. Material und Methoden
2.1. Gerate

Neben der Standardausstattung eines molekularbiologischen Laboratoriums
(Glasgerate, Pipetten u.a.) wurden folgende Gerate verwendet:

Blotting-Apparatur Biorad
Brutschrank Binder
Brutschrank Heraeus Instruments

Cleanbench ,,DLF/BSS4*

Clean Air

Digitalkamera ,,Camedia 2500L" Olympus
Elektrischer Heizblock Eppendorf
Elektroporator ,,5810 Eppendorf
Elektrophoresekammer:

- ,Horizon 11-14“ (Agarosegelelektrophorese) Gibco BRL
- ,Mini-Protean II“ (SDS-PAGE) Biorad

- ,Mighty Small IT* (SDS-PAGE)

Pharmacia Biotech

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35 M Carl Zeiss
Fliissigkeitsszintillationszahler ,,L.C 6000 IC* Beckman
Inkubations-Rotor ,,CMV-E“ Frobel Labortechnik
Inkubations-Schiittler ,Multitron® Infors

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop TCS SP2  Leica

Magnetriihrer ,IKAMAG RH* Jahnke & Kunkel
Netzgerate:

- ,Power Pac 300 Biorad

- ,Phero-Stab 500
Partikelkanone
,Biolistik® Particle Delivery System

Biotec-Fischer

PDS-1000/HE* Biorad
pH-Meter ,,761 Calimatic® Knick
Phosphorimager

»BAS 1000 Bio-Imaging Analyzer* Fuji/Raytest

Photometer:
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- ,,GeneQuant IT“
- ,Spectronic 20“
e Rotationsverdampfer ,Rotavapor RE 120“

e Systeme zur Dokumentierung von Agarosegelen:

- Kamera
- Digitalkamera ,DC290 Zoom*
- Printer ,,Spectronic video copy processor*
- Printer ,Deskjet 950C*
- UV-Transilluminator ,,UVT-28M*
e Thermocycler:
- ,Primus®
-, T Gradient Thermoblock®
e Ultraschallbad ,Bransonic 220
e Ultraschallstab ,Labsonic 2000
e Wasseraufbereitungsanlage
,Milli-Q-Watersystem*
e Zentrifugen:
- Kiihlzentrifuge ,,5810 R
- Kiihlzentrifuge ,,RC-5B*
- Kiihlzentrifuge ,,Centrikon 324
- Tischzentrifuge ,,Biofuge 13“
- Tischzentrifuge ,,Biofuge pico*
- Tischzentrifuge ,Microfuge E“
- Tischzentrifuge ,Rotanta“
- Ultrazentrifuge ,,Centrikon T-1075“

Pharmacia Biotech
Genesys Instruments
Biichi

Herolab
Kodak
Mitsubishi
HP
Herolab

MWG Biotech
Biometra
Bransonic
Braun

Millipore

Eppendorf

Sorvall
Kontron-Hermle
Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
Beckman

Hettich

Kontron Instruments
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2.2. Chemikalien, Enzyme wund anderes
Verbrauchsmaterial

Soweit es in der Arbeit nicht besonders vermerkt wird, stammten die
verwendeten Verbrauchsmaterialien von den folgenden Herstellern

e Laborchemikalien in p.a.-Qualitat, Losungsmittel, Nahrmediengrund-
stoffe, Vitamine, Aminosauren und Antibiotika von AppliChem
(Darmstadt), BD Biocience (Heidelberg), Biomol (Hamburg),
Boehringer Mannheim (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe), Duchefa
(Haarlem, Niederlande), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt),
Serva (Heidelberg) sowie Sigma-Aldrich (Deisenhofen);

e Radiochemikalien von Amersham Buchler (Braunschweig);

e Restriktionsendonucleasen und DNA-modifizierende Enzyme sowie
DNA-GroBenstandards und Nucleotide von Boehringer Mannheim
(Mannheim), Gibco-BRL (Neu Isenburg), MBI-Fermentas (Vilnius,
Litauen) und New England Biolabs (Schwalbach/Taunus);

e Blottingmembranen und Blottingpapier von Schleicher & Schiill
(Dassel), Qiagen (Hilden) und Whatman (Springfield Mill,
Grofibritannien);

e Zweit-Antikorper-Reagenz-Konjugate von Sigma-Aldrich (Deisen-
hofen) und Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove,
USA);

e DC-Platten (Kieselgel 60, ohne Fluoreszenzindikator, Schichtdicke
0,25 mm, 20x20 ¢cm) von Merck (Darmstadt);

e Sterilfilter ,,Stericup™* von Millipore;

e Elektroporationkiivetten von BioRad (Miinchen);

e Verbrauchsmaterialien fiir die biolistische Pflanzentransformation
von BioRad (Miinchen).
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2.3.

Biologisches Material

2.3.1. Mikroorganismen

Tabelle 2.1: Die in dieser Arbeit kultivierten Mikroorganismen
(die in der Tabelle aufgezeichneten Genotypen der verwendeten E. coli-Stamme
entsprechen der allgemeinen Nomenklatur fur E. coli [149])

Organismus Stamm | Genotyp/Bemerkungen | Referenz
Agrobacterium | ATHV ein Derivat des Stammes | Hood et al., 1986
tumefaciens C58C1 | EHA 101 [150]
Escherichia coli | BL21 recA1, endA1, gyrA96, Novagen
(DE3) thi, hsdR17, supE44,
relA1, A Allac-proAB] (F-
traD36 proAB, lacl®, lacZ
AM15) (Aclts857, ind1,
Sam7, nin5 lacUV5-T7
gene1)
C41 unbekannt Miroux & Walker,
(DE3) 1996 [151]
TOP 10 | FmcrA,A(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC), ®80/acZ AM15,
AlacX74, recA1, deoR,
araD139, A(ara-leu)7697,
galU, galK, rpsL, (StrR),
endA1, nupG
XL1- A(mrcA)183, A(mrcCB- Bullock et al.,
Blue hsdSMR-mrr)173, recA1, | 1987 [152]
MRF’ endA1, gyrA96, thi-1,
Tet hsdR17, supE44, relA1,
lac, [F' proAB, lacl®, lacZ
AM15, Tn10 (tet)]
Pichia pastoris | GS115 | his4 Invitrogen
JC308 | AOX1, adel, arg4, his4, | Hillig et al., 2003
Augts1 | Augts1::URA3 [74]
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2.3.2. Vektoren

Tabelle 2.2a: Die verwendeten Ursprungs- und Klonierungsvektoren
(Selektionsmarker: amp’ = Ampicillin-Resistenz, hyg' = Hygromycin-Resistenz, kan" =
Kanamycin-Resistenz)

Ursprungs- und Selektionsmarker Referenz
Klonierungsvektoren
pCR2.1 amp', kan" Invitrogen
pBAD-TOPO amp' Invitrogen
pPET19b amp' Novagen
pET24c kan' Novagen
pPIC3.5 amp', kan" Invitrogen
pUC18 amp' Yanish-Perron et. al.,
1985 [153]
pUC19-35S2 amp' A. Abbadi (nicht
publiziert)
pEGFP amp' Clontech
pPEYFP amp' Clontech
kan" (Bakterien)
pCAMBIA1305.1 kan" (Pflanzen) CAMBIA
kan" (Bakterien)
pCAMBIA1391Z hyg" (Pflanzen) CAMBIA
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Tabelle 2.2b: Die in dieser Arbeit erzeugten rekombinanten Plasmide
(die Benennung der Sterol-Glucosyltransferase-Gene erfolgte nach anerkannten Nomen-
klaturregeln des UGT-Nomenklatur-Komitees [154]. Demgemal bedeuten ugt80A2 — SGT
von A. thaliana; UGT51 — SGT von S. cerevisiae und UGT51B1 — SGT von P. pastoris)

Plasmide Ursprung [Insert]

pBPSG11 pBAD-TOPO [UGT51B1]

pBSSG31 pBAD-TOPO [UGT51]

pBASG51 pBAD-TOPO [ugt80A2]

pBPCG61 pBAD-TOPO [GCS (P. pastoris)]

pBCCG71 pBAD-TOPO [GCS (C. albicans)]

pEPSG11 pET24c [UGT51B1]

pEPCG61 pET19b [GCS (P. pastoris)]

pECGTIr6 pET19b [288-AS-Fragment aus GCS (P. pastoris)]

pESGTfr11 pET19b [378-AS-Fragment aus UGT51B1]

pGCEpcr2 pCR2.1 [GCS (G. arboreum) + EGFP]

pSEpcr6 pCR2.1 [ugt80A2 + EGFP]

pUC35SE pUC19-35S2 [ugt80A2 + EGFP]

pUC35GCE pUC19-35S2 [GCS (G. arboreum) + EGFP]

p19-2x35 pUC19-35S2 [ "doppelter”’ 35S-Promotor + OCS-
Terminator]

p2xYFP-N p19-2x35 [MCS (BamHI, Xmal, Spel, Sacll) + EYFP]

p2xYFP-C p19-2x35 [EYFP + MCS (Xmal, Spel, Sacll, Nhel)]

pS1-YFP-C pUC19 ["doppelter" 35S-Promotor + ugt80A2 + EYFP +
OCS-Terminator]

pC-YFP-C pUC19 ["doppelter" 35S-Promotor + GCS
(G. arboreum) + EYFP + OCS-Terminator]

pS1-YFP-N pUC19 ["doppelter" 35S-Promotor + EYFP + ugt80A2 +
OCS-Terminator]

pC-YFP-N pUC19 ["doppelter" 35S-Promotor + EYFP + GCS
(G. arboreum) + OCS-Terminator]

pGUS1 pCAMBIA1391Z [Promotor von ugt80A2]

pS1-Y-NX ugt80A2 N-terminal verkurzt + EYFP

pS1-Y-CX EYFP + ugt80A2 C-terminal verkurzt

pS2-Y-NX ugt80B1 N-terminal verkurzt + EYFP

pS2-Y-CX EYFP + ugt80B1 C-terminal verkurzt

pC-Y-NX GCS N-terminal verkurzt + EYFP
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2.4. Mikrobiologische Techniken

2.4.1. Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte nach den Standardmethoden bei 37°C. Die
Bakterien wurden in Fliissigkultur und auf Agarplatten aus Luria-Bertani-
Medium (LB-Medium) [155] kultiviert.

LB-Medium

Trypton (Gibco BRL) 10,09
Hefeextrakt (Difco) 50¢9
NaCl 5049
Aqua dem. ad 1000 ml

Die Festmedien enthielten zusatzlich 1,5% (w/v) Agar. Die Medien wurden
mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt und autoklaviert.

Zur Selektion wurden den Medien in Abhingigkeit vom Selektionsmarker
der verwendeten Vektoren Antibiotika zugesetzt. Hierzu wurden die
wassrigen, sterilfiltrierten Stammlosungen der Antibiotika auf ihre
Endkonzentration im Medium verdiinnt.

Tabelle 2.3: Die bei der Kultivierung von E. coli verwendeten
Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/mi
Kanamycin 30 mg/ml 30 pg/ml

Fiir die B-Galactosidase-Selektion zur Unterscheidung von rekombinanten
und nicht-rekombinanten Klonen (Blau-WeiB-Screening) wurden den
Festmedien Isopropyl-p-D-thiogalactosid (IPTG) und 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galactosid (X-Gal) zugesetzt.
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Tabelle 2.4: Reagenzien fiir Blau-WeiB-Screening

Reagenz Stammlosung Endkonzentration
IPTG 100 mM in Aqua dem. | 200 uM
X-Gal 2% (w/v) in DMF 80 pg/ml

Um eine optimale Beliiftung zu gewahrleisten, wurde bei der Fliissigkultur
maximal 10% des Kolbenvolumens fiir das Medium genutzt.

Zur Herstellung einer Dauerkultur wurde eine exponentiell gewachsene
Bakterienkultur mit 70%-igem (w/v), sterilfiltriertem Glycerol im Verhaltnis
1:2 vermischt und bei —70°C gelagert.

2.4.2. Kultivierung von Pichia pastoris

Die Anzucht der Hefe P.pastoris des Stammes GSi115 erfolgte in
Fliissigkultur in YPD-Vollmedium oder auf YPD-Agarplatten bei einer
Inkubationstemperatur von 30°C und einer Inkubationsdauer von 24 — 48
Stunden.

Um eine optimale Beliiftung zu gewahrleisten, wurde bei der Fliissigkultur
maximal 10% des Kolbenvolumens fiir das Medium genutzt.

Zur Herstellung einer Dauerkultur wurde eine angewachsene Fliissigkultur
mit 70%-igem (w/v), sterilfiltriertem Glycerol im Verhaltnis 1:1 vermischt
und bei -70°C gelagert.

YPD-Vollmedium

Bacto-Pepton (Difco) 2% (W/v)
Hefeextrakt (Difco) 1% (W/v)
Glucose 2% (w/v)

Die Glucose wurde nach dem Autoklavieren des Mediums aus einer 40%-
igen (w/v), sterilfiltrierten Stammlosung zugesetzt. Die Festmedien enthielten
zusatzlich 1,5% (w/v) Agar.

Die Anzucht des P.pastoris-Stammes JC308 erfolgte bei 30°C im
Minimalglucosemedium, die Anzucht der transformierten Hefe dieses
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Stammes zur Expression des rekombinanten Proteins im Minimal-
Methanolmedium; in beiden Fillen erfolgte eine Zugabe von 0,2 % (w/v)
Arginin, 0,1 % (w/v) Adenin und 0,2 % (w/v) Uracil. Die fakultativ
methylotrophe Hefe P. pastoris verwendet im letzteren Fall Methanol als
Kohlenstoffquelle. Das Histidin dient als Selektionsmarker.

Minimalglucosemedium (MD) +/- Histidin

YNB; 134 g/L Aminosauren (Difco) 100 ml
0,02 % (w/v) Biotin in Aqua dem. 2 mi
2 % (w/v) Histidin in Aqua dem. 2ml
40 % (w/v) Glucose in Aqua dem. 50 ml
Aqua dem. 846 ml

Nach Autoklavierung des entmineralisierten Wassers erfolgte die Zugabe
von sterilfiltrierten Aminosauren, YNB und Glucose.

Die Zusammensetzung von Minimalmethanolmedium (MM) +/- Histidin ist
identisch mit Minimalglucosemedium mit der Ausnahme, daB3 statt Glucose
0,5 % (v/v) Methanol verwendet wird.

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem jeweiligen Medium vor dem
Autoklavieren 2 % (w/v) Bacto-Agar zugesetzt. Zur Ausiibung des Selektions-
drucks wurde auf die Zugabe von Histidin verzichtet.

2.4.3. Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens

Die Anzucht von A.tumefaciens des Stammes ATHV Cs58C1 erfolgte in
Fliissigkultur und auf Agarplatten aus YEB-Medium bei 28°C. Zur Selektion
wurde dem Medium Rifampicin zugesetzt, das aus einer wissrigen,
sterilfiltrierten Stammlosung (40 mg/ml) auf eine Endkonzentration von
80 yug/ml verdiinnt wurde. Um eine optimale Beliiftung zu gewahrleisten,
wurde bei der Fliissigkultur maximal 10% des Kolbenvolumens fiir das
Medium genutzt.
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YEB-Medium

Trypton 0,5% (w/v)
Hefeextrakt (Difco) 0,5% (w/v)
NaCl 50 mM

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 7,8 eingestellt.

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem YEB-Medium vor dem
Autoklavieren 1,5 % (w/v) Micro-Agar zugesetzt.

2.4.4. Abschitzung der Konzentration von Mikro-
organismen

Eine grobe Abschiatzung der Konzentration von Bakterien und Hefe erfolgte
mit Hilfe eines Photometers durch die Triibungsmessung. Unter Triibung
versteht man die Ablenkung von Licht an in dem im Medium suspendierten
kleinen Teilchen. Die Triibungsmessung kann zur Konzentrationsab-
schatzung eingesetzt werden, wenn die Organismenzahl groBer als 10° pro
cms3 ist. Die Triibung einer Kultur wurde bei einer Wellenlange von 600 nm
durch die Bestimmung der scheinbaren Extinktion gemessen. Fiir ODsoo=1
wurde fiir E. coli ein Wert von 8x108 Zellen pro cms3 zugrundegelegt.
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2.5. Molekularbiologische Techniken

2.5.1. Transformation von E. coli
2.5.1.1. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach dem Protokoll der
Firma Qiagen ,,The QIAexpressionist® [156].

Eine LB-Vorkultur wurde mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. 1 ml dieser Vorkultur wurde mit
100 ml des raumtemperierten LB-Selektivmediums versetzt und bis zu einer
ODs00=0,5 bei 37°C unter Schiitteln kultiviert. AnschlieBend wurde das
Zellwachstum durch 5 min Inkubation in Eis gestoppt, und die Zellen
wurden durch die Zentrifugation bei 4000 x g, 5 min, 4°C absedimentiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Sediment in 30 ml eiskaltem TFB1-
Puffer vorsichtig resuspendiert. Die Zellen wurden 90 min in Eis inkubiert
und anschlieBend unter identischen Bedingungen wie zuvor sedimentiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Sediment in 4 ml eiskaltem TFB2-
Puffer vorsichtig resuspendiert. Die nun kompetenten Zellen wurden
entweder sofort fiir die Transformation eingesetzt oder in 200 ul-Aliquots in
MikroreaktionsgefaBen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

TFB1-Puffer

RbCl 100 mM
MnCl, 50 mM
CH3;COOK 30 mM
CaCl; 10 mM
Glycerol 15% (w/v)
Aqua dem. g.s.

Der TFB1-Puffer wird — falls erforderlich — auf einen pH-Wert von 5,8
eingestellt und sterilfiltriert.
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TFB2-Puffer

MOPS 10 mM
RbCl 10 mM
CaCl, 75 mM
Glycerol 15% (w/v)
Aqua dem. g.s.

Der TFB2-Puffer wird mit KOH auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt und
sterilfiltriert.

2.5.1.2. Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die kompetenten Zellen wurden langsam in Eis aufgetaut. Den 100 pl
kompetenten Zellen wurden ca. 10 ng der DNA aus einem Ligationsansatz
bzw. 0,1-1 ng superhelikaler DNA in weniger als 10 upl Volumen
hinzugegeben. Der Transformationsansatz wurde vorsichtig gemischt und 30
min in Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 40 s und eine
erneute, kurze Inkubation in Eis (2 min). Zur Regeneration der Zellen und
zur Etablierung der Plasmide wurde der Transformationsansatz mit 400 ul
SOC-Medium versetzt und 1 h bei 37°C und 200 rpm ohne Selektionsdruck
inkubiert. AnschlieBend wurden 250 ul vom Transformationsansatz auf LB-
Selektivmedium ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht bebriitet.

SOB-Medium

Pepton 10,0g
Hefeextrakt 25¢g
KCI 0,09¢
NaCl 0,39
Aqua dem. ad 498 ml

Diese Losung wird mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt,
autoklaviert und mit jeweils 0,5 ml sterilfiltrierter 1 M MgCly-Lsg. und 1 M
MgSOs-Lsg. versetzt.

SOC-Medium

Das SOB-Medium wird mit der 40%-igen, sterilfiltrierten Glucose-
Stammldsung auf 20 mM Glucose eingestellt.
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2.5.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Je nach benotigter Reinheit und Menge von Plasmid-DNA wurden
unterschiedliche Plasmidpraparationsmethoden angewandt. Zur schnellen
Praparation von kleinen Mengen Plasmid-DNA wurde die modifizierte
Methode nach Riggs & McLachlan angewendet [157]. Sie ist kostengiinstig
und liefert DNA, die ohne weitere Reinigungsschritte fiir die
Restriktionsanalyse geeignet ist. Um Plasmid-DNA in Sequenzierqualitat
oder in groBeren Mengen zu erhalten, wurden saulenchromatographische
Verfahren mit dem Material und nach den Angaben verschiedener Hersteller
genutzt.

2.5.2.1. Mini-Plasmid-DNA-Priaparation nach Riggs &
McLachlan

Ein Aliquot (1,5 ml) einer UN-Kultur wurde 30 s absedimentiert, dekantiert,
das Sediment in 200 pl BF-Puffer mit Lysozym (1 mg/ml BF) resuspendiert
und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellyse erfolgte 1 min lang
im siedenden Wasserbad, gefolgt von 5 min Inkubation in Eis. AnschlieBend
wurden Zelltriimmer und genomische DNA 30 min lang abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein mit 480 ul Isopropanol-Mix gefiilltes ReaktionsgefiB
tiberfiihrt. Die Probe wurde kurz gemischt, fiir die Fallung der Nucleinsauren
30 min bei Raumtemperatur inkubiert und 30 min lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Nucleinsiure-Sediment mit 500 pl
eiskaltem, 70%-igem Ethanol gewaschen. Anschliefend wurde das Sediment
bei Raumtemperatur getrocknet und je nach gewiinschter DNA-
Konzentration in 30 bis 100 ul RNaseA-haltigem Aqua dem. aufgenommen
(1 ul RNaseA-Stammlosung auf 100 ul Aqua dem.). 1 bis 3 ul von dieser
Plasmid-DNA-Losung wurden fiir die Restriktionsanalyse eingesetzt.

Alle Zentrifugationsschritte bei der Mini-Plasmid-DNA-Praparation wurden
in einer Biofuge 13 (Heraeus) bei Raumtemperatur und 13000 rpm
durchgefiihrt.



Material und Methoden 57

BE-Puffer

Sucrose 8% (w/v)
Triton X-100 0,5% (w/v)
EDTA, pH = 8,0 50 mM
Tris-HCI, pH = 8,0 10 mM

Isopropanol-Mix
pro 1 Probe, stets frisch angesetzt

Isopropanol 400 pl
5 M CH3COONH,4 80 pl

RNaseA-Stammlosung

RnaseA 100 mg
Aqua dem. 1 ml

Lysozym-Stammldsung

Lysozym 20 mg
Aqua dem. 1 ml

2.5.2.2. Praparation groBerer Mengen Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmid-DNA in groSeren Mengen oder in
Sequenzierqualitdt wurden saulenchromatographische Verfahren der Firmen
Qiagen (Hilden), Sigma-Aldrich (Darmstadt) und Macherey-Nagel (Diiren)
angewendet. Das gemeinsame Prinzip dieser Verfahren beruht auf einer
selektiven Bindung der Plasmid-DNA an das Saulenmaterial unter hohen
Salzkonzentrationen und einer Elution der DNA unter Niedrigsalz-
bedingungen. Im allgemeinen wurden zu diesem Zweck Bakterienkulturen in
einem Volumen von 100 bis 250 ml mit dem entsprechenden Antibiotikum
iiber Nacht kultiviert und nach den Angaben des Herstellers aufgearbeitet.
Bei dieser Methode wurde die Qualitit der Plasmid-DNA durch genau
aufeinander abgestimmte Pufferbedingungen wund Protokollschritte
reproduzierbar sichergestellt.
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2.5.2.3. Konzentrationsbestimmung von Nucleinsiduren

Die Konzentrationsbestimmung von Nucleinsduren wurde photometrisch
durchgefiihrt. Die Absoptionsmessungen erfolgten im Absorptionsmaximum
von Nucleinsauren bei einer Wellenlange von 260 nm.

Bei Asso=1 (Absoption bei 260 nm) wurde fiir Oligonucleotide eine
Konzentration von 33 pg/ul und fiir doppelstrangige DNA eine
Konzentration von 50 pg/ul zugrunde gelegt [155].

Da das Absorptionsmaximum von aromatischen Aminosdauren bei einer
Wellenlange von 280nm liegt, wurde der Reinheitsgrad der
Nucleinsaurelosungen (Verunreinigung mit Proteinen) aus dem Verhaltnis
Ass0/Asso abgeschitzt. Asso/Ass0 sollte bei DNA zwischen 1,8 und 1,9 liegen.

2.5.3. Enzymatische Modifikation von DNA
2.5.3.1. DNA-Restriktionsanalyse
Mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen wurde DNA spezifisch an

bestimmten Stellen gespalten. Die Restriktionen erfolgten nach Angaben der
Enzym-Hersteller. Ein Restriktionsansatz enthielt im einzelnen:

zu spaltende DNA
1/10 Volumen von der entsprechenden 10 x Puffer-Losung

ca. 1 Unit Restriktionsendonuclease pro 1 ug eingesetzter DNA

gegebenenfalls 1/100 Volumen von der 100 x BSA-Losung

und wurde auf ein Volumen von 8 — 10 ul mit Aqua dem. aufgefiillt. Die
Dauer der enzymatischen Reaktion wurde durch die eingesetzte Menge der
zu spaltenden DNA sowie des Restriktionsenzyms bestimmt und betrug im
Normalfall ca. 1 Stunde.

Nach DNA-Spaltung wurden die DNA-Fragmente gelelektrophoretisch
aufgetrennt (2.6.2.1.) und iiber einen Vergleich mit DNA-GroBSenstandards
(Tabelle 2.5.) hinsichtlich ihrer GroBe tiberpriift.
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Tabelle 2.5: DNA-GroRenstandards

DNA-GroRenstandard Fragmentgrofen (bp)

Lambda-DNA / BstEIl 1410; 850; 720; 640; 570; 480; 430; 370;
(New England Biolabs) 230; 190; 140; 130; 70; 20; 10
pBR322-DNA /Bqglll / Hinfl 2176; 1766; 1230; 1033; 653; 517; 453;
(Boehringer) 394; 298; 234; 154

pBR322-DNA / Alw44l / Mval | 2619; 1857; 1246; 1058; 929; 498; 383;
(MBI-Fermentas) 121; 13

2.5.3.2. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Zur Verhinderung der Religation einer linearisierten Vektor-DNA wurden
deren Enden dephosphoryliert. Dies wurde insbesondere dann durchgefiihrt,
wenn der Vektor mit nur einem Restriktionsenzym linearisiert wurde, so dal3
seine Enden kompatibel zueinander waren. Die Entfernung der Phosphat-
gruppen an 5-DNA-Enden erfolgte enzymatisch mit Alkalischer
Phosphatase aus Kilberdarm (CIP). Hierzu wurde ca. 1 Unit CIP pro 1 pg
Vektor-DNA 30 min nach Beginn einer Restriktion direkt zum
Restriktionsansatz zugegeben und 60 min bei 37°C inkubiert.

2.5.3.3. Phosphorylierung von freien DNA-5’-Enden.

Die durch Polymerase-Kettenreaktion erzeugten DNA-Fragmente sind an
ihren 5’-Enden nicht phosphoryliert. Um die Ligation mit
dephosphorylierter Vektor-DNA (2.5.3.2.) zu ermoglichen, wurden sie zuvor
mit Hilfe einer T4-Polynucleotidkinase nach Angaben der Enzym-Hersteller
phosphoryliert.

2.5.3.4. Ligation

Die Ligation der DNA-Fragmente (Inserts) mit entsprechend vorbehandelten
Vektoren (2.5.3.2; 2.5.3.3.) wurde durch das Enzym T4-DNA-Ligase
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katalysiert. In einer ATP-abhiangigen Reaktion bildet diese einen
Phosphodiester aus der 5’-Phosphatgruppe und der 3’-OH-Gruppe von
DNA-Molekiilen und ligiert somit Vektor- und Insert-DNA mit glatten
Enden (blunt ends) oder komplementiren Uberhingen (sticky ends).

Fiir eine optimale Ligationseffizienz wurden in einem moglichst kleinen
Volumen (10 — 20 ul) Insert-DNA und linearisierter Vektor in einem
molaren Verhaltnis von 2:1 bis 3:1 eingesetzt und mit T4-DNA-Ligase in
einem ATP-haltigen T4-DNA-Ligase-Puffer iiber Nacht bei 16°C inkubiert.
Die Menge des Enzyms richtete sich nach der eingesetzten DNA-Menge und
betrug fiir einen Ligationsansatz 0,5 bis 0,7 Weiss Units. Zur
Ligationskontrolle =~ wurde ein Ligationsansatz ohne Insert-DNA
durchgefiihrt. Kompetente E. coli-Zellen wurden schlieflich  mit
Ligationsansatzen transformiert.

2.5.4. Polymerase-Kettenreaktion und Klonierungen
2.5.4.1. Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Methode der Polymerase-Kettenreaktion [158] ist es moglich, aus
sehr geringen Mengen von DNA grofSere Mengen in vitro zu amplifizieren
und die DNA dadurch fiir weitere Experimente zuganglich zu machen. In
dieser Arbeit wurde die PCR zur Amplifizierung von Glucosyltransferase-
und anderen DNA-Sequenzen aus verschiedenen Organismen verwendet.
Die Amplifizierung erfolgte mit Primern, deren Enden in bestimmten Fallen
noch durch die spezifischen Sequenzen fiir Restriktionsendonucleasen
erganzt waren, um eine Klonierung der Amplifikate in entsprechende
Vektoren zu ermoglichen. Die Primer wurden von den Firmen Sigma
Genosys (ehemals Sigma-ARK, Darmstadt) und MWG-Biotech (Ebersberg)
hergestellt. Als Template dienten genomische DNA aus verschiedenen
Organismen sowie andere DNA-Matrizen™. Die PCR wurde — der jeweiligen
Fragestellung angepaBBt — nach unterschiedlichen Programmen und mit
verschiedenen DNA-Polymerasen durchgefiihrt. An dieser Stelle wird das

* nahere Angaben zu den in dieser Arbeit verwendeten Templates werden bei der Beschreibung der

jeweiligen Versuche im Abschnitt 3 gemacht
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Standardprotokoll erlautert, nach dem die meisten Amplifizierungen
durchgefiihrt wurden.

PCR-Standardansatz

DNA-Matrize 100 ng
Primer 1 0,5 uM
Primer 2 0,5 uM
dNTP-Mix (2,5 mM je Nucleotid) 50 uM
MgCl, 1,5 mM
PCR-Puffer g.s.
Vent-Polymerase 5 Units
Aqua dem. ad 50 pl

Anstelle der Vent-Polymerase wurden unter entsprechender Anpassung der
Reaktionsparameter auch die Pfu-Polymerase, die Turbo-Pfu-Polymerase,
die Taq-Polymerase und die Proof-Start-Polymerase verwendet (welche
Polymerase bei den einzelnen Experimenten verwendet wurde, wird in
Abschnitt 3 beschrieben).

PCR-Standardprogramm

1. Denaturierung 95°C / 4 min
2. Denaturierung 95°C/30s
3. Primer-Hybridisierung 50 — 64°C / 35 s (Primer-abhangig)
4. Polymerisation 72°C /2 min
(die Abfolge 2. — 3. — 4. wurde je nach Fragestellung 20 bis 40 Mal wiederholt)
5. Polymerisation 72°C /10 min
6. Termination 4°C

Die PCR-Amplifikate wurden in einem 1,0%-igen Agarosegel aufgetrennt
(2.6.2.1.) und geeignete Banden aus dem Gel eluiert (2.6.2.2.). AnschlieBend
erfolgte die Klonierung der Amplifikate in ausgewahlten Vektoren.
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AuBler zu der praparativen Anwendung bei der PCR wurde diese Technik
auch zu analytischen Zwecken eingesetzt. Hierbei wurde eine sehr hohe
Spezifitit ausgenutzt, mit der eine bestimmte DNA-Sequenz mittels PCR
serkannt“ wird. Aus diesem Grund wurde die PCR-Technik in dieser Arbeit
zur schnellen Durchmusterung von Bakterienkolonien verwendet (Kolonie-
PCR). Mit einer sterilen Spitze wurde eine Kolonie gepickt und damit eine
Replikaplatte angeimpft. Die an der Spitze verbliebenen Bakterien wurden in
ein PCR-Reaktionsgemisch iiberfiihrt und die PCR gestartet. Beim ersten
Denaturierungsschritt der PCR wurde mit dem AufschluB der Bakterien die
Plasmid-DNA freigesetzt. Bei dieser Anwendung wurde die Dauer des ersten
Programmschrittes auf 6 min erhoht und die Polymerase erst wahrend des
zweiten Denaturierungsschrittes hinzugegeben. Die anschlieBende Gel-
elektrophorese der PCR-Produkte zeigte anhand der Anwesenheit eines
Produkts der erwarteten GroBe, ob die entsprechende Kolonie positiv war.

In anderen Experimenten wurde auf die gleiche Weise der Nachweis eines
bestimmten Sequenzabschnittes in einem Plasmid erbracht.

Desweiteren wurde in dieser Arbeit die PCR-Technik zur gerichteten DNA-
Mutagenese eingesetzt. Diese Anwendung wird eingehend im Abschnitt
3.2.5. beschrieben.

2.5.4.2. Klonierung von PCR-Produkten in pBAD-TOPO- und
pCR2.1-Vektoren

Zur direkten Klonierung der PCR-Amplifikate wurden in dieser Arbeit die
zeitsparenden pBAD-TOPO- und pCR2.1-Vektorsystemen der Firma
Invitrogen benutzt. Dabei handelt es sich um linearisierte Vektoren mit
3’-Desoxythymidin-Uberhingen. Fiir die Ligation mit diesen Vektoren muB
das PCR-Produkt am 3’-Ende Desoxyadenosin tragen. Bei der Behandlung
mit Taq-Polymerase sind die Amplifikate an ihren Enden bereits adenyliert.
PCR-Produkte, die mit einer Polymerase ohne Template-unabhangige
Transferase-Aktivitat amplifiziert wurden (dazu gehoren z.B. die Pfu- und
die Vent-Polymerase), wurden nach Beendigung der PCR 10 min bei 72°C
mit der Taqg-Polymerase adenyliert. Die adenylierten PCR-Produkte wurden
elektrophoretisch in einem Agarosegel gereinigt (2.6.2.1.) und aus dem Gel
eluiert (2.6.2.2.). Die anschlieBende ,Ligation“ im pBAD-TOPO- / pCR2.1-
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System erfolgte nicht mittels einer DNA-Ligase, sondern durch eine kovalent
gebundene Topoisomerase [159].
Folgender Reaktionsansatz wurde fiir die Klonierung hergestellt:

PCR-Produkt 5-10 ng
pBAD-TOPO- oder

pCR2.1-Vektor 5ng
(nur bei pCR2.1)

1,2 M NacCl; 0,06 M MgCl, 1 ul
Aqua dem. ad 5 pl

Der Ansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden die kompetenten E. coli-TOP-10-Zellen direkt mit dem Reaktions-
ansatz transformiert.

2.5.4.3. Klonierung in Expressionsvektoren

Zur Expression der Zielproteine wurden in dieser Arbeit verschiedene
Expressionssysteme eingesetzt. Zur bakteriellen Expression eines Ziel-
Proteins wurde die entsprechende kodierende Sequenz (CDS) in einem
pBAD-TOPO-Vektor bzw. in einem der pET-Vektoren kloniert.

Die Expression des offenen Leserahmens in einem pBAD-TOPO-Vektor steht
unter der Kontrolle des araBAD-Promotors (Pgap) [160]. Der Pgap wird
durch das Genprodukt von AraC reguliert [161], welches ebenfalls auf dem
pBAD-TOPO kodiert ist und unter Kontrolle des Promotors Pc steht. Die
Induktion dieses Promotors wird durch den Zusatz von L(+)-Arabinose
ausgelost.

Die Funktionsweise des pET-Expressionssystems (Novagen) beruht auf der
Transkription der Kklonierten DNA durch die Bakteriophagen-T7-RNA-
Polymerase. Dazu ist in allen pET-Vektoren dem Polylinker ein T7-Promotor
vorgeschaltet, von dem aus die Transkription in Richtung Insert startet. Die
Expression der klonierten DNA kann daher nur in Gegenwart von T7-RNA-
Polymerase erfolgen. Den fiir die Expression verwendeten E. coli-Staimmen
(wie z.B. BL21(DE3)) wurde das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase in das
Genom integriert. Dieses Gen steht unter Kontrolle des lacUV5-Promotors
und ist deshalb mit IPTG induzierbar. Die Klonierung des Konstruktes
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erfolgt in einem Stamm ohne T7-RNA-Polymerase (wie z.B. XLi-Blue). So
kann in dieser Phase die unerwiinschte Produktion des fiir E. coli
moglicherweise toxischen Proteins unterbunden werden. Ein Expressions-
stamm mit T7-RNA-Polymerase wird dann mit dem fertigen Konstrukt
transformiert. Die Expressionskultur wird zunichst in Abwesenheit von
IPTG angezogen. Sobald sich die Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase befinden, kann die Induktion durch die Zugabe von IPTG
erfolgen und die Transkription der Zielsequenz beginnen. Das System aus
T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle eines lacUV5-Promotors fiihrt zur
Synthese groBerer Mengen von mRNA. Unter gilinstigen Umstanden kann
dies zur Akkumulation des gewiinschten Proteins im Bereich von 40-50%
des Gesamtzellproteins fithren [162]. AuBerdem stehen in pET-Vektoren
eine N-terminale (pET19b) bzw. eine C-terminale (pET24a-d) His-tag-
Sequenz fiir die affinitatschromatographische Aufreinigung zur Verfiigung.
Zur Expression in der Hefe P.pastoris wurden die pPIC-Vektoren
(Invitrogen) und zur Expression in Pflanzen die binidren Vektoren aus der
CAMBIA-Vektor-Familie eingesetzt (CAMBIA — Center for the Application
of Molecular Biology to International Agriculture, Canberra, Australien).
Die Funktionsweisen dieser Vektoren werden in den nachfolgenden Kapiteln
erlautert.

Die Klonierungen erfolgten im Allgemeinen nach zwei verschiedenen
Strategien.

In den meisten Fillen wurde die CDS mittels PCR amplifiziert und zunichst
in einem dafiir geeignetem Vektor (z.B. pCR2.1-TOPO) subkloniert (2.5.4.2.).
Die PCR-Primer waren dabei so konzipiert, daB das Amplifikat vor dem
ersten ATG und nach dem STOP-Codon spezifische Erkennungssequenzen
fiir bestimmte Restriktionsendonucleasen enthielt, die auch in dem
ausgewahlten Expressionsvektor vorhanden waren. AnschlieBend wurde das
Insert mit Restriktionsenzymen herausgeschnitten und in einen mit den
gleichen Endonucleasen linearisierten Expressionsvektor umkloniert.

Zum anderen wurde das PCR-Produkt ohne Subklonierung gleich in den
zuvor linearisierten Expressionsvektor eingesetzt. Auch in diesem Fall
enthielt das Amplifikat an seinen beiden Enden die mittels Primer-
Engeneering  eingefiihrten  spezifischen = Endonuclease-Erkennungs-
sequenzen. Direkt an diese Erkennungssequenzen wurde auBerdem noch
jeweils eine aus 3 bis 7 Nucleotiden bestehende Nonsense-Sequenz angefiigt,
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die dazu diente, die Restriktion kurz vor dem Ende eines DNA-Stranges zu
ermoglichen (verschiedene Restriktionsenzyme brauchen unterschiedlich
viele Anhang-Nucleotide, um den DNA-Strang an seinem Ende zu spalten).
Das PCR-Produkt und der Expressionsvektor wurden mit den entsprechen-
den Restriktionsenzymen behandelt (2.5.3.1.). Die anschlieBende Ligation
erfolgte nach dem im Abschnitt 2.5.3.4. beschriebenen Protokoll.

In jedem Fall wurden sowohl die PCR-Amplifikate als auch die
Expressionsvektoren vor jeder Klonierung elektrophoretisch in Agarosegelen
gereinigt (2.6.2.1.) und die Expressionsvektoren nach der Linearisierung
gegebenenfalls dephosphoryliert (2.5.3.2.).

2.5.5. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Bei der Amplifizierung eines DNA-Abschnitts mittels PCR konnen
insbesondere bei Verwendung einer Polymerase ohne proof-reading-
Aktivitat Sequenzfehler auftreten. Um die Richtigkeit der Sequenz zu
iberpriifen, wurde bei wichtigen Plasmiden eine Sequenzierung
durchgefiihrt. Hierzu wurde aus dem jeweiligen positiven Klon die Plasmid-
DNA isoliert (2.5.2.2.) und der interessierende Insert von beiden Seiten
durchsequenziert.

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde nach einer modifizierten
Methode von Sanger et al. durchgefiihrt [163]. Die von einem Oligonucleotid
ausgehende DNA-Synthese wird durch Didesoxynucleosid-Triphosphate
(ddNTPs) zum Abbruch gebracht. ddNTPs besitzen keine 3’-OH-Gruppe, so
daB keine Phosphodiester-Briicke zum nachsten Nucleotid ausgebildet
werden kann. Die beim Synthese-Abbruch entstehenden DNA-Fragmente
werden in einem Hochleistungs-Polyacrylamidgel nach ihrer GroB3e
aufgetrennt. Die endstandigen ddNTPs sind mit vier unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, was eine schnelle, automatisierte
Sequenzerfassung moglich macht.

Die Sequenzierungen wurden von der Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt.
Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe von Computer-
programmen CHROMAS 1.4.3.* und CLUSTAL [164].

* zu finden im Internet unter: http://trishil.sci.gu.edu.au/conor/chromas.html
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2.5.6. Expression von rekombinanten Proteinen in
Pichia pastoris

Zur funktionellen Expression einer pflanzlichen CDS wurde in dieser Arbeit
das bewahrte Expressionssystem der fakultativ methylotrophen Hefe Pichia
pastoris verwendet. Viele eukaryotische Proteine benotigen fiir korrekte
Faltung, Glycosylierungen, Phosphorylierungen etc. eine eukaryotische
Umgebung (ER, Golgi-Apparat) und konnen deswegen in E. coli oft nicht in
funktionstiichtiger Form produziert werden. Somit besitzt P. pastoris
gegeniiber einem bakteriellen Wirtsorganismus den Vorteil, daB
eukaryotische ko- und posttranslationale Modifikationen am Zielprotein
durchgefiihrt werden.

Der fiir die heterologe Expression benutzte pPIC3.5-Vektor von Invitrogen
besitzt einen sehr effizienten AOX1-Promotor. Er ist durch Glucose sowie
andere nichtmethanolische Kohlenstoffquellen reprimierbar und wird durch
Methanol induziert, was eine kontrollierte Expression der interessierenden
CDS erlaubt. Die AlkoholoxidaseI (AOX1), die unter der Kontrolle des
AOXi1-Promotors transkribiert wird, akkumuliert nach methanolischer
Induktion in den Peroxisomen der Hefe und stellt bis zu 30% des
Gesamtzellproteins dar [165].

2.5.6.1. Integration einer Fremdsequenz ins P. pastoris-
Genom durch homologe Rekombination

P. pastoris besitzt im Gegensatz zu vielen anderen Mikroorganismen, wie
beispielsweise der Backerhefe S. cerevisiae, keine eigenen stabilen Plasmide,
so daB die Fremd-DNA nicht episomal repliziert werden kann. Stattdessen
werden die Vektoren, die eine Fremdsequenz enthalten, ins Pichia-Genom
integriert. Eine solche Integration kann durch die homologe Rekombination
bewerkstelligt werden. Bei der homologen Rekombination lagern sich die
homologen Bereiche des in die Zelle eingeschleuBiten Vektors und des Hefe-
Chromosoms aneinander. Durch Enzyme des DNA-Reparatursystems der
Hefe wird die Vektorsequenz komplett in das Hefe-Genom integriert. Die
Effizienz einer homologen Rekombination ist mit ca. 1 bis 10
Transformanten pro pug Plasmid-DNA nicht besonderes hoch [166]. Durch
die Restriktion des zu integrierenden Plasmids in dem Bereich, iiber den die
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homologe Rekombination stattfinden soll, 148t sich die Rekombinations-
frequenz allerdings um den Faktor 10 bis 1000 betrachtlich steigern [166].

In der vorliegenden Arbeit wurde die homologe Rekombination iiber die im
pPIC3.5-Vektor wie in dem Genom des P.pastoris-Empfangerstamms
JC308 vorhandenen Bereiche des AOXi-Promotors durchgefiihrt. Hierzu
wurde der pPIC3.5-Vektor, in den die interessierende Fremdsequenz
kloniert wurde, vor der Transformation im Sequenzabschnitt des AOXi-
Promotors mit BglIl Enzym restringiert.

2.5.6.2. Herstellung kompetenter P. pastoris-Zellen und
Transformation mittels Elektroporation

Zur Herstellung elektrokompetenter P. pastoris-Zellen wurden 100 ml YPD-
Vollmedium (2.4.2.) mit 0,1 ml einer P. pastoris-Ubernachtkultur angeimpft
und unter Schiitteln bei 30°C inkubiert. Bei einer ODe¢oo von 1,3 bis 1,5 wurde
die Zellkultur abzentrifugiert, das Sediment in 500 ml eiskaltem, sterilem
Aqua dem. vorsichtig resuspendiert und die Zentrifugation wiederholt (hier,
wie auch im weiteren Verlauf, wurde die Zentrifugation 5 min bei 1500 x g
und 4°C durchgefiihrt). Nach Aufnahme des Sediments in 50ml Aqua dem.
wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und in 10 ml eiskaltem, sterilem
1M Sorbitol aufgenommen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurden die nun kompetenten Zellen in 200 pul 1 M Sorbitol vorsichtig
resuspendiert.

Zur Transformation wurden 80 pl kompetenter Zellen in einer auf Eis
vorgekiihlten Elektroporationskiivette (2 mm Elektrodenabstand, Biorad)
mit etwa 10 pg linearisierter, salzfreier Plasmid-DNA (maximales Volumen
10 ul) vermischt. Nach einer 5 miniitigen Inkubation in Eis wurde die
Kiivette in den Elektroporator eingesetzt, und die Zellen wurden durch einen
Spannungsimpuls von 1500 V transformiert. Bei der Elektroporation werden
die Zellmembranen der zu transformierenden Zellen durch kurze (10 ps)
elektrische Impulse hoher Feldstarke (ca. 12,5 kV/ cm) fiir die Plasmid-DNA
durchlassig gemacht.

Nach der Elektroporation wurde der Transformationsansatz sofort mit 1 ml
1M Sorbitol vermischt, 2 h bei 30°C inkubiert und anschlieBend auf



Material und Methoden 68

mehreren Histidin-Selektivplatten ausplattiert (100 pl Zellen pro
Agarplatte). Die transgenen P. pastoris-Kolonien wuchsen in etwa 3-4 Tagen
heran.

2.5.6.3. Mut*/MutS-Screening auf positiv transformierte
P. pastoris-Kolonien

Waihrend der homologen Rekombination wird das AOXi-Wildtypgen im
Pichia-Genom durch die pPIC3.5-Expressionskassete ersetzt. Nach dieser
Rekombination, der nach verschiedenen Angaben bei 2 bis 20% aller
Transformanten auftritt [165, 167], zeigen die Kolonien einen sogenannten
MutS-Phanotyp. Zur Methanol-Utilisierung steht den Zellen dieses
Phanotyps nur noch die wesentlich weniger aktive Alkoholoxidase II zur
Verfiigung*. Die Muts-Kolonien wachsen daher nur sehr langsam auf
methanolhaltigen Medien.

Neben dem oben beschriebenen erwiinschten Rekombinationsereignis kann
der in der Vektorsequenz enthaltene HIS4-Selektionsmarker mit homologen
Bereichen im Hefe-Genom rekombinieren. Die dabei entstehenden Kolonien
haben einen Mut*-Phanotyp. Da diese Kolonien nach wie vor ein intaktes
AOX1-Wildtypgen besitzen, wachsen sie auf methanolhaltigen Medien mit
normaler Geschwindigkeit.

Die Organismen mit MutS- und Mut+-Phanotypen haben auf der integrierten
Vektorsequenz jeweils ein Histidin-Gen (His*-Phanotyp). Das bedeutet, daf3
sowohl MutS- als auch Mut*-Stamm auf histidindefizienten Medien normal
wachsen. Auf methanolhaltigen Medien lassen sie sich aber sehr gut durch
ihre Wachstumsgeschwindigkeit unterscheiden.

Zum Mut+/MutS-Screening wurden deshalb 100 bis 200 Einzelkolonien, die
bereits auf histidindefizienten Agar-Platten wuchsen, mit einem sterilen
Zahnstocher jeweils auf MM- und MD-Platten (2.4.2.) ausgestrichen. Nach
24 h Inkubation bei 30°C wurden die Kolonien auf ihr Wachstumsverhalten
tiberpriift. Aufgrund ihres langsameren Wachstums waren die Kolonien mit
MutS-Phanotyp deutlich von den Mut+-Kolonien zu unterscheiden.

* 95% des Methanolumsatzes bei P. pastoris werden von der Alkoholoxidase | bewerkstelligt
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2.6. Biochemische Techniken

2.6.1. Proteinreinigung und -aufbereitung
2.6.1.1. AufschluB3 durch Erhitzung mit SDS-Probenpuffer

Die einfachste Methode der Probenvorbereitung, um moglichst alle Proteine
einer Probe elektrophoretisch zu trennen und das Gesamtproteinmuster zu
analysieren, ist die Mischung der Zellen einer Expressionskultur mit 2 x
SDS-Probenpuffer. Dabei wird ein Teil der Zellprobe mit einem Teil 2 x SDS-
Probenpuffers gemischt und 5 min bei 96°C inkubiert. Die Proteine werden
dabei denaturiert und im Probenpuffer gelost. Die Nichtprotein-
Komponenten der Probe werden 5 min bei 13000 rpm (Biofuge 13, Heraeus
Instruments) abzentrifugiert. Allerdings konnen abhangig von der Proben-
zusammensetzung die Banden unscharf werden und die Nichtprotein-
Komponenten der Probe bei der Gelfairbung ebenfalls angefarbt werden.
Diese Methode wurde demnach nur zum schnellen Screening verwendet.

3 x SDS-Probenpuffer

Sammelgelpuffer 1,75 ml
Glycerin 1,5ml
10% (w/v) SDS-Lsg. 5,0 ml
-Mercaptoethanol 0,5 ml
0,1% Bromphenolblau-Lsg.

in Ethanol 1,25 mi

Zur Herstellung des 1 x oder 2 x SDS-Probenpuffers wurde der 3 x Puffer
entsprechend mit Aqua dem. verdiinnt. Die Herstellung des Sammelgel-
puffers wird im Abschnitt 2.6.2.3. beschrieben.

2.6.1.2. Schatz’scher Aufschluf3

Die Extraktion von Proteinen aus Hefezellen erfolgte u.a. durch den
Schatz’schen AufschluB. Hierzu wurden etwa 30 mg Zellen mit 1 ml Aqua
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dem., 148 ul 2 M NaOH und 12 ul B-Mercaptoethanol versetzt und 10 min in
Eis belassen. Danach wurden 160 ul 50% (v/v) Trichloressigsaure
hinzugegeben, die Probe wurde gemischt und erneut 10 min in Eis inkubiert.
Es folgten 2 min Zentrifugation (13000 rpm; Biofuge 13, Heraeus
Instruments), der Uberstand wurde verworfen und das Sediment fiir eine
Minute mit 500 ul 1 M Tris-Puffer (pH = 8,0) iiberschichtet. Der Tris-Puffer
wurde wieder abgenommen; das Sediment anschlieBend in 100 — 200 ul
SDS-Probenpuffer (2.6.1.1.) resuspendiert und 5 min bei 96°C inkubiert. Die
Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (5 — 15 min bei 13000 rpm; Biofuge 13,
Heraeus Instruments) und der Uberstand wurde mittels SDS-PAGE
analysiert.

2.6.1.3. Priaparation der Gesamtmembranen aus Hefe

Um Membranproteine fiir weitere Analysen zu konzentrieren, wurde die
Gesamtmembranfraktion von anderen Zellfraktionen abgetrennt.

Die Zellen einer 100 ml-Hefekultur (OD¢oo = 4 — 6) wurden durch 5 min
Zentrifugation bei 2000 x g und 4°C sedimentiert und das Sediment wurde
mit Membranpuffer gewaschen. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden
unter Kiihlung oder in Eis durchgefiihrt. Das Zellsediment wurde in 6 ml
eiskaltem AufschluBpuffer resuspendiert. Es wurden 10 ml Glasperlen
(500 um Durchmesser, in Saure gewaschen) und 120 ul 100 x PMSF
zugegeben. AnschlieBend wurde die Probe 10 x 30 s heftig auf einem
Vibromischer gemixt (mit jeweils 30 s Pause in Eis). Nach nochmaliger
Zugabe von 10 ml eiskaltem AufschluBpuffer und 100 ul 100 x PMSF wurde
die Probe erneut fiir 30 s auf einem Vibromischer gemixt. Mittels
Zentrifugation (1800 x g, 4°C fiir 5 min) wurden die Zelltriimmer und die
noch intakten Zellen abzentrifugiert, der Uberstand wurde abpipettiert.
Nach dem ZellaufschluB wurden nun die Membranen durch einen
Ultrazentrifugationsschritt (100000 x g, 4°C, 60 min) sedimentiert und
anschlieBend mit Hilfe eines Potter-Homogenisators in 3 — 4 ml
Membranpuffer (mit entsprechend 30 bis 40 ul 100 x PMSF) resuspendiert.
Die so praparierte Gesamtmembranfraktion konnte portionsweise in 1,5-ml-
MikroreaktionsgefaBen eingefroren und bei -70°C gelagert werden.
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AufschluRpuffer

Kaliumphosphat 50 mM
EDTA 1 mM
Glycerin 5% (viv)

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 7,4 eingestellt.

Membranpuffer
Tris 50 mM
NaCl 150 mM

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,4 eingestelit.

100 x PMSF

100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid wurde in Dimethylsulfoxid geldst. Bei
Lagerung bei -20°C konnte die Losung ca. 1 Jahr benutzt werden.

2.6.1.4. Reinigung eines Expressionsprodukts mit His-tag

Die Reinigung der His-tag-Proteine erfolgte mittels immobilisierter Metall-
Affinitatschromatographie (IMAC). Diese Methode versprach hohe
Reinigungseffizienz bei relativ niedrigem Zeitaufwand. Das Prinzip der
Methode wird nachfolgend kurz erlautert.

Bei der IMAC wird die Eigenschaft einiger Aminosauren ausgenutzt, als
Elektronendonor reversibel an die auf festen Oberflaichen immobilisierten
Metall-Kationen zu binden [168]. Aminosauren mit diesen Eigenschaften
sind Histidin, Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin. Gegeniiber Histidin
besitzen Kupfer und Nickel die hochste Bindungsaffinitat [169].

Der in dieser Arbeit verwendete Nickel-Nitrilotriessigsaure-Komplex (Ni-
NTA-Komplex) ist das gebrauchlichste Material fiir die affinitaitschromato-
graphische Reinigung von Proteinen mit einem His-tag [170, 171]. Die NTA
ist iiber einen ,Spacer-Arm“ an das Trager-Material — iiblicherweise an
Agarose — gebunden und somit immobilisiert.

Die His-tag-Proteine tragen an ihrem Amino- oder Carboxyl-Terminus
mehrere Histidine hintereinander (iiblicherweise 6 bis 10) und bilden mit
Ni-NTA-Agarose einen stabilen Chelatkomplex mit dem Ni2+-Kation als
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Zentralatom (Abb. 2.1.). Die Bindungsaffinitdt von einem 6 xHis-tag-Protein
an Ni-NTA-Agarose ist starker als bei einer Antigen-Antikorper-Interaktion

[156].
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Abb. 2.1: Wechselwirkungen zwischen Ni-NTA-Agarose und einem His-tag-Polypeptid

Die Stabilitat eines solchen Chelatkomplexes hangt u.a. vom pH-Wert in der
umgebenden Losung und von der Konzentration fremder ligandenfahiger
Teilchen ab. Durch Erniedrigung des pH-Wertes auf pH = 7,0 werden die
Imidazol-Seitenketten der Histidine protoniert und konnen nicht mehr mit
Ni-NTA interagieren. Andererseits konnen die His-tag-Proteine durch die
Erhohung der Konzentration von Imidazol von ihrer Bindestelle am
Zentralatom verdrangt werden. Beide Moglichkeiten werden bei der Elution
des an Tragermaterial gebundenen Proteins ausgenutzt.

2.6.1.5. Reinigung eines His-tag-Proteins unter nativen
Bedingungen

Im einfachsten Fall konnte das Expressionsprodukt in loslicher Form
vorliegen. Es wiirde dann im schwach basischen pH-Bereich an die Ni-NTA-
Agarose binden, und die Elution konnte sehr schonend iiber die Erhohung
der Imidazol-Konzentration durchgefiihrt werden.
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Die Reinigung nach dieser Methode wurde nach einem leicht modifizierten
Protokoll und mit Ni-NTA-Minisaulen der Firma Qiagen (Hilden)
durchgefiihrt [172]. Hierzu wurden die Zellen aus einer 100 ml-Kultur in 2
ml Lysispuffer A resuspendiert und 30 min in Eis inkubiert. Die geringe
Imidazol-Konzentration im Lysispuffer (10 mM) verringert die unspezifische
Bindung von Proteinen an die Ni-NTA-Minisaule. Die Zellen wurden mittels
Ultraschallstab aufgebrochen (6 Zyklen je 10 Sekunden mit jeweils 10
Sekunden Pause dazwischen) und die Zelltriimmer 20 min bei 4°C und 4000
rpm (Kiihlzentrifuge 5810 R, Eppendorf) abzentrifugiert. Eine kleine Menge
vom Zellysat wurde fiir die SDS-PAGE-Analyse aufbewahrt. Eine Ni-NTA-
Minisaule wurde mit 600 pl Lysispuffer A equilibriert. Das Zellysat wurde in
600 pul — Portionen mittels Zentrifugation bei 2000 rpm (Tischzentrifuge
Biofuge pico, Heraeus Instruments) durch die Ni-NTA-Minisaule gegeben.
Dabei band das His-Tag-Protein an die Ni-NTA-Agarose. Der Durchlauf
wurde flir die SDS-PAGE-Analyse aufbewahrt. Die Minisaule wurde
anschliefend 2 mal mit 600 ul Waschpuffer A gewaschen und das His-tag-
Protein mit 200 bis 400 ul Elutionspuffer A eluiert. Eluat und Waschfraktion
wurden fiir die Analysen gesammelt. Bevor die so gewonnenen Proben fiir
die SDS-PAGE-Analyse vorbereitet wurden (5 min Inkubation mit SDS-
Probenpuffer bei 96°C), muBten sie oftmals durch TCA-Fallung (2.6.1.6.)
aufkonzentriert werden.

Lysispuffer A (pH = 8,0)

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Aqua dem. g.s.

Unmittelbar vor Verwendung wurden pro 20 ml Lysispuffer noch 1 mg
Pefabloc und 10 mg Lysozym zugegeben.

Waschpuffer A (pH = 8,0)

NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM

Aqua dem. g.s.
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Elutionspuffer A (pH = 8,0)

NaH,PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
Aqua dem. g.s.
2.6.1.6. Reinigung eines His-tag-Proteins unter

denaturierenden Bedingungen im Batch-Verfahren

Oftmals liegt das Expressionsprodukt in Form von unl6slichen Inclusion
Bodies vor. In diesem Fall muB die Stringenz des Lysispuffers erheblich
erhoht werden, um das His-tag-Protein in eine losliche Form zu iiberfiihren.
Dazu stehen verschiedene Lysispuffer-Zusatze zur Auswahl. In dieser Arbeit
wurde Harnstoff verwendet. Durch eine hohe Harnstoff-Konzentration von
8 M werden Inclusion Bodies aufgelost, und das His-tag-Protein liegt dann
in denaturierter Form vor. Die Elution des Expressionsproduktes wird durch
die Anderung des pH-Wertes von schwach basisch (pH = 8,0) nach sauer
(pH = 4,5) erreicht.

Die Reinigung wurde im Batch-Verfahren mit Ni-NTA-Agarose (Qiagen,
Hilden) durchgefiihrt. 600 — 700 mg Zellen einer Expressionskultur wurden
in 5 ml Lysispuffer B resuspendiert. Durch den hohen Gehalt an Harnstoff
wurden die Zellen lysiert. Die Zelltrimmer wurden 45 min bei 10000 x g
sedimentiert. AnschlieBend folgte die Inkubation des Zellysats mit der Ni-
NTA-Agarose 1 h unter Schiitteln bei 200 rpm. Dabei wurde das His-tag-
Protein an die Ni-NTA-Agarose gebunden. Das Tragermaterial wurde mittels
Zentrifugation 5 min bei 4000 rpm (Kiihlzentrifuge 5810 R, Eppendorf)
absedimentiert und der Uberstand entfernt. Eine kleine Menge des
Uberstands wurde fiir die SDS-PAGE-Analyse aufgehoben. Die Ni-NTA-
Agarose wurde mit Waschpuffer B resuspendiert und 2 x 30 min mit 5 ml
Waschpuffer B und 1 x 30 min mit 5 ml Waschpuffer C unter Schiitteln bei
200 rpm gewaschen. AnschlieBend wurde die Ni-NTA-Agarose wieder
absedimentiert (Zentrifugation 2 min bei 4000 rpm, Kiihlzentrifuge 5810 R,
Eppendorf), der Uberstand entfernt und das His-tag-Protein 30 min bei 200
rpm mit dem Elutionspuffer B eluiert. Eluat und Waschfraktionen wurden
fiir die nachfolgenden Analysen aufgehoben.



Material und Methoden 75

Oft war der Reinheitsgrad des so gereinigten His-tag-Proteins aber nicht
ausreichend. In einem solchen Fall wurde anschlieBend ein zweiter
Reinigungsgang im Batch-Verfahren durchgefiihrt. Dazu wurde das Eluat
des ersten Reinigungsganges mit NaOH auf einen pH-Wert von 8,0
eingestellt und nochmals nach dem gleichen Protokoll wie oben beschrieben
behandelt. Da die Proteinkonzentration im Eluat oft nicht ausreichend war,
wurde vor der SDS-PAGE-Analyse eine TCA-Fillung durchgefiihrt (2.6.1.6.).

Lysispuffer B (pH = 8,0) / Waschpuffer B (pH =6,3) / Waschpuffer C
(pH = 5,9) / Elutionspuffer B (pH = 4,5)

NaH;PO4 100 mM
Tris-HCI 10 mM
Harnstoff 8M
Aqua dem. g.s.

Aufgrund der Hydrolyse des Harnstoffs mufite der pH-Wert aller Puffer-
l6sungen immer kurz vor Verwendung neu eingestellt werden.

2.6.1.7. Konzentrationsbestimmung der Proteine nach
Bradford

Zur Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde die schnelle und
einfache Methodik nach Bradford angewendet [173]. Hierzu wurden 100 ul
einer Probe, die 10 — 100 pg Protein pro ml enthielt, mit 9goo ul Bradford-
Reagenz vermischt (Endkonzentration 1 — 10 pg Protein). Nach 10 min
Inkubation wurde die Absorption bei A=595 nm bestimmt. Zur Kalibrierung
wurden die Asgs-Werte von BSA-Losungen verschiedener Konzentrationen
ermittelt und eine Kalibriergerade erstellt. Mit Hilfe dieser Kalibriergeraden
wurde mittels linearer Regression aus dem gemessenen Asgs-Wert ein
Schatzwert fiir die Proteinkonzentration der Probe ermittelt.

BSA-Losungen zur Kalibrierung

Es wurden Losungen von 0, 10, 25, 50, 75 und 100 pg BSA pro ml Aqua
dem. verwendet.
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Bradford-Reagenz

Coomassie Brilliant Blue 100 mg
Ethanol 95% (v/v) 50 ml
H3sPO4 85% (w/v) 100 mi
Aqua dem. ad 1000 ml

Coomassie Brilliant Blue wurde in Ethanol gelést, Phosphorsaure
dazugegeben und mit Aqua dem. auf 1000 ml verdunnt.

2.6.1.8. Fillung mit TCA

Durch die Fallung mit Trichloressigsdure (TCA) wurden die aufgereinigten
Protein-Proben konzentriert. Vier Teile der Probe wurden mit einem Teil
40%-iger (w/v) TCA-Losung versetzt und 30 bis 60 Minuten bei 4°C
inkubiert. Es folgte die Zentrifugation bei 4000 rpm (Tischzentrifuge
Rotanta, Hettich). Der Uberstand wurde restlos entfernt. Zur pH-Wert-
Korrektur wurden 2 pul einer 1,5 M Tris-HCl-Losung (pH =9) auf das
Sediment gegeben. AnschlieBend wurde das Sediment in einer vorher
berechneten Menge 1 x SDS-Probenpuffer (2.6.1.1.) durch Erhitzung auf
96°C (5 min) und, wenn notig, durch Behandlung im Ultraschallbad (5 — 15
min) aufgelGst.

2.6.2. Gelelektrophoresen

2.6.2.1. Auftrennung der Nucleinsiuren durch Agarosegel-
elektrophorese.

Agarosegelelektrophorese ist die Standardmethode zur analytischen und
praparativen Auftrennung von linearen DNA-Fragmenten, superhelikaler
Plasmid-DNA und RNA-Proben. Die Trennung erfolgt sowohl nach der
elektrophoretischen Beweglichkeit der Molekiile als auch nach ihrer GroBe.
Das aufgekochte und nach der Abkiihlung gelierte Polysaccharid Agarose iibt
auf die DNA-Molekiile einen netzartigen Siebeffekt aus, wobei die
Beweglichkeit groer Molekiile relativ zu den kleineren verringert wird.
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Die in dieser Arbeit in der Regel verwendeten 1%-igen (w/v) Agarosegele in
TBE-Puffer entsprachen in etwa PorengrofSen von 150 nm. Den Gelen wurde
nach dem Aufkochen Ethidiumbromid in einer Konzentration von 3 ug/100
ml zugesetzt. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit 0,1 Volumen
10 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektrophoresen wurden bei 50 bis 100 Volt in horizontalen
Elektrophoresekammern durchgefiihrt. Zur Detektion wurde die Fluoreszenz
des Ethidiumbromids, das sich wahrend der Trennung in die DNA-Molekiile
einlagert, im UV-Licht ausgenutzt. Die Bestimmung der DNA-
FragmentgroBen erfolgte iiber einen Vergleich mit unterschiedlichen DNA-
GroBenstandards (2.5.3.1.).

10 x TBE-Puffer

Tris 890 mM
Borsaure 890 mM
EDTA, pH=8,3 20 mM

10 x DNA-Probenpuffer

EDTA (pH = 8,0) 250 mM
Ficoll 10% (viv)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Xylolcyanol 0,25% (w/v)

Ethidiumbromid-Stammldsung

Ethidiumbromid 10 mg
Aqua dem. 1 ml

2.6.2.2. Elution von Nucleinsiuren aus Agarosegelen

Die Elution von linearen DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA aus Agarose-
gelen erfolgte mit Hilfe von QIAquick-Kits der Firma Qiagen. Das
ausgeschnittene Gelfragment wurde 10 min bei 50°C mit NaClO,4-
enthaltendem Puffer inkubiert. Dabei losten sich die Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen den Zuckern des Agarose-Polymers; das Gelfragment



Material und Methoden 78

wurde auf diese Weise schonend aufgelost. Die DNA wurde bei hoher
Salzkonzentration und einem pH-Wert < 7,5 an die Silica-Gel-Matrix
gebunden. Es folgten mehrere Waschschritte nach Herstellerangaben [174].
Letztlich konnte die DNA mit 30 bis 50 ul Aqua dem. oder TE-Puffer (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH = 8,0) in reiner Form eluiert werden. Im TE-Puffer ist
die DNA im Vergleich zur Lagerung im Wasser besser vor Degradation
geschiitzt, jedoch kann sich die Anwesenheit von EDTA in diesem Puffer fiir
die nachfolgenden enzymatischen Reaktionen als nachteilig erweisen.

2.6.2.3. Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE.

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die Proteine durch
Natriumdodecylsulfat solubilisiert und denaturiert. Damit wird den
Polypeptiden auch eine negative Gesamtladung zugefiihrt, was ihnen ein
einheitliches Verhaltnis von Ladung zu Masse verleiht. Dadurch hangt die
elektrophoretische Beweglichkeit allein von der Groe des Molekiils und der
PorengroBe des Gels ab. Die Proteine konnen so nach ihrer Molmasse
getrennt werden. Die PorengroBe des Gels wird durch die Konzentration des
Acrylamids bestimmt. In dieser Arbeit wurden 10%-ige und 12%-ige Gele
verwendet, die in etwa eine PorengroBle von entsprechend 0,4 und 0,3 nm
Durchmesser aufweisen.

Die elektrophoretische Trennung erfolgte nach einer modifizierten Methode
von Laemmli [175] in einem diskontinuierlichen Gelsystem in vertikalen
Gelkammern verschiedener Hersteller. Es wurden 68 x 86 mm Gele
verwendet, die bei analytischen Trennungen 0,75 mm und bei praparativen
Trennungen 1,0 mm dick waren. Die Stromstarke wurde pro 0,75-mm-Gel
anfangs auf 15 mA eingestellt; nachdem die Bromphenolblau-Front das
Trenngel erreichte, wurde diese auf 25 mA erhoht. Die Elektrophorese wurde
beendet, sobald die Bromphenolblau-Front aus dem unteren Gelrand in den
Puffer herausgetreten war.
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Tabelle 2.6: Zusammensetzung von Gelen unterschiedlicher Acrylamid-

konzentration fiir die diskontinuierliche SDS-PAGE
(die angegebenen Mengen sind fir 2 Minigele der Dimension 68 x 86 x 0,75 mm berechnet)

Acrylamidkonzentration

Gelzusammensetzung | gammelgel Trenngel Trenngel
5% 10% 12%
30% Acrylamid [mi] 0,75 266 3.20
Lower Tris [ml] - 2,0 2,0
Upper Tris [ml] 1,25 - -
Aqua dem. [ml] 2.96 3,24 270
20% (wiv) SDS-Lsg. [ul] 25 40 40
10% (w/v) APS-Lsg. [ul] 25 64 64
TEMED [ul] 5 5 5

Die 10%-ige Ammoniumperoxodisulfat-Losung wurde vor dem GieBen der
Gele stets frisch angesetzt. Um einen moglichst geraden Ubergang zwischen
dem Sammel- und dem Trenngel zu bekommen, wurden die Trenngele
unmittelbar nach dem GieBen mit einer kleinen Menge Isobutanol
iiberschichtet. Das Isobutanol wurde vor dem GieBen des Sammelgels
entfernt.

10 x Elektrophorese-Puffer (pH = 8.,9)

Glycin 144,09
Tris 30,09
SDS 10,0 g
Aqua dem. ad 1000 ml

30%-ige (w/v) Acrylamid-Stammldsung

Acrylamid 29,29
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,849
Aqua dem. ad 100 ml

(Es wurde eine Fertigldsung der Firma Roth (Karlsruhe) verwendet)
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Gelpuffer

Upper-Tris (Sammelgelpuffer): 0,5 M Tris-HCI; pH = 6,8
Lower-Tris (Trenngelpuffer): 1,5 M Tris-HCI; pH = 8,8

2.6.2.4. Fiarbung der Polyacrylamidgele

Nach einer elektrophoretischen Trennung im Polyacrylamidgel muBten die
Proteine sichtbar gemacht werden. Die Gelfirbung wurde entweder mit der
Fertiglosung SimplyBlue Stain von der Firma Invitrogen nach den
Herstellerangaben vorgenommen oder nach der klassischen Methode mit
Coomassie-Brilliant-Blue-Reagenz durchgefiihrt. Im zweiten Fall wurden die
Gele nach 60 min Inkubation in der Farbstofflosung weitere 60 bis 120 min
entfarbt. Der Entfarber wurde nach 15 min Inkubation einmal gewechselt.

Farbstofflosung

Eisessig 10% (v/v)
Methanol 40% (v/v)
Coomassie Brilliant Blue G250  0,1% (w/v)
Aqua dem. g.s.
Entfarber

Eisessig 10% (v/v)
Methanol 40% (v/v)
Aqua dem. qg.s.

Die Bestimmung der Molmassen der aufgetrennten Proteine erfolgte iiber
einen Vergleich mit den Molekulargewichtsstandards verschiedener
Hersteller.
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verwendete Molekulargewichtsstandards:

Low Molecular Weight (Pharmacia Biotech)

Phosphorylase b 94 kDa
Rinderserumalbumin 67 kDa
Ovalbumin 43 kDa
Carboanhydrase 30 kDa
Trypsin-Inhibitor 20 kDa
a-Lactalbumin 14,4 kDa

Low Range (Biorad)

Phosphorylase b 97 kDa
Rinderserumalbumin 66 kDa
Ovalbumin 45 kDa
Carboanhydrase 31 kDa
Trypsin-Inhibitor 21,5 kDa
Lysozym 14,4 kDa

Broad Range (Biorad)

Myosin 200 kDa
B-Galactosidase 116 kDa
Phosphorylase b 97 kDa
Rinderserumalbumin 66 kDa
Ovalbumin 45 kDa
Carboanhydrase 31 kDa
Trypsin-Inhibitor 21,5 kDa
Lysozym 14,4 kDa

BOA Protein Marker (Biomol)

20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 110; 120 kDa
(Markerproteine wurden vom Hersteller nicht definiert)

Prestained, Low Range (Biorad)

21; 29; 36; 51; 83; 101 kDa
(Markerproteine wurden vom Hersteller nicht definiert)
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2.6.3. Western-Blot: Protein-Transfer auf eine
Membran

Nach der Auftrennung in einem denaturierenden Polyacrylamidgel wurden
die Proteine auf eine proteinbindende Membran iiberfiihrt und dort
immunochemischen Nachweisreaktionen unterzogen. Der Transfer der
getrennten Proteine auf eine Membran (das Blotten) bietet dabei den Vorteil,
daB die Membran als Trager viel einfacher zu handhaben ist als ein Gel. Die
Proteine sind an der Oberfliche der Membran immobilisiert und fiir
Reagenzien leicht zuganglich. Zudem kann die Membran im Vergleich zu
einem Polyacrylamidgel viel langer gelagert werden.

Alle Western-Blot-Experimente dieser Arbeit wurden nach dem Semi-Dry-
Verfahren in der Blotting-Apparatur der Firma Biorad durchgefiihrt. Als
Trager dienten hauptsachlich Membranen aus Nitrocellulose (NC); einige
Experimente wurden jedoch mit Polyvinylidendifluorid-Membranen (PVDF)
durchgefiihrt.

Vor dem Blotten wurden die zurechtgeschnittenen Filterpapiere und die
Tragermembran in den entsprechenden Transferpuffern equilibriert. Danach
wurde auf der Blotting-Apparatur das Blotting-Sandwich aufgebaut, wobei
das Gel blasenfrei auf die Membran aufgelegt wurde. Der Proteintransfer
erfolgte 60 min bei einer konstanten Stromstirke von 80 mA pro Gel
(z 2 mA/cm2).

Blotting-Sandwich

KATHODE (oben)

dickes Filterpapier, equilibriert in Kathodenpuffer
dunnes Filterpapier, equilibriert in Kathodenpuffer
Polyacrylamidgel

Tragermembran, equilibriert in Anodenpuffer 2
dunnes Filterpapier, equilibriert in Anodenpuffer 2
dickes Filterpapier, equilibriert in Anodenpuffer 1
ANODE (unten)

Kathoden- und Anodenpuffer wurden von der Firma Biotec-Fischer
(Reiskirchen) bezogen.
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2.6.4. Visualisierung der transferierten Proteine
2.6.4.1. Firbung mit Ponceau S

Zur Kontrolle der Effizienz des Proteintransfers wurden die Proteine auf
einer Membran mit dem roten Ponceau-S-Farbstoff gefarbt [176]. Diese
Farbung ist sehr schnell, vollstindig reversibel und stort in den meisten
Fallen nicht nachfolgende immunochemische Visualisierungsverfahren. Zur
Farbung wurde die Membran eine Minute lang in der Ponceau-S-
Arbeitslosung inkubiert, bei Bedarf photographiert und anschlieBend 10 bis
15 Minuten lang entfarbt. Als Entfarber dienten TBS- oder PBS-Puffer (siehe
Abschnitt 2.6.4.2.2.) oder eine 1%-ige Essigsaure-Losung.

Ponceau-S-Stammldsung

Ponceau S 2% (w/iv)
Trichloressigsaure 30% (w/v)
Sulfosalicylsaure 30% (w/v)
Aqua dem. g.s.

Zur Herstellung der Ponceau-S-Arbeitslosung wurde 1 Teil der Ponceau-S-
Stammldsung mit 9 Teilen Aqua dem. verdunnt. Die Arbeitslosung wurde
unmittelbar vor Verwendung angesetzt.

2.6.4.2. Immunodetektion

Immunochemische Verfahren erméglichen den Nachweis von Proteinen mit
groBer Empfindlichkeit und hoher Spezifitit. Das Grundprinzip der
Immunodetektion wird im folgenden kurz erlautert. Die Nachweisreaktion
basiert auf der Bindung eines spezifischen Antikorpers an das entsprechende
Antigen — das zu untersuchende Protein. Dieser Antikorper wird als Erst-
Antikorper bezeichnet; der mit dem Erst-Antikorper entstehende
Immunkomplex ist in der Regel nicht sichtbar. Eine Visualisierung wird erst
durch die Bindung eines Zweit-Antikorpers bewerkstelligt. Der Zweit-
Antikorper entstammt im Vergleich zu dem Erst-Antikorper in der Regel
einer anderen Spezies und ist gegen die konstanten Bereiche des Erst-
Antikorpers gerichtet. An den Zweit-Antikorper sind chemisch leicht
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nachweisbare Enzyme, Fluoreszenzfarbstoffe o.a. gekniipft, so daB der
Antigen-Antikorper-Komplex durch eine chemische Reaktion sichtbar
gemacht werden kann.

2.6.4.3. Herstellung der Antiseren

Die in dieser Arbeit eingesetzten Antiseren wurden von den Firmen
Eurogentec (Seraing, Belgien) und VaccineLab (Rostock) hergestellt. Hierzu
wurden die aufgereinigten rekombinanten Proteine in Kaninchen oder
Hiithner injiziert. Die Immunisierung der Tiere erfolgte nach
Standardprotokollen der Hersteller [177]. Danach wurden etwa 30-100 pug
Antigen pro Injektion benotigt. Die an der Luft getrockneten und
zerkleinerten Polyacrylamidgel-Stiickchen mit dem Antigen wurden in
Freund’schen Adjuvans subkutan injiziert. Die Erstinjektion erfolgte im
kompletten Freund’schen Adjuvans; die darin enthaltenen, abgetoteten
Tuberkelbakterien rufen eine Stimulierung des gesamten Immunsystems der
Versuchstiere hervor. Die Immunantwort auf das injizierte Antigen wird so
um ein Vielfaches verstarkt. Die nachfolgenden Injektionen erfolgten in
inkomplettem Freund’schen Adjuvans, das keine abgetoteten Bakterien
enthielt. Nach insgesamt je 4 Injektionen pro Tier (die ersten 3 Injektionen
alle 14 Tage, die letzte Injektion nach 56 Tagen) wurden nach 87 Tagen die
Antiseren gewonnen, die zur Immunodetektion verwendet wurden. Die
wihrend der Immunisierung entnommenen Antiseren aus der kleinen und
der groBen Blutung sowie die Praiimmunseren wurden ebenfalls zum Testen
verwendet.

Als Zweit-Antikorper wurden Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-HRP-Konjugat,
Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-AP-Konjugat und Ziegen-Anti-Huhn-IgG-HRP-
Konjugat der Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, USA) verwendet.

2.6.4.4. Immunochemische Nachweisreaktion

Zur immunochemischen Nachweisreaktion wurden die auf Nitrocellulose-
Membranen transferierten Proteine folgender Behandlung unterzogen:
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Um die iiberschiissigen Proteinbindestellen der Membran zu besetzen und
so eine unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, wurden die
Membranen vor Beginn der Nachweisreaktion abgesattigt. Hierzu wurden
sie 60 min in einer Blocking-Losung inkubiert und anschliefend 1 mal 10 s
und 2 mal 10 min in TBST- oder PBST-Blotto (Blotto-Puffer) gewaschen. Fiir
HRP-konjugierte Zweit-Antikorper wurde PBS/PBST-Blotto, fiir AP-
konjugierte Zweit-Antikorper TBS/TBST-Blotto verwendet. Alle unter
diesem Punkt beschriebenen Inkubations- und Waschschritte wurden unter
leichtem Schiitteln auf einem Rotationsschiittler durchgefiihrt. Es folgte die
Inkubation mit dem Antiserum fiir 60 — 120 min bei Raumtemperatur oder
iiber Nacht bei 4°C. Das Antiserum wurde zuvor mit TBS- oder PBS-Blotto
verdiinnt. Der Grad der Verdiinnung und die Inkubationszeiten richteten
sich jeweils nach dem Titer des Antiserums und nach der Menge des
geblotteten Proteins auf der Membran und muBten bei jedem neuen
Experiment individuell angepafSt werden. Die Standardverdiinnungen des
Antiserums waren 1:250, 1:500, 1:1000 und 1:2500. AnschlieBend wurden
die unspezifisch gebundenen Antikorper durch mehrmaliges Waschen der
Membran in Blotto-Puffer entfernt (1 mal 10 s und 2 mal 10 min). Es folgte
die Inkubation mit dem ausgewahlten Zweit-Antikorper (60 min bei RT), der
zuvor 1:1000 mit dem entsprechenden PBS- bzw. TBS-Blotto verdiinnt
wurde. Vor der Detektion wurde die Membran zur Entfernung von
unspezifisch gebundenem Zweit-Antikorper 1 mal 10 s und 2 mal 10 min in
Blotto-Puffer gewaschen. Die Detektion erfolgte im Falle des HRP-
konjugierten Zweit-Antikorpers mit Sigma Fast DAB (3,3’-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid)-Tabletten (Sigma-Aldrich) nach Angaben des Herstellers.
Im Falle des AP-konjugierten Zweit-Antikorpers wurde zur Detektion eine
frisch angesetzte NBT (Nitrotetrazoliumblauchlorid) / BCIP (5-Bromo-4-
chloro-3-indolylphosphat)-Visualisierungslosung verwendet. Es folgte eine
2- bis 30-miniitige Inkubation in der Visualisierungslosung. Nach
Entwicklung der Banden bis zur gewiinschten Intensitit wurde die
Visualisierungslosung entfernt und die Membran 3 mal mit Aqua dem.
gewaschen, getrocknet und zur Dokumentierung photographiert. Die
Lagerung der entwickelten Membranen erfolgte im Dunkeln bei
Raumtemperatur.
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10 x PBS (PBST)-Stammldsung (pH = 7,3)

NaCl 1,37 M
NayHPO4 81 mM
KCI 27 mM
KH2PO4 14,7 mM
(Tween 20 0,05% (v/v))
Aqua dem. g.s.

10 x TBS (TBST)-Stammlosung (pH = 7,3)

NaCl 1,37 M
Tris-HCI 100 mM
(Tween 20 0,05% (viv))
Aqua dem. g.s.

Blocking-Losung

Magermilchpulver 10% (W/v)
PBS oder TBS qg.s.
Blotto-Puffer

Magermilchpulver 0,5% (w/v)
PBS/PBST oder TBS/TBST g.s.

Die Blocking-Losung und der Blotto-Puffer wurden vor dem Einsatz

mindestens 10 min geriihrt. Alternativ zum Magermilchpulver wurde auch

fliissige Gelatine (Proteingehalt: 40,3%) verwendet. Bei Inkubationen iiber
Nacht ist dem Puffer 1 mM Natriumazid oder 0,01% (w/v) Thimerosal (bei
HRP-konjugierten Zweit-Antikorpern) als Konservierungsmittel zugesetzt

worden.

BCIP-Stammldsung

5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat (BCIP) 100 mg
DMF 1,9 ml
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NBT-Stammlosung

Nitrotetrazoliumblauchlorid
(NBT) 100 mg
DMF 70% (v/v) 1,9 ml

Zur Herstellung einer BCIP/NBT-Visualisierungslosung wurden fiir eine
Membran (ca. 40 cm2) unmittelbar vor Verwendung 33 ul NBT-
Stammlosung und 17 pl BCIP-Stammlésung unter Riihren in 5 ml TBS
zugegeben.

2.6.4.5. Visualisierung der His-tag-Proteine.

Die Visualisierung der His-tag-Proteine erfolgte in dieser Arbeit nach zwei
unterschiedlichen Verfahren.

Zum Einen wurde eine Immunofarbung durchgefiihrt, wobei ein Maus-Anti-
His-tag-IgG1 als Erst-Antikorper und ein Ziegen-Antimaus-IgG-HRP-
Konjugat als Zweit-Antikorper eingesetzt wurden (beide von der Firma
Dianova). Solche Immunofarbungen erfolgten nach der unter 2.6.4.4.
beschriebenen Methodik.

Zum Anderen wurden die His-tag-Proteine mit Ni-NTA-HRP-Konjugat von
Qiagen angefarbt. Dieses Verfahren hat gegeniiber einer konventionellen
Immunofarbung einen groBen Vorteil. Da der Ni-NTA-Komplex bereits mit
einem chemisch detektierbaren Enzym (HRP oder AP) konjugiert ist, entfallt
die Notwendigkeit der Inkubation mit einem Zweit-Antikorper, was bei
einer hohen Anzahl von Versuchen zu einer groBen Zeitersparnis fiihrt. Die
Empfindlichkeit der Visualisierungsreaktion mit Ni-NTA-HRP-Konjugat ist
vergleichbar mit der Empfindlichkeit des zweistufigen Antikorper-Enzym-
Systems. Nach Angaben der Firma Qiagen liegt die Empfindlichkeit der
Reaktion mit Ni-NTA-HRP-Konjugat sogar iiber der der Immunoreaktion.
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Tabelle 2.7: Detektionsgrenzen eines 6 x His-tag-Proteins nach

verschiedenen Detektionsarten in Dot-Blot und in Western-Blot
(Angaben der Firma Qiagen [178])

konjugiert Detektionsgrenze [ng]
Detektionsart mit
Dot-Blot Western-Blot
Anti-His-Antikorper/ | AP 0,5-1 2
SO AL (Detektion mit
Zweit Ant.lkoorpe.r NBT/BCIP)
(e pntiorperin tml | yp 5-10 keine Angaben
(Detektion mit
4-Chloro-1-
Naphthol)
Ni-NTA-Konjugat AP 1-2 2-5
(1000-fache Verdinnung
der Stamml&sung) HRP 1-2 2.5

2.6.5. Enzymtests

Zur Uberpriifung der transgenen Organismen auf in vitro UDP-
Glucose:Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat wurden zellfreie E. coli-
Homogenate Enzymtests unterzogen. Die Anzucht der Mikroorganismen
erfolgte nach 2.4.1. Die Tests wurden nach Warnecke et al. (1999)
durchgefiihrt [8]. Dabei wurden in zwei verschiedenen Testsystemen
Cholesterol bzw. UDP-Glucose als radioaktiv markierte Substrate eingesetzt.
Durch die beiden folgenden Gleichungen sind diese zwei Moglichkeiten des
Enzymtests auf Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat beschrieben:

Glucosyltransferase

A) ["“C]-Cholesterol + UDP-Glc —— > UDP + ["“C]-Cholesterolglucosid

Glucosyltransferase

B) UDP-["C]-Glc + Cholesterol —— = UDP + Cholesterol-['*C]-glucosid
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Die Enzymtests wurden wie folgt durchgefiihrt: zuerst wurden die Zellen
einer E. coli -Expressionskultur 10 min bei 3500 rpm sedimentiert, das Zell-
Sediment einer 50 ml-Kultur wurde in 2 ml Lysispuffer resuspendiert und 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mittels
Ultraschallstab aufgebrochen (6 Zyklen je 10 Sekunden, unterbrochen von
jeweils 10 Sekunden Pause). Sollte im Experiment die Glucosyltransferase-
Aktivitat einer Membranfraktion iiberpriift werden, wurde das Zellysat
anschliefend in der Ultrazentrifuge fraktioniert; anderenfalls wurde das
Zellysat als Probe verwendet. Der Probenansatz wurde wie folgt
zusammengesetzt:

Tabelle 2.8: Zusammensetzung eines Probenansatzes zur Messung
der UDP-Glucose:Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat

3 pl ["*C]-Cholesterol (250000 dpm / 4,167 x 10° Bq) entsprechen 1,975 nmol; 10 ul [**C]-
UDP-Glucose (50000 dpm / 0,0833 x 10° Bq) entsprechen 74,4 pmol. Das Cholesterol
wurde im absoluten Ethanol angesetzt

Bestandteile Reaktion nach A Reaktion nach B
50 mM Tris-HCI; pH = 8,0 40 pl 40 pl
Probe 50 pl 50 pl
UDP-Glucose; 3,6 mM 10 ul -
['*C]-UDP-Glucose - 10 pl
Cholesterol; 4 mM - 4 ul
['*C]-Cholesterol 3 ul -

Die enzymatische Reaktion wurde 3,5 bis 4,5 Stunden bei 30°C durchgefiihrt
und anschlieBend durch Zugabe einer Mischung aus 0,8 ml 0,45%-iger (w/v)
NaCl-Losung und 3 ml Chloroform/Methanol 2:1 (v/v) gestoppt. Die weitere
Probenaufbereitung und die Detektion verlief nach verschiedenen
Methoden:

Enzymtest nach Reaktion A

Die organische Phase mit [4C]-Cholesterol und [4C]-Cholesterolglucosid
wurde in ein Spitzgefal iiberfiihrt und im Wasserbad bei 50°C mit Argon
abgedampft. Der Riickstand wurde in 50 ul Chloroform/Methanol 2:1 (v/v)
aufgenommen und auf eine Kieselgel-Platte aufgetragen. Nach einer
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diinnschichtchromatographischen Trennung in Chloroform/Methanol 85:15
(v/v) wurde die DC-Platte getrocknet und je nach Signalstarke fiir 2,5 bis 14
Stunden auf eine Imaging-Platte gelegt. Die Detektion erfolgte mittels eines
BAS 1000 Bio-Imaging Analyzer (Fuji/Raytest) und die Auswertung am
Computer mit Hilfe der Software PC-BAS (Raytest). Die Quantifizierung der
detektierten Banden erfolgte durch Vergleich mit [4C]-Cholesterol
bekannter Aktivitat, das nach der chromatographischen Auftrennung auf die
DC-Platte aufgetragen wurde.

Enzymtest nach Reaktion B
Die organische Phase mit Cholesterol-[14C]-glucosid (UDP-[4C]-Glucose

verbleibt in der wassrigen Phase) wurde in ein Szintillationsgefal3 iiberfiihrt,
mit Szintillationscocktail (OptiPhase ,Hi Safe 3“ von der Firma Wallac,
Turku, Finnland) aufgefiillt und in einem Fliissigkeitsszintillationszahler
vermessen.

Detektion des nicht radioaktiv markierten Cholesterolglucosids

Die nicht radioaktiv markierte Cholesterolglucosid-Kontrolle wurde nach der
chromatographischen Auftrennung durch das Besprithen mit dem Reagenz
o-Naphthol-Schwefelsaure und anschlieBender Erhitzung der DC-Platte auf
110 bis 140 °C sichtbar gemacht.

Lysispuffer

Tris-HCI; pH=7,5 50 mM
Pefabloc 1 mg
Lysozym 10 mg
DTE 2 mg
Aqua dem. ad 20 ml

Pefabloc, Lysozym und DTE wurden unmittelbar vor Verwendung
zugegeben.

a-Naphthol-Schwefelsaure

8 g a-Naphthol in 250 ml Methanol + 30 ml konz. H,SO4 + 20 ml Aqua dem.
unter Ruhren im Eisbad zugegeben.
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2.6.6. Lipidanalysen
2.6.6.1. Isolierung von Gesamtlipiden

Die geernteten Zellen einer 300 ml-Kultur wurden in einer 0,45%-igen (w/v)
NaCl-Losung 10 min lang bei 100°C gekocht und bei Raumtemperatur
abzentrifugiert (5 min, 4000 x g). Der wissrige Uberstand wurde verworfen.
Zur Extraktion der Gesamtlipide wurde das Zellsediment mit 15 ml
Chloroform/Methanol 1:1 (v/v) resuspendiert und fiir 4 bis 6 h bei 8°C in
einem Zentrifugenglas bei 250 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde der
Extrakt erneut abzentrifugiert und der Uberstand in ein sauberes GefiB
iberfiihrt. Im zweiten Extraktionsschritt wurden die Zellen mit 10 ml
Chloroform/Methanol 2:1 (v/v) versetzt, iiber Nacht geschiittelt und
anschlieBend erneut abzentrifugiert. Die Lipidextrakte aus beiden
Extraktionsschritten wurden vereinigt, in einem Rotationsverdampfer bis
zur Trockene eingeengt und in insgesamt 9 ml einer 2:1:1 (v/v) Mischung aus
Chloroform/Methanol/0,45%-NaCl-Losung aufgenommen. AnschlieBend
wurden die Lipide ausgeschiittelt. Nachdem sich die organische und die
waissrige Phase voneinander getrennt hatten, wurde die untere (organische)
Phase iiber eine Wattesaule (gestopfte Pasteurpipette) in ein sauberes Gefa3
iiberfiihrt. Der erhaltene Lipidextrakt wurde unter Argonstrom bis zur
Trockene eingedampft wund darauthin in 100 bis 200 pul
Chloroform/Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen. Dieser Lipidextrakt konnte
nun mittels Diinnschichtchromatographie analysiert werden.

2.6.6.2. Diinnschichtchromatographie

In der vorliegenden Arbeit wurden die Lipidgemische diinnschichtchromato-
graphisch auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, Merck) mit einer Schichtdicke
von 0,25 mm aufgetrennt. Die zu untersuchenden Lipidgemische wurden
mit Hilfe einer Mikrospritze (Hamilton) strichformig auf die Startlinie etwa
2 cm liber dem unteren Plattenrand aufgetragen.

Als FlieBmittel zur Auftrennung von Glycolipiden wie Sterolglucosid und
Glucosylceramid diente Chloroform/Methanol 85:15 (v/v).

Nach der Auftrennung wurden die Lipide durch das Besprithen mit o-
Naphthol-Schwefelsaure (3.6.5.) oder mit Anilinnaphthalinsulfonsaure
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(0,2% (w/v) in Methanol) sichtbar gemacht. Mit a-Naphthol-Schwefelsaure
werden die kohlenhydrathaltigen Verbindungen - wie Glykolipide -
angefarbt. Anilinnaphthalinsulfonsaure fiihrt zur Fluoreszenz aller
hydrophoben Verbindungen unter UV-Licht bei 366 nm.

2.6.7. GUS-Farbung

Die in-vivo-Expressionsanalyse der Sterol-Glucosyltransferase von
A. thaliana wurde mit dem GUS-Reporter-System durchgefiihrt. Mit dem
Substrat X-Gluc erzeugt das Enzym [-Glucuronidase (GUS) ein blaues
Reaktionsprodukt, das sich mikro- und makroskopisch leicht nachweisen
1aBt.

Zur GUS-Farbung wurden die transgenen A. thaliana-Pflanzen komplett in
die X-Gluc-Farbelosung getaucht. Nach einer Inkubationszeit von 4 bis 8 h
bei 37°C wurde die Farbung fixiert. Hierzu wurde die Farbelosung entfernt
und die gefarbten Pflanzen in einer Ethanol/Eisessig-Losung 3:1 (v/v) bei
65°C inkubiert, bis ihre griine Chlorophyll-Farbe vollstindig verschwand.
Die so behandelten GUS-gefarbten Pflanzen konnten bei 4°C in 70%-igem
(v/v) Ethanol iiber einen langeren Zeitraum gelagert werden.

X-Gluc-Farbeld6sung

Na-Phosphat-Puffer, pH=7,0 50 mM
K-Ferrocyanid 0,5 mM
K-Ferricyanid 0,5 mM
Na-EDTA 10 mM
Triton X-100 0,1 %
Aqua dem. g.s.

Die Lésung wurde steril filtriert und bei -20°C gelagert. Unmittelbar vor der
Farbung erfolgte die Zugabe von 100 mg X-Gluc in 1 ml DMF auf 200 ml
Farbeldsung.
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2.6.8. Das griin-fluoreszierende Protein und seine
Abkommlinge

Da in dieser Arbeit viele Versuche mit Hilfe der GFP-Technik durchgefiihrt
wurden, werden ihre Grundlagen in diesem Abschnitt kurz erlautert.

Die Anwendung von Fluoreszenzproteinen in der experimentellen Biologie
ist relativ neu. Vor etwa zehn Jahren entdeckten Chalfie und Mitarbeiter,
daB das griin-fluoreszierende Protein (GFP) bei der rekombinanten
Expression in eukaryotischen wie auch bakteriellen Zellen (Caenorhabditis
elegans bzw. Escherichia coli) intensive, direkt sichtbare Fluoreszenz zeigt
und dazu, auBer dem molekularen Sauerstoff, keine exogenen Substrate oder
Kofaktoren benotigt [179, 180]. Damit war demonstriert, daf3 sich das GFP
als biologische Sonde zum Studium der Genexpression sowie der
Proteinlokalisierung in lebenden Zellen verwenden laBt. Bereits im Jahre
1995 wurden in einem Ubersichtsartikel 36 experimentelle Anwendungen
von GFP aufgezahlt [181].

Das GFP kommt urspriinglich in der pazifischen Qualle Aequorea victoria
vor. Diesem Meeresorganismus ermoglicht das GFP Biolumineszenz mit
hoher Energieausbeute, indem es Anregungsenergie aus der weniger
effizienten, Ca2+-aktivierten Chemilumineszenz-Reaktion des Photoproteins
Aequorin strahlungsfrei absorbiert und mit hoher Quantenausbeute
abstrahlt [182, 183]. Die Fluoreszenz des GFP ist auBerst tolerant gegeniiber
Hitze (bis 65°C), Einwirkung von Alkalien (pH 11) und Detergentien (1%
SDS), Guanidiniumchlorid (6 M) sowie vielen Proteasen [179, 184]. Zudem
zeigt das GFP bei der Fluoreszenzmikroskopie nur einen geringen
Photobleicheffekt.

Die Polypeptidkette des GFP zahlt 238 Aminosauren, wobei sich das
eigentliche Fluorophor aus der Tripeptidsequenz Sero65-Tyr66-Gly®7 im
geometrischen Zentrum des Molekiils befindet (Abb. 2.2.). Die Lichtemission
dieser Gruppe ist mit einer Quantenausbeute von 0,72 bis 0,85 der des
bekannten Fluoreszenzreagenz Fluorescein nur knapp unterlegen [185].

Das native GFP hat zwei Absorptionsmaxima bei 396 nm und 475 nm [186].
Die Anregung bei diesen Wellenlangen fiihrt in beiden Fallen zur Emission
bei 508 nm, was eine Ausstrahlung im griinen Bereich des sichtbaren
Spektrums bedeutet.
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Abb. 2.2: Raumliche Struktur des GFP. Das zylindrische, elfstrangige 3-Barrel wird von
einer zentralen a-Helix durchzogen. Der Fluorophor (griin gefarbt) befindet sich im
geometrischen Zentrum des Molekils. Diese Struktur wird auch als ,-Can“ bezeichnet
[187]. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Boris Steipe, Departments of Biochemistry &
Molecular and Medical Genetics, University of Toronto, Canada

Um die Eigenschaften des GFP noch besser den experimentellen
Erfordernissen anzupassen, wurde es nach seiner Entdeckung bald zum
Gegenstand von Protein-Engineering. Das in dieser Arbeit verwendete EGFP
(Enhanced GFP) von Clontech besitzt dank gezielter Mutagenese im Bereich
der chromophoren Gruppe stark verbesserte experimentelle Eigenschaften
gegeniiber der nativen GFP-Form. So bewirkte die Substitution von Phe%4
durch Leu und von Ser¢5 durch Thr wesentlich stiarkere Fluoreszenz,
schnellere Bildung des aktiven Fluorophors nach Induktion der Expression
sowie deutlich verlangsamtes Ausbleichen [188, 189]. Durch diese
Mutationen verschiebt sich das Anregungsmaximum von EGFP nach 490
nm [188].

In einer anderen GFP-Mutante, die in dieser Arbeit zum Einsatz kam — dem
EYFP (Enhanced Yellow Fluorescence Protein, Clontech) — sind im
Vergleich zum Wildtyp-GFP folgende Aminosauren ausgetauscht: Ser¢s =
Gly; Ser72 = Ala; Thr2e3 = Tyr. Diese Mutationen bewirken eine
Verschiebung des Emissionsmaximums von 508 nm (griin) nach 527 nm
(gelb-griin) und des Anregungsmaximums nach 513 nm [190].
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AuBlerdem wurde aus den DNA-Sequenzen der beiden gentechnisch-
veranderten GFP-Varianten, EGFP und EYFP, das sogenannte kryptische
Intron entfernt. Bei der Transkription des nativen GFP werden die
Nucleotide 400-483 von vielen Pflanzen, wie z.B. Arabidopsis thaliana, als
Intron erkannt und herausgespleifft. Dies fiihrt zur Translation in ein
nichtfunktionales Protein, das keine Fluoreszenz zu entfalten vermag.
Haseloff et al. modifizierten die DNA-Sequenz vom Wildtyp-GFP durch
Codon-Veranderung, so daB die genannte Stelle von den Pflanzen nicht mehr
als Intron gedeutet wird [191]. Die Aminosaure-Sequenz des translatierten
Proteins bleibt hingegen unverandert — die transformierten Pflanzen zeigen
nun die GFP-Fluoreszenz.

Das andere in dieser Arbeit verwendete Fluoreszenzprotein ist das DsRed
von Clontech. Dabei handelt es sich nicht um eine weitere GFP-Variante,
sondern um ein natives Protein aus der Koralle Discosoma sp. Dieses
Fluoreszenzprotein hat ein Anregungsmaximum von 558 nm und ein
Emissionsmaximum von 583 nm [190], wodurch es bei Bestrahlung mit
griinem Licht eine rote Fluoreszenz entfaltet.
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2.7. Transformation von Pflanzen

Zur pflanzlichen Expression der Zielproteine muBten die Pflanzen mit
entsprechenden Expressionsplasmiden transformiert werden. In dieser
Arbeit wurden sowohl transiente Transformationen von epidermalen
Zwiebelzellen als auch stabile Transformationen von Arabidopsis thaliana
durchgefiihrt. Die Methoden werden im Folgenden naher beschrieben.

2.7.1. Transiente Transformation pflanzlicher Gewebe

Zur transienten Transformation von DNA in Pflanzenmaterial wurde die
Methode der biolistischen Transformation verwendet, die auch particle
bombardment bezeichnet wird. Es handelt sich um eine physikalische
Transformationsmethode, wobei die Plasmid-DNA, gebunden an
mikroskopischkleine  Goldpartikel, in einer speziellen Apparatur
beschleunigt und in das Pflanzenmaterial eingeschossen wird (biolistisch =
biologisch + ballistisch). In einem gilinstigen Fall durchdringen die
Goldpartikel die Zellwande und das Protoplasma ohne die Zelle zu zerstoren;
die auf diese Weise ins Zellinnere eingeschleuste Plasmid-DNA  wird
repliziert.

Die biolistische Technik wird bereits seit Jahren erfolgreich zur
Transformation von verschiedenen pflanzlichen und tierischen Geweben
angewendet. Mit Hilfe dieser Technik wurde auch eine Reihe von Bakterien
und Pilzen transformiert.

Die Transformationseffizienz dieser Methode hiangt von mehreren
physikalischen Parametern ab [192]. Durch eine Optimierung der
wichtigsten Parameter, wie EinschuBgeschwindigkeit, Goldpartikelgrofe,
Partikeldichte und Distanz zwischen Transformationsobjekt und
Partikelkanone, kann eine akzeptable Transformationsrate erreicht werden.
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2.7.1.1. Beschichtung von Goldpartikeln mit DNA

Zur transienten Transformation von epidermalen Zwiebelzellen wurde die
Plasmid-DNA an die Goldpartikel nach einer modifizierten Methode von
Unseld et al. gebunden [193]. Hierzu wurden 50 mg Goldpartikel (0,6 um
Goldpowder, Biorad, Miinchen) drei mal mit 1 ml Ethanol und einmal mit 1
ml Aqua dem. gewaschen. Der Ansatz wurde jeweils ca. 1 min auf einem
Vibromischer gemischt, 10 s bei 10000 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge
Biofuge pico, Heraeus Instruments) und der Uberstand verworfen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Goldpartikel erneut in 1 ml Aqua dem.
griindlich resuspendiert und zusatzlich 1 min im Ultraschallbad vereinzelt.
SchlieBlich wurde die Suspension 4 50 pl aliquotiert und bei -20°C gelagert.
Fiir jede Transformation wurde ein 50 ul Aliquot der Goldsuspension
aufgetaut und unter Eis-Kiihlung mit 2,5 — 7 ug Plasmid-DNA, 50 ul 2,5 M
CaCl, und 20 pl 0,1 M Spermidin-Lsg. versetzt. Der Ansatz wurde ca. 30 s bei
13000 rpm zentrifugiert, der Niederschlag mit 250 ul Ethanol gewaschen
und schlieBlich in 80 bis 150 pl Ethanol aufgenommen. 5 bis 10 pul dieses
Fallungsansatzes wurden fiir den BeschuB des pflanzlichen Probenmaterials
eingesetzt.

2.7.1.2. Transformation von epidermalen Zwiebelzellen

Das particle bombardment erfolgte mit einer Partikelkanone ,Biolistik®
Particle Delivery System“ PDS-1000/HE der Firma Biorad (Miinchen), in
der Helium als Treibgas zum BeschuB verwendet wird. Die Zwiebeln von
Allium fistulosum (Friihlingszwiebeln) wurden der Lange nach halbiert, die
Wurzel- und SproBansitze sowie die innersten Schalen entfernt. 5 bis 10 pl
des griindlich resuspendierten Faillungsansatzes wurden auf einen
Makrocarrier aufgebracht. Dieser wurde in eine Halterung eingelegt und in
der zweiten Schiene der Kanone positioniert. Der BeschuB erfolgte unter den
in unserem Institut fiir Zwiebel-Transformationen als optimal ermittelten

Bedingungen [194]:
Gasdruck (Helium) 1100 psi
Kammer-Unterdruck 28 inch Hg

Plazierung des Pflanzenmaterials Schiene 5
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Die Zwiebelstiickchen wurden von der konkaven Seite beschossen,
anschliefend in eine Petrischale mit der Schnittfliche auf befeuchtetes
Saugpapier gelegt und fiir eine Dauer von 6 — 40 h bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert.

2.7.2. Analyse transformierter Zellen mittels
Fluoreszenz- und Konfokalmikroskopie

Die Epidermisschicht wurde von den transformierten Zwiebelstiickchen
vorsichtig mit einer Pinzette abgezogen, in einem Tropfen Wasser auf einen
Objekttrager gelegt und mit einem Deckglaschen moglichst blasenfrei
zugedeckt. Mikroskopische Untersuchungen wurden gemal entsprechender
Betriebsanleitung an folgenden Geraten durchgefiihrt:

e Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 35 M, Carl Zeiss)
Es wurde der Filtersatz Nr. 09 verwendet (Anregung bei 450 — 490 nm,
Emission bei 520 nm). Die Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Sony
XLoo3) unter Anwendung des IMAGE-PRO-PLUS-3.0-Programms
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) aufgenommen, als TIF-
Dateien gespeichert und nachtraglich mit dem Adobe-Photoshop-4.0-
Programm (Adobe Systems Inc., USA) bearbeitet.

e Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (TCS SP2, Leica)
Als Energiequelle diente ein Krypton-Argon Laser (Anregung bei 488
nm). Die GFP-Fluoreszenz wurde zwischen 495 — 520 nm aufgenommen.
Die Bilder wurden als TIF-Dateien gespeichert und nachtraglich mit dem
Adobe-Photoshop-4.0-Programm (Adobe Systems Inc., USA) bearbeitet.

2.7.3. Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von Arabidopsis thaliana (Ackerschmallwand)
erfolgte durch die Infektion dieser Pflanze mit dem pflanzenpathogenen
Bakterium Agrobacterium tumefaciens. Hierzu mubBten diese Bakterien
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zunachst mit einem Vektor transformiert werden, der das fiir die pflanzliche
Expression bestimmte Gen enthielt.

2.7.3.1. Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Zur Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens-Zellen wurde eine
500 ml Kultur des Stammes ATHV C58C1* [150] wie im Abschnitt 2.4.3.
beschrieben bis zu einer ODsoo Vvon 0,5 - 0,7 angezogen. Nach einer 15-
miniitigen Inkubation in Eis wurde die Zellsuspension geerntet (4000 % g, 15
min, 4°C), das Sediment in 400 ml sterilem Aqua dem. resuspendiert und
wiederum 15 min in Eis inkubiert. Nach einer einmaligen Wiederholung
dieses Waschschrittes wurde das Sediment in 0,75 ml steriler, 10%-iger
Glycerol-Losung aufgenommen und in Aliquots von 40 ul im fliissigen
Stickstoff eingefroren. Die so hergestellten elektrokompetenten Zellen
konnten iiber einen langeren Zeitraum bei -70 °C gelagert werden.

Zur Transformation wurde ein Aliquot der Zellsuspension in Eis aufgetaut,
mit ca. 100 ng der zu transformierenden Plasmid-DNA versetzt (in 5 ul Aqua
dem., salzfrei) und in eine Elektroporationskiivette (2 mm Elektroden-
abstand, BioRad) iiberfiihrt. Die Kiivette wurde in den Elektroporator
eingesetzt, und die Zellen wurden durch einen Spannungsimpuls von 1500 V
fir 4,0 ms transformiert. Nach erfolgter Elektroporation wurde der
Transformationsansatz unter Eiskiihlung in ein steriles Reagenzglas
iiberfiihrt und mit 2 ml YEB-Medium versetzt. Nach zweistiindiger
Inkubation der transformierten Agrobakterien bei 28°C unter Schiitteln
wurden diese auf YEB-Agarplatten ausplattiert. Zur Selektion wurde dem
Niahrmedium Kanamycin (50 pg/ml Endkonzentration) zugesetzt. Die
Agrobakterien wuchsen in ca. 2 Tagen bei 28°C zu Kolonien heran. Die
Screening der potentiell transgenen A .tumefaciens-Kolonien erfolgte mittels
Kolonie-PCR (2.5.4.1.).

* dieser A. tumefaciens-Stamm wurde freundlicherweise von Dr. J. Dettendorfer, KWS, Einbeck zur

Verfligung gestellt
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2.7.3.2. Transformation von Arabidopsis thaliana

Virulente Stamme der gram-negativen Bakterien A. tumefaciens verursachen
in der Natur ein tumorahnliches Wachstum bei Pflanzen, das als Wurzelhals-
Gallen-Krankheit bezeichnet wird [166]. Die molekularen Ausloser fiir diese
Krankheit sind bakterieneigene, tumorinduzierende Plasmide (Ti-Plasmide),
die genetisches Material auf der sogenannten T-DNA (Transfer-DNA) in die
Pflanze zu iibertragen vermogen. Diese T-DNA wird ins pflanzliche Genom
integriert, aktiv transkribiert und die mRNA in pflanzenfremde Proteine
translatiert. In den fiir die experimentelle Pflanzentransformation
geeigneten A. tumefaciens-Stammen, wie ATHV C58C1, sind die Ti-Plasmide
jedoch ,entwaffnet®. Thre T-DNA besitzt keine Pathogenitiats-Gene, an deren
Stelle nun beliebige Fremd-DNA ins pflanzliche Genom integriert werden
kann.

Die agrobakterieninduzierte Transformation von A. thaliana wurde nach
einer veranderten ,Floral dip“~-Methode [195] durchgefiihrt. Hierbei wurden
die Infloreszenzen der Pflanze in eine Losung getaucht, die neben transgenen
A .tumefaciens-Zellen Sucrose und das Benetzungsmittel ,Silwet L-77%
enthielt (Infiltrationsmedium). Die mit dem interessierenden Plasmid
transformierten A. tumefaciens-Zellen wurden in 25 ml YEB-Medium mit
Kanamycin (50ug/ ml Endkonzentration) bei 28°C iiber Nacht kultiviert.
Nach der Sedimentation (5 min bei 2500 rpm, GS-15R Zentrifuge, Beckman)
wurden die Bakterien in 2 ml Infiltrationsmedium resuspendiert. Fiir die
Transformation wurden ca. 4 Wochen alte Pflanzen verwendet. Um die
Ausbildung mehrerer sekundarer Sprosse und damit eine hohere Samen-
ausbeute zu erhalten, wurden ihre primare Sprosse mit einem Skalpell
entfernt. Direkt anschlieBend wurde in jede Pflanzenrosette mit Hilfe eines
Pinsels das Infiltrationsmedium mit transgenen A. tumefaciens-Zellen durch
grobes Betupfen aufgetragen. Nach etwa einer Woche wurde diese Prozedur
wiederholt, ohne jedoch die Sprosse zu entfernen; hierbei wurden vor allem
die Bliitenstande betupft. Nach jedem Betupfen wurden die Pflanzen fiir 2 —
3 Tage mit einer Haube bedeckt, um die lokale Luftfeuchtigkeit zu erhohen.
Die transformierten Pflanzen wurden bis zur Samenreife in der
Klimakammer bei 23°C Tagestemperatur und einer Belichtungszeit von acht
Stunden (Kurztag) kultiviert. Die Temperatur der Dunkelperiode betrug
18°C.
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Infiltrationsmedium

Sucrose 5% (w/v)
Silwet L-77 (OSi Specialties

Inc., Danbury, USA) 0,05% (v/v)
Aqua dem. g.s.

2.7.3.3. Selektionierung potentiell transgener Samen

Nachdem die transformierten Pflanzen Schoten ausgebildet hatten und diese
vollstandig ausgereift waren, wurden die Samen geerntet. Zur Selektion
wurden die Samen sterilisiert und auf MS-Agar-Platten verteilt. Dem
Niahrmedium in den Agarplatten waren 25 pug/ml Hygromycin zugesetzt. Nur
aus transgenen Samen, die ein rekombinantes Hygromycin-Resistenzgen in
ihrem Genom enthielten, konnten sich gesunde Pflanzen entwickeln.

Zur Sterilisation wurden ca. 30 - 40 mg Samen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefa
iiberfiihrt. Zunachst wurden die Samen fiir 1 min mit 98% Ethanol, danach
fir 7 min in einer Losung aus 6% Hypochlorit und 0,4% Triton X 100
inkubiert. Diese Losung wurde durch fiinf- bis siebenmaliges Waschen mit
sterilem Aqua dem. entfernt. Nach der Sterilisierung wurden die Samen auf
sterilem Filterpapier (Whatmann, 3MM) getrocknet und anschlieBend mit
Hilfe eines Spatels auf die MS-Agarplatten iiberfiihrt. Die Petrischalen
wurden mit einem luftdurchlissigen Klebeband (Micropore, 3M)
verschlossen und in der Klimakammer bei 23°C Tagestemperatur und einer
Belichtungszeit von acht Stunden (Kurztag) inkubiert. Die Temperatur der
Dunkelperiode betrug 18°C. Die Lichtstarke betrug 55 uE x m=2 x st
(WeiBlicht, Philips TL, 65W/25).

MS-Agar

MS (Murashige und Skoog)

Gamborg B5-Vitamine 4,4 g/L
MES-Puffer pH 5,8 0,5g/L
Plant-Agar 0,8%

Aqua dem. g.s.
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Die Hygromycin-resistenten transgenen Pflanzen bildeten nach etwa 2 bis 3
Wochen lange Wurzeln sowie griine Primarblatter aus. Die nichtresistenten
Pflanzen bildeten zwar Kotyledonen aus, waren aber nicht in der Lage
langere Wurzeln und Primarblatter auszubilden. Transgene Pflanzen wurden
sehr vorsichtig ohne Verletzung ihrer Wurzeln, aus dem Nahragar
herausgeschnitten, in feuchte Erde iibertragen und mit einer Plastikfolie
zugedeckt. Die weitere Kultivierung erfolgte in der Klimakammer unter den
bereits oben beschriebenen Bedingungen.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit ist die intrazellulare Lokalisierung der
Glucosylceramid-Synthase (GCS) und der Sterol-Glucosyltransferase (SGT).
Wie bereits im Abschnitt 1.5. erwahnt wurde, konnen zur Lokalisierung der
genannten Enzyme mehrere Strategien verwendet werden.

Die eine Moglichkeit ist der indirekte Nachweis durch eine immuno-
chemische Farbreaktion. Um die hierzu notwendigen Antiseren herzustellen,
miissen die interessierenden Glucosyltransferasen zuerst in einem
geeigneten System iiberexprimiert und bis zu einem hohen Reinheitsgrad
aufgereinigt werden.

Zum anderen konnen die Glucosyltransferasen als Fusionsproteine mit
einem leicht nachweisbaren Reporter-Protein als Fusionspartner exprimiert
werden. AnschlieBend konnen sie beispielsweise als griin- oder gelb-
fluoreszierende Fusionsproteine mit Hilfe von fluoreszenzmikroskopischen
Techniken direkt in der Zelle des transgenen Organismus nachgewiesen
werden.

Die intrazellulare Lokalisierung der genannten Enzyme sollte zunachst unter
Verfolgung der ,immunologischen“ Strategie exemplarisch an der Hefe
Pichia pastoris untersucht werden. P. pastoris besitzt sowohl GlcCer als
auch SG, und die entsprechenden Glucosyltransferasen aus diesem
Organismus wurden bereits in unserem Laboratorium Kkloniert [8, 196].
Weiterhin ist P. pastoris eine gut untersuchte Hefe, die problemlos auf
Standardmedien kultiviert werden kann. Diese Vorteile machen P. pastoris
zu einem geeigneten Modellorganismus.

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst versucht ein
immunochemisches Detektionssystem fiir die GCS und die SGT aus
P. pastoris zu entwickeln.
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3.1. Entwicklung eines immunochemischen
Detektionssystems fiir die GCS und die SGT
aus Pichia pastoris

3.1.1. Klonierung in pBAD-TOPO-Vektoren und
Expression in E. coli-TOP-10-Zellen

Die Gene fiir Glucosylceramid-Synthase und Sterol-Glucosyltransferase von
P. pastoris wurden zunachst in pBAD-TOPO-Vektoren kloniert.

Als Template fiir SGT diente der genomische Klon aus P. pastoris pUC19SGT
[23]. Als Template fiir GCS diente der genomische Klon pYM873 [71]. Die
offenen Leserahmen der beiden Gene wurden mittels PCR mit Vent-
Polymerase amplifiziert [Primer*: OK10, OK11, OK20, OK13] (2.5.4.). Die
PCR-Produkte wurden mit Taq-Polymerase adenyliert und elektrophoretisch
in einem Agarosegel gereinigt (2.6.2.1.).

AuBer den fiir die GCS und die SGT kodierenden Sequenzen von P. pastoris
wurden noch die ORFs von Glucosyltransferasen aus einigen anderen
Organismen amplifiziert. Dies waren die Sequenzen von Sterolglucosyl-
transferasen aus Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana sowie
der Glucosylceramid-Synthase aus Candida albicans. Die Klonierung der
Amplifikate in pBAD-TOPO-Vektoren fiihrte zu den Expressionsplasmiden
pBPSG11 mit dem ORF fiir SGT von P. pastoris und pBPCG61 mit dem ORF
flir GCS von P. pastoris. AuBerdem enthielten pBSSG31 den OREF fiir SGT
von S. cerevisiae, pBASG51 den ORF fiir SGT von A. thaliana und pBCCG?71
den OREF fiir GCS von C. albicans.

Die Transformation der E.coli-TOP-10-Zellen mit den Expressions-
plasmiden erfolgte nach 2.5.1.2.

Zur Expression der offenen Leserahmen wurden die transgenen E. coli-
Zellen nach 2.4.1. kultiviert. Bei OD¢oo~0,5 wurde die Expression durch
Zugabe von L(+)-Arabinose induziert. Nach 4 h Inkubation bei 30°C wurden
die Zellen absedimentiert. Der Kontrolle dienten die TOP-10-Zellen, die mit
dem pBAD-TOPO-Leervektor transformiert waren. In der Hoffnung auf eine

* eine Tabelle mit allen in dieser Arbeit verwendeten Primern befindet sich im Anhang. Die
spezifischen Primer fur die PCR wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und Sigma-
Genosys (The Woodlands, USA) hergestellt.
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Verbesserung der Expression wurden in einem zusatzlichen Experiment die
Expressionsbedingungen geiandert. Die Inkubation wurde bei 8°C iiber 48
Stunden durchgefiihrt.

3.1.1.1. Rekombinante Expressionsprodukte zeigten in vitro
Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat

Zur Uberpriifung der Expressionsprodukte von Plasmiden mit Sterol-
glucosyltransferasen aus A. thaliana, P. pastoris und S. cerevisiae auf UDP-
Glucose:Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat wurden die entsprechenden
zellfreien E. coli-Homogenate einem in-vitro-Enzymtest unterzogen. Dabei
wurden radioaktiv markiertes Cholesterol und nicht markierte UDP-Glucose
eingesetzt (2.6.5.). Die lipophilen Reaktionsprodukte wurden diinnschicht-
chromatographisch aufgetrennt (2.6.6.2.) und mittels eines BAS 1000 Bio-
Imaging Analyzer detektiert (siehe Abbildung 3.1.). Ein nicht radioaktiv
markierter Cholesterolglucosid-Standard (nicht in der Abbildung 3.1. zu
sehen) wurde nach der chromatographischen Auftrennung durch Bespriihen
mit a-Naphthol-Schwefelsaure sichtbar gemacht.

Die R-Werte der in der Abbildung 3.1. mit ,SG“ markierten radioaktiven
Reaktionsprodukte stimmten mit dem RgWert der Cholesterolglucosid-
Kontrolle iiberein. Die Expressionsprodukte aller eingesetzten Plasmide
(auBer Kontrollplasmide) zeigten also eine UDP-Glucose:Sterolglucosyl-
transferase-Aktivitait. Daher konnte davon ausgegangen werden, daB die
Klonierung der ORFs aus allen drei Spezies erfolgreich durchgefiihrt und die
Enzyme in pBAD-TOPO funktional exprimiert wurden.

Mit Hilfe der PC-BAS-Software von Raytest wurde die Radioaktivitats-
verteilung auf dem Chromatogramm ausgewertet. Um eine Quantifizierung
zu ermoglichen, wurden nach der chromatographischen Auftrennung am
Start und an der Laufmittelfront Eichpunkte mit [4C]-Cholesterol
aufgetragen (jeweils 9000 dpm). Die Expression bei 8°C iiber 48 Stunden
fiihrte bei den S. cerevisiae-Proben zu einer stirkeren SGT-Aktivitat
gegeniiber einer Expression bei 30°C iiber 4 Stunden (245000 dpm
gegeniiber 9300 dpm). Bei den A. thaliana-Proben war der Unterschied
hingegen nicht signifikant (entsprechend 97000 dpm und 90000 dpm). Bei
den Proben von P. pastoris schlieBlich konnte bei der 4-Stunden-Expression
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kein Reaktionsprodukt detektiert werden; bei der 48-Stunden-Expression
wurde hingegen ein deutliches Signal (10000 dpm) gemessen.

ol -
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Abb. 3.1: Radioautogramm einer DC der Enzymtest-Produkte. Die rekombinanten
Expressionsprodukte aus zellfreien E. coli-Homogenaten zeigen in vitro eine UDP-Glucose:
Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat. FC: freies Cholesterol; SG: Sterolglucosid.

Spur 1: P. pastoris-SGT (pBPSG11), Expression 48 h bei 8°C
Spur 2: S. cerevisiae-SGT (pBSSG31), Expression 48 h bei 8°C
Spur 3: A. thaliana-SGT (pBASG51), Expression 48 h bei 8°C
Spur 4: Leervektor-Kontrolle, Expression 48 h bei 8°C

Spur 5: Leervektor-Kontrolle, Expression 4 h bei 30°C

Spur 6: P. pastoris-SGT (pBPSG11), Expression 4 h bei 30°C
Spur7: S. cerevisiae-SGT (pBSSG31), Expression 4 h bei 30°C
Spur 8: A. thaliana-SGT (pBASG51), Expression 4 h bei 30°C

Die Auftrennung der lipophilen Reaktionsprodukte erfolgte in CHCI3:CH3;OH 85:15 (v/v). Die
Radioaktivitatsverteilung auf dem Dinnschichtchromatogramm wurde mit Hilfe der Software
PC-BAS von Raytest dargestellt.

An dieser Stelle konnten keine Enzymtests auf Aktivitit der
Glucosylceramid-Synthase durchgefiihrt werden. Die verlasslichen in-vitro-
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Enzymtests existierten zum Zeitpunkt der Versuche lediglich fiir die GCS aus
Saugern [67, 197, 198].

3.1.1.2. Versuch einer affinitatschromatographischen
Aufreinigung von rekombinanten Expressions-
produkten der E. coli-TOP-10-Zellen

Bei der Uberpriifung der Zellysate aus TOP-10-Expressionskulturen mittels
SDS-PAGE (2.6.2.3.) war bei keiner der Proben im Vergleich zu den
mitgefiihrten Leervektor-Kontrollen eine neue Proteinbande im erwarteten
GroBenbereich zu sehen (ohne Abbildung). Daher wurde ein Versuch
unternommen, die interessierenden Proteine mittels immobilisierter Metall-
Affinitatschromatographie (IMAC; 2.6.1.4.) aufzureinigen.

Der pBAD-TOPO-Vektor besitzt eine C-terminale His-tag-Sequenz
(codierend fiir 6 Histidine). Somit wurden alle rekombinanten Proteine als
His-tag-Fusionsproteine exprimiert, was eine einfache Reinigung iiber eine
Metall-Chelat-Saule erlauben sollte.

Die IMAC wurde sowohl unter nativen (2.6.1.5.) als auch unter denaturieren-
den Bedingungen mit Ni-NTA-Minisaulen (Qiagen) durchgefiihrt.

Zur Reinigung unter denaturierenden Bedingungen wurden die Zellen aus
einer 100-ml-Expressionskultur in 2 ml Lysispuffer A resuspendiert, durch
die Behandlung mit Ultraschall aufgeschlossen und zwecks Zerstorung der
storenden DNA 15 — 30 min bei 30°C mit der DnaseI (Sigma-Aldrich)
inkubiert. Anschliefend wurde das Zellysat mit Guanidiniumchlorid versetzt
(Endkonzentration 6 M). Die Proteine wurden bei dieser extrem hohen
Salzkonzentration denaturiert und eventuell vorhandene Inclusion Bodies
aufgelost. AnschlieBend sollten die Zelltrimmer abzentrifugiert werden, um
den Uberstand auf einer Ni-NTA-Minisiule zu reinigen. Durch den Zusatz
von groBen Mengen Guanidiniumchlorid wurde das Zellysat jedoch so
zahfliissig, daBl das Abzentrifugieren von Zelltrimmern nahezu unmoglich
war. Die Poren von Qiagen-Minisaulen wurden beim Durchgang des
zahfliissigen Zellysats schnell verstopft, so da3 es unmoglich war, bei der fiir
die Minisaulen gerade noch zulassigen Zentrifugationsgeschwindigkeit
(2000 rpm; Tischzentrifuge Biofuge pico, Heraeus Instruments) das gesamte
Zellysat durch die Saulen hindurch zu pressen. Durch dieses Problem wurde
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die Reinigungsprozedur erheblich gestort. Deswegen wurde die Reinigung
unter denaturierenden Bedingungen bei den nachfolgenden Versuchen nach
dem Batch-Verfahren (2.6.1.6.) durchgefiihrt.

AnschlieBend an diese Reinigungsprozeduren wurde versucht die
rekombinanten SGT von A. thaliana, P. pastoris und S. cerevisiae sowie die
GCS von P. pastoris und C. albicans nach einer SDS-PAGE durch eine
Coomassie-Farbung zu visualisieren, bzw. nach einem Western-Blot durch
eine Immunofarbung nachzuweisen.

Die Analyse der Reinigungsfraktionen (Durchgang, Wasch-Fraktionen und
Eluat) mittels SDS-PAGE ergab keine positiven Ergebnisse. Auch nach
mehrfacher Aufkonzentrierung der Proteine der Eluat-Fraktionen konnte im
Polyacrylamidgel bei keiner der Proben eine Bande im erwarteten
GroBenbereich festgestellt werden (ohne Abbildung).

Zur Immunofarbung der auf Nitrocellulose-Membran geblotteten Proteine
diverser Reinigungsfraktionen (2.6.3.; 2.6.4.4.) wurden Maus-Anti-His-tag-
IgG1 (Dianova) als Erstantikorper in der Verdiinnung von 1:1000 verwendet.
Als  Zweitantikorper  fungierte = Ziegen-Antimaus-IgG-HRP-Konjugat
(Dianova) in der Verdiinnung von 1:4000. Auch nach mehrmaliger
Wiederholung der Versuche konnte bei keiner der Proben ein His-tag-
Protein detektiert werden (ohne Abbildung). Die Immunofarbungen der
mitgefithrten His-tag-Kontrollproteine (Dianova) waren dagegen stets
positiv.

Aus diesen Ergebnissen folgt, daB die Expression der untersuchten
Glucosyltransferasegene im pBAD-TOPO-System offensichtlich nicht
ausreichend hoch war. Die pBAD-TOPO-Vektoren stellen ein einfaches und
zeitsparendes Klonierungssystem dar. Die Expression des ORF fiir das
Zielprotein wird jedoch von einem relativ schwachen araBAD-Promotor
gesteuert, der schwacher als z.B. ein tac-Promotor ist [162]. AuBerdem kann
die Induktion mit L-Arabinose zu sehr heterogenen Ergebnissen fiihren
[199].

Dies alles sprach dafiir, die Zielproteine unter Kontrolle eines stiarkeren
Promotors zu exprimieren. Zu diesem Zweck wurde das pET-System
(2.5.4.3.) mit einem starken T7-Promotor gewahlt.



Ergebnisse und Diskussion 109

3.1.2. Expression der rekombinanten GCS- und SGT-
Gene mit dem pET-System fiihrte nicht zum
Erfolg

Die Primer, mit denen die Glucosyltransferasen-ORFs in den vorher-
gegangenen Versuchen amplifiziert wurden (3.1.1.), enthielten bereits
spezifische Endonuclease-Erkennungssequenzen, um die Ubertragung der
Amplifikate aus pBAD-TOPO in andere Vektoren zu ermoglichen (siehe
Anhang). So enthielten pBPSG11 (SGT von P. pastoris) Sacl-Schnittstellen
und pBPCG61 (GCS von P. pastoris) Xhol-Schnittstellen vor dem ersten ATG
und nach der STOP-Sequenz. Diese Plasmide sowie pET24c- und pET19b-
Vektoren wurden nun mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
behandelt (2.5.3.1.). AnschlieBend wurden die linearisierten Vektoren mit
entsprechenden Inserts ligiert (2.5.3.4.). Die kompetenten E. coli-XL1-Blue-
Zellen wurden mit Ligationsansatzen transformiert (2.5.1.2.) und auf LB-
Selektivmedien kultiviert. Die positiven Kolonien enthielten die
Expressionsplasmide pEPSG11 mit der SGT-Sequenz und pEPCG61 mit der
GCS-Sequenz von P. pastoris.

Der fiir die Expression geeignete E. coli-Stamm BL21(DE3) wurde nun mit
pEPSG11 und pEPCG61 transformiert. Die Expression der offenen
Leserahmen iiber 4 Stunden bei 30°C wurde durch Zugabe von IPTG
induziert (Endkonzentration 0,8 mM). Als Negativkontrolle dienten die
BL21(DE3)-Zellen, die mit pET19b- bzw. pET24c-Leervektoren
transformiert waren.

Nach der gleichen Vorgehensweise wurden auch die E. coli-Zellen des
Stammes c41(DE3)* mit pEPSG11 und pEPCG61 transformiert und zur
Expression gebracht. Dieser Bakterienstamm wurde durch gezielte Selektion
isoliert und stellt ein durch spontane Mutation entstandenes BL21(DE3)-
Derivat dar [151]. Miroux und Walker machten bei der Expression
verschiedener E. coli-toxischer Membranproteine im pET-System eine
Beobachtung, daf die wenigen von BL21(DE3) abgeleiteten Bakterien-
kolonien, die die Expression iiberlebten, iiber mehrere Generationen einen
stabilen Phinotyp hatten und die Fihigkeit zur Uberexpression einiger

* Der C41(DE3)-Stamm wurde aufgrund eines Material-Transfer-Vertrages von der Firma Avidis

(Clermont-Limagne, France) zur Verfiigung gestellt
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Membranproteine besaBen. Im Vergleich zu BL21(DE3) ist C41(DE3) in der
Lage, die 4- bis 10-fache Menge von einigen Membranproteinen zu
produzieren [151]. Diese positiven Eigenschaften des C41(DE3)-Stammes
wurden nun in der vorliegenden Arbeit ausgenutzt.

Die Gesamtproteinmuster der BL21(DE3)- und C41(DE3)-Expressions-
kulturen wurden elektrophoretisch untersucht. Da dabei bei keiner der
Proben im Vergleich zu den mitgefiihrten Negativkontrollen eine neue
Proteinbande im erwarteten GroBenbereich zu sehen war, wurde der
Versuch unternommen, die Enzyme, die nach der Expression im pET-
System als His-tag-Proteine vorliegen sollten, mittels IMAC aufzureinigen.
Die IMAC wurde sowohl unter nativen als auch unter denaturierenden
Bedingungen mit Ni-NTA-Minisdulen nach dem im Abschnitt 3.1.1.2.
beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Analyse der Reinigungs-
fraktionen mittels SDS-PAGE und die Detektion mit Ni-NTA-HRP-Konjugat
(2.6.4.5.) ergaben jedoch keine positiven Ergebnisse. Auch nach mehrfacher
Aufkonzentrierung der Proteine der Eluat-Fraktionen durch die TCA-Fallung
konnte im Polyacrylamidgel bei keiner der Proben eine Bande im erwarteten
GroBenbereich festgestellt werden (ohne Abbildung). Die Versuche, die auf
NC-Membranen geblotteten Proteine mit Ni-NTA-HRP-Konjugat zu
detektieren, ergaben ebenfalls keine Hinweise auf Expressionsprodukte mit
einem His-tag (ohne Abbildung). Die Farbungen der mitgefiihrten His-tag-
Kontrollproteine waren hingegen stets positiv.

3.1.3. Expression der Teilsequenzen aus GCS und SGT
in E. coli

Wie die bisher durchgefiihrten Versuche zeigten, ist die Expression der
untersuchten Glucosyltransferasen sowohl im pBAD-TOPO- als auch im
pET-Expressionssystem offensichtlich sehr niedrig. Zwar konnte mit dem
sehr empfindlichen radioaktiven Enzymtest die in-vitro-Aktivitat der
rekombinanten Sterol-Glucosyltransferasen aus verschiedenen Spezies
gemessen werden (3.1.1.1.); fiir eine Aufreinigung mittels IMAC reichte die
Quantitat der Expressionsprodukte allerdings nicht aus.
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Die Uberexpression von Membranproteinen erweist sich generell als
schwierig. Die fritheren Untersuchungen haben gezeigt, daB3 speziell die
Expression von Sterol-Glucosyltransferasegenen aus verschiedenen Hefe-
Arten sehr niedrig ist [8]. Einer der limitierenden Faktoren bei der
heterologen Expression eines eukaryotischen Proteins im prokaryotischen
Organismus E.coli ist die im Vergleich zur eukaryotischen Zelle viel
geringere Gesamtmembranmenge. Membranproteine, die nach der
Expression nicht an ihre nativen Membransysteme binden konnen, konnen
zudem wieder enzymatisch abgebaut werden [200, 201]. Oft sind fremde
Membranproteine toxisch fiir den Wirtsorganismus, konnen dadurch seine
Entwicklung und sein Wachstum erheblich storen oder verursachen sogar
den Zelltod [151]. Auch in den oben beschriebenen Experimenten konnte ein
verlangsamtes Zellwachstum in Expressionskulturen im Vergleich zu den
nicht-transformierten E. coli-Zellen beobachtet werden.

Um dennoch geniigend Protein fiir die Antikorperherstellung bereitzustellen,
sollte nun versucht werden jeweils nur eine Teilsequenz der Glucosyl-
transferasegene aus P. pastoris in E. coli zu exprimieren. Die von diesen
Teilsequenzen Kkodierten Polypeptide sollten fiir eine Immunisierung
ausreichend groB sein, moglichst keine biologische Aktivitit in dem
Wirtsorganismus entfalten und zugleich keine Transmembrandomainen
enthalten. Von dem auf diese Weise entlasteten Expressionsorganismus
wurde im Endeffekt eine verbesserte Proteinausbeute erhofft.

Warnecke et al. zeigten, daB die Sequenzen der Sterol-Glucosyltransferase-
gene aus einigen Pflanzen und den Hefen Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae und Pichia pastoris signifikante Ahnlichkeiten in ihrem C-
terminalen Bereich haben. Weitere Untersuchungen bestitigten, daB nur
dieser Bereich am C-Terminus fiir die in-vitro-Enzymaktivitit in
S. cerevisiae verantwortlich ist [8]. Bei der Auswahl einer Teilsequenz sollte
dieser fiir die biologische Aktivitat verantwortliche Bereich moglichst
vermieden werden. So wurde aus der SGT-Sequenz von P. pastoris ein fiir
378 Aminosauren kodierendes Fragment ausgewahlt (vom ersten ATG des
ORF gezahlt: Nucleotide 1986 bis 3056; siehe auch Anhang).

Die Wahl einer Teilsequenz aus der Glucosylceramid-Synthase von
P. pastoris konnte sich nicht auf Enzymaktivitat-Untersuchungen stiitzen.
Hier galt es, zumindest die hypothetische Transmembrandomine zu
vermeiden. So wurde aus der GCS-Sequenz ein fiir 288 Aminosauren
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codierendes Fragment ausgewahlt (vom ersten ATG des ORF gezahlt:
Nucleotide 291 bis 1089; siehe auch Anhang).

Das Protokoll zur Reinigung der His-tag-Proteine unter denaturirenden
Pufferbedingungen wurde ebenfalls geandert. Von nun an wurden die
Reinigungsprozeduren nach dem wesentlich robusteren Batch-Verfahren
durchgefiihrt (2.6.1.6.).

3.1.3.1. Klonierung in pET-Vektoren. Expression in E. coli-
C41(DE3)

Als Template fiir das SGT-Fragment diente der genomische Klon aus
P. pastoris pUC19SGT mit dem offenen Leserahmen UGT51B1 [23]. Als
Template fiir das GCS-Fragment diente der genomische Klon pYM873 [71].
Das GCS-Fragment wurde mit Vent-Polymerase (Primer: PPGCS1,
PPGCS2), das SGT-Fragment mit Proof-Start-Polymerase amplifiziert
(Primer: PPSGT3, PPSGT4). Die Primer wurden so konzipiert, daB sie an
ihren Enden spezifische Erkennungssequenzen fiir Ndel (3’-Ende) und
BamHI (5’-Ende) enthielten. Die PCR-Produkte wurden in pET19b-
Vektoren kloniert (2.5.4.3.). So entstanden die Expressionsplasmide
pECGTfr6 (pETi9b (Ndel/BamHI) + 288-AS-Fragment aus GCS von
P. pastoris) und pESGTfr11 (pET19b (Ndel/BamHI) + 378-AS-Fragment aus
SGT von P.pastoris). E.coli-C41(DE3)-Zellen wurden nun einzeln mit
diesen Plasmiden transformiert.

Die Expression der offenen Leserahmen wurde in transgenen E. coli-
C41(DE3)-Zellen durch Zugabe von IPTG induziert (Endkonzentration
1mM). Als Negativkontrolle dienten die C41(DE3)-Zellen, die mit pET19b-
Leervektor transformiert waren.

3.1.3.2. SGT- und GCS-Fragmente aus P. pastoris konnten
affinitatschromatographisch gereinigt werden

Nach der Expression wurde das Gesamtproteinmuster der transgenen
E. coli-Zellen elektrophoretisch untersucht (2.6.1.1. und 2.6.2.3.). Da bei
keiner der Proben im Vergleich zu den mitgefiihrten Negativkontrollen eine
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Bande im erwarteten GroBenbereich zu sehen war, wurden die Polypeptide,
die im pET19b-Vektor mit einem His-tag exprimiert wurden, mittels
immobilisierter Metall-Affinitatschromatographie gereinigt.

Die IMAC wurde sowohl unter nativen (2.6.1.5.) als auch unter denaturieren-
den Bedingungen nach dem Batch-Verfahren (2.6.1.6.) durchgefiihrt.

Nach einer Uberpriifung der Fraktionen beider Reinigungsginge mittels
SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung konnte
zunachst bei keiner der Proben eine Proteinbande im erwarteten
GroBenbereich sicher festgestellt werden (ohne Abbildung). Erst nach einer
15-fachen Aufkonzentrierung der Proben durch Fillung mit TCA (2.6.1.8.),
wurden sowohl bei der GCS-Fragment-Probe als auch bei der SGT-
Fragment-Probe jeweils eine Bande im erwarteten GroBenbereich
festgestellt. In beiden Fallen traten die Banden bei den unter
denaturierenden Bedingungen erhaltenen Eluat-Fraktionen auf. Die fiir
Expressionsprodukte berechneten molekularen Massen liegen bei 43,8 kDa
(SGT-Fragment) und 31,8 kDa (GCS-Fragment). Die, besonderes im direkten
Vergleich zu Proteinbanden der Negativkontrolle, deutlich sichtbaren
Uberexpressionsbanden (Abb. 3.2. & 3.3.) liegen bei ca. 43 — 45 bzw. 31 — 33
kDa und entsprechen somit den fiir die beiden Polypeptide erwarteten
GroBen. Bei den Leervektor-Kontrollen konnten keine Banden in
entsprechenden GroBenbereichen festgestellt werden.

Nun galt es zu iiberpriifen, ob die detektierten Polypeptide als His-tag-
Fusionsproteine vorlagen oder nicht. Zur Uberpriifung wurden die im
Polyacrylamidgel getrennten Proben auf eine NC-Membran geblottet und
mit Ni-NTA-HRP-Konjugat inkubiert (2.6.4.5.). Die Detektion erfolgte mit
DAB-Tabletten von Sigma-Aldrich. Die Farbung fiel fiir beide Polypeptide
positiv aus (Abb. 3.2. & 3.3.). Bei den Leervektor-Kontrollen konnten keine
Banden in entsprechenden GroBenbereichen festgestellt werden.

Diese Ergebnisse belegten, daB bei der Expression des 288-AS-Fragments
der P. pastoris-GCS in E. coli ein Polypeptid synthetisiert wurde, das der
berechneten GroBe dieses Fragments entsprach. Auch im Falle des 378-AS-
Fragments der P. pastoris-SGT wurde ein der erwarteten GrofBle entspre-
chendes Polypeptid exprimiert. Eine positive Farbreaktion mit Ni-NTA-
HRP-Konjugat/Diaminobenzidin bestatigte jeweils die Expression eines His-
tag-Fusionsproteins.
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1 K 2 K° | BR | kDa | BR | K° 2 K 1

Abb. 3.2: Proteinmuster der Praparation des 44-kDa-SGT-Fragments; links: Polyacryl-
amidgel, rechts: NC-Membran. 1: SGT-Fragment nach der einfachen Reinigung (Pfeil);
2: SGT-Fragment nach der zweiten Reinigung; K: Leervektor-Kontrolle nach der einfachen
Reinigung; K°: Leervektor-Kontrolle nach der zweiten Reinigung; BR: Broad-Range-
Standard (auf der NC-Membran mit einem Kugelschreiber markiert). Als Proben wurden 15-
fach konzentrierte Eluat-Fraktionen verwendet.

1 K 2 K° BR | kDa | BR | K° | 2 K 1

Abb. 3.3: Proteinmuster der Praparation des 32-kDa-GCS-Fragments; links: Polyacryl-
amidgel, rechts: NC-Membran. 1: GCS-Fragment nach der einfachen Reinigung (Pfeil);
2: GCS-Fragment nach der zweiten Reinigung; K: Leervektor-Kontrolle nach der einfachen
Reinigung; K°: Leervektor-Kontrolle nach der zweiten Reinigung; BR: Broad-Range-
Standard (auf der NC-Membran mit einem Kugelschreiber markiert). Bei den schwachen
Banden, die auf der NC-Membran unterhalb des GCS-Fragmentes zu sehen sind, handelt
es sich wahrscheinlich um die Abbauprodukte dieses Polypeptids. Als Proben wurden 15-
fach konzentrierte Eluat-Fraktionen verwendet.




Ergebnisse und Diskussion 115

Daher handelt es sich bei den detektierten Expressionsprodukten um die
durch die heterologe Expression in E. coli erzeugten Fragmente der SGT und
der GCS von P. pastoris.

Die beiden Polypeptide lagen nach dem einmalig durchgefiihrten
Reinigungsgang noch nicht in reiner Form vor. Deswegen wurde versucht,
durch ein zweites, direkt an den ersten Reinigungsgang angeschlossenes
Batch-Verfahren den Reinheitsgrad der Expressionsprodukte zu erhohen.
Als Ergebnis wurden sowohl das GCS- als auch das SGT-Fragment so rein
erhalten, daf3 sie im Polyacrylamidgel jeweils als eine einzige, diskrete Bande
detektiert werden konnten (Abb. 3.2. & 3.3.). Bei den schwachen Banden, die
auf Nitrocellulose-Membran unterhalb des GCS-Fragments zu sehen sind,
handelt es sich wahrscheinlich um Abbauprodukte dieses Polypeptids.

3.1.4. Herstellung der Antiseren gegen die
rekombinanten GCS- und SGT-Fragmente

Wie oben beschrieben, ist es gelungen die Expression und die Aufreinigung
eines 288-AS-Fragments aus der Glucosylceramid-Synthase und eines 378-
AS-Fragments aus der Sterol-Glucosyltransferase von P. pastoris durch-
zufithren. Um Antiseren gegen diese beiden Polypeptide zu erhalten, sollten
nun verschiedene Tiere dagegen immunisiert werden. Fiir eine
Immunisierung in Kaninchen werden mindestens 100 ug Antigen pro Tier
bendtigt. Eine ausreichende Menge der jeweiligen Antigen-Proteine sollte
nun durch die praparative Reinigung nach dem bereits beschriebenen IMAC-
Verfahren gewonnen werden. AnschlieBend sollten die Antigene im
Polyacrylamidgel an externe Firmen zur Immunisierung geschickt werden.

3.1.4.1. Priparative Reinigung der GCS- und der SGT-
Fragmente. Immunisierung

Die praparative Reinigung des GCS- und des SGT-Fragments wurde wie
oben beschrieben durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Polypeptide in
einem Polyacrylamidgel zusatzlich elektrophoretisch gereinigt und mit der
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Coomassie-Brilliant-Blue-Reagenz gefarbt (2.6.2.4.). Die nun sichtbaren
Protein-Banden wurden mit einem Skalpel aus dem Gel herausgeschnitten.
Die Antigen-enthaltende Gelstiickchen wurden iiber Nacht an der Luft und
bei Zimmertemperatur getrocknet. Es wurden insgesamt ca. 1000 pg von
jedem Antigen prapariert.

Die Immunisierung der Tiere sowie die Gewinnung der Antiseren wurde von
den Firmen Eurogentec (Seraing, Belgien) und VaccineLab (Rostock) nach
dem im Abschnitt 2.6.4.3. beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Insgesamt
wurden pro Antigen drei Kaninchen und 1 Huhn immunisiert.

3.1.4.2. Testen der Antiseren

Die gewonnenen Antiseren wurden auf spezifische Bindung an GCS- und
SGT-Fragmente getestet. Hierzu wurden die entsprechenden Polypeptide in
verschiedener Quantitat (10 bis 50 yug) auf NC-Membranen geblottet. Die
Gesamtpeptidmenge wurde nach Bradford bestimmt (2.6.1.7.). Die
immunochemischen Nachweisreaktionen (2.6.4.4.) wurden in mehreren
separaten Versuchen mit Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-HRP-Konjugat und
Ziegen-Anti-Huhn-IgG-HRP-Konjugat als Zweit-Antikorper durchgefiihrt.
Als Farbereagenz diente 3,3’-Diaminobezidintetrahydrochlorid. In
verschiedenen Versuchen wurden unterschiedliche Verdiinnungen der
Antiseren ausgetestet (1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000). Die Tests wurden bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten (1, 2 wund 3 Stunden bei
Raumtemperatur und iiber Nacht bei 4°C) und mit verschiedenen Blotto-
Puffern (mit Magermilchpulver oder fliissiger Gelatine als Proteinquelle)
durchgefiihrt.

Trotz mehrmaliger Wiederholung der Versuche unter verschiedenen
Bedingungen konnte bei keinem der Antiseren eine spezifische
Immunoreaktion gegen das entsprechende Antigen festgestellt werden.

Das Ausbleiben einer detektierbaren Immunoreaktion gegen das in groBer
Menge vorhandene Antigen 1aBt darauf schlieBen, da die gewonnenen
Antiseren offensichtlich keine oder nur sehr wenig Antikorper gegen die zur
Immunisierung verwendeten Enzym-Fragmente enthielten. Als Ursache
dafir kommt eine insgesamt sehr unstete und unterschiedlich stark
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ausfallende Immunantwort bei Kaninchen in Frage (personliche Mitteilung
von Dr. F.Haag, Abteilung fiir Immunologie und Allergologie, UKE,
Hamburg). So unterscheidet sich die Immunantwort gegen ein Antigen bei
Kaninchen von Rasse zu Rasse und innerhalb einer Rasse von Tier zu Tier
relativ stark (Eurogentec, 2000). Bei verschiedenen Antigen-Proteinen gibt
es aufgrund struktureller Unterschiede ebenfalls sehr groBe Differenzen
hinsichtlich ihrer Antigenitat in unterschiedlichen Versuchstieren.

Nach diesen negativen Ergebnissen wurde die immunologische Strategie
nicht weiter verfolgt.
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3.2. Die intrazellulire Lokalisierung der
pflanzlichen GCS und SGT mittels
Fluoreszenz- und Konfokalmikroskopie

In den vorhergehenden Experimenten war versucht worden, ein
immunochemisches Detektionssystem fiir die GCS und die SGT aus Pichia
pastoris zu entwickeln. Es gelang zwar jeweils ein Fragment von den beiden
Enzymen in ausreichender Menge und Reinheit fiir eine Immunisierung
aufzureinigen, jedoch erwiesen sich die erhaltenen Antiseren fiir weitere
Untersuchungen als unbrauchbar.

Nach diesen negativen Ergebnissen wurde die zweite Strategie in Angriff
genommen, die interessierenden Glucosyltransferasen mittels Fluoreszenz-
und Konfokalmikroskopie direkt in den lebenden Zellen zu lokalisieren. Um
diese Enzyme, die nativ nicht fluoreszieren, den genannten Untersuchungs-
techniken zugianglich zu machen, muBiten sie zuniachst mit geeigneten
Fluoreszenzproteinen (2.6.8.) fusioniert und in einem geeigneten
Organismus exprimiert werden.

3.2.1. Weitere Untersuchungen werden mit
pflanzlichen Glucosyltransferasen fortgefiihrt

Zur Untersuchung der intrazellulairen Lokalisation wurden die
Glucosylceramid-Synthase aus Baumwolle (Gossypium arboreum) und die
Sterol-Glucosyltransferase aus Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana)
ausgewahlt. Nachdem diese pflanzlichen Glucosyltransferasen in unserem
Laboratorium kloniert und charakterisiert wurden [39, 196], sollte nun im
Hinblick auf ihre physiologischen Funktionen untersucht werden, in
welchem zellulairen Kompartiment sie sich befinden.

Aus der Sicht der Fluoreszenzmikroskopie-Methodik besitzen pflanzliche
Zellen gegeniiber Hefe einige Vorteile. So ist die ZellgroBe eines Untersu-
chungsobjekts von entscheidender Bedeutung. In den groBen Pflanzenzellen
sind die intrazellularen Strukturen mikroskopisch gut zu erkennen und
morphologisch zumeist gut voneinander zu unterscheiden. In den sehr viel
kleineren Hefezellen ist es oft schwierig eine korrekte Aussage iiber die
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Identitat der Organelle zu treffen, in welcher sich die Fluoreszenz
beobachten 14Bt. In den Pflanzenzellen hingegen ist es oft auch ohne Einsatz
von speziellen mehrfarbigen Fluoreszenzmarkern moglich, den
intrazellularen Lokalisierungsort der fluoreszierenden Fusionsproteine
morphologisch zu bestimmen.

Aufgrund dieser Uberlegungen wurden weitere Arbeiten zur intrazelluliren
Lokalisation von Glucosyltransferasen auf pflanzliche Enzyme und
pflanzliche Zellen beschrankt.

3.2.2. Expression und Lokalisierung der GFP-Fusions-
proteine in epidermalen Zwiebelzellen

Zunachst sollten die Glucosylceramid-Synthase von G. arboreum und die
Sterol-Glucosyltransferase von A. thaliana (Ugt80A2) mit dem griin-
fluoreszierenden Fusionspartner — dem EGFP von der Firma Clontech — in
geeignetem pflanzlichen Gewebe exprimiert werden. Hierzu wurden
Plasmide hergestellt, in denen sich die EGFP-Sequenz im Leserahmen an
den C-Terminus des jeweiligen Glucosyltransferasegens anschlieft.

3.2.2.1. Herstellung der EGFP-Fusionskonstrukte

Die Fusionskonstrukte wurden fiir beide Glucosyltransferasen nach der-
selben Strategie kloniert (Abb. 3.4.). Die EGFP-Sequenz wurde mit Vent-
Polymerase amplifiziert (2.5.4.); der pEGFP-Vektor von Clontech diente
dabei als Template. Die eingesetzten spezifischen Primer enthielten
Sequenzen fiir Restriktionsschnittstellen Sacll und Hpal/Nhel (Primer:
N-EGS1, N-EGS2). Die ORFs der beiden Glucosyltransferase-Gene wurden
jeweils mit eingebauten Schnittstellen Apal vor dem ersten ATG und
Sacll/Nhel am hinteren Sequenzende amplifiziert. Die dafiir verwendeten
Primer (ATS1, N-ATS2, GAC1, GAC2) wurden so konzipiert, daB das STOP-
Codon der beiden Gene nicht mitamplifiziert wurde. Als Templates dienten
die Vektoren pBDxxatsgt fiir SGT [39] und pPGa fiir GCS [196]. Die PCR-
Produkte wurden schlieBlich in pCR2.1-Vektoren subkloniert (2.5.4.2.). Die
Identifizierung der richtigen Klone wurde wie oben beschrieben
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durchgefiihrt (3.1.1.). Die Richtigkeit der Amplifizierungen wurde jeweils
durch eine DNA-Sequenzierung bestatigt (2.5.5.).

n | Sacti] EGFP | Hpal | Nhel |

PCR STeP
| Apal | Glucosyltransferase SacII| B6XNS | Nhel |

Klonierung
in pCR2.1 Sacll / Nhel

v

pGCEpcr2 Apal Sacll Hpal Nhel
pPSEpcr6 —1  Glucosyltransferase EGFP I—

Apal Hpal \
——] gt pa

Klonierung
in puC19-35S2

pUC35SE Apal v Hpal
K pUC35GCE — | 35s Glucosyltransferase | EGFP OCSI_/

Abb. 3.4: Klonierung der Pflanzenexpressionsplasmide pUC35SE und pUC35GCE.
EGFP-Fusionskonstrukte mit den Sequenzen von GCS aus G. arboreum und SGT aus
A. thaliana (Ugt80A2) wurden nach derselben Strategie hergestellit.

A: Die kodierenden Bereiche der Glucosyltransferasen (ohne STOP-Codon) und des EGFP
wurden mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen per PCR amplifiziert und jeweils in
den pCR2.1-Vektor subkloniert (6xNS = Nonsense-Sequenz aus 6 Nucleotiden).
B: Die pCR2.1-Glucosyltransferase-Konstrukte wurden mit Sacll und Nhel gedffnet; die
EGFP-Sequenz wurde mit den gleichen Endonucleasen aus dem Vektor herausgeschnitten.
Bei der Ligation der EGFP-Fragmente mit den entsprechenden Vektoren entstanden die
Plasmide pGCEpcr2 mit GCS aus G. arboreum und pSEpcré mit SGT aus A. thaliana, beide
mit der im Leserahmen folgenden EGFP-Sequenz. C: Der pUC19-35S2-Vektor wurde
zwischen dem Promotor (35S) und der OCS-Terminator-Sequenz (OCS) mit Apal/Hpal
geoffnet. Die Glucosyltransferase-EGFP-Fragmente wurden aus pSEpcr6 sowie pGCEpcr2
mit Apal/Hpal herausgeschnitten und mit pUC19-35S2 ligiert. Die Expression der klonierten
ORFs in pUC35SE (Ugt80A2-EGFP) und pUC35GCE (GCS-EGFP) wird vom 35S-CaMV-
Promotor reguliert.
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Die so entstandenen Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen Sacll
und Nhel behandelt. Die pCR2.1-Vektoren mit den Glucosyltransferase-
Sequenzen wurden dabei geoffnet und die EGFP-Sequenz aus dem Vektor
herausgeschnitten. Nach Reinigung in Agarosegelen wurden die Vektoren
mit SGT und GCS jeweils mit dem EGFP-Fragment ligiert (2.5.3.4.). Dabei
entstanden die Plasmide pSEpcr6 mit SGT aus A. thaliana und pGCEpcr2
mit GCS aus G. arboreum, beide mit der im Leserahmen folgenden EGFP-
Sequenz. Diese Vektoren waren jedoch noch nicht fiir eine Expression in
Pflanzen geeignet, weil sie keinen pflanzenspezifischen Promotor enthielten.
Zur Herstellung der Expressionsplasmide wurde ein Vektor verwendet, der
einen pflanzenspezifischen Promotor aus Blumenkohl-Mosaikvirus enthalt,
einen 35S-CaMV-Promoter. Dieser pUC19-35Sz—Vektor* wurde zwischen
der Promotor- und der OCS-Terminator-Sequenz (Octopin-Synthase-
Terminator aus Agrobacterium tumefaciens) mit Apal/Hpal restringiert.
Die Glucosyltransferase-EGFP-Fragmente wurden aus pSEpcr6 und
pGCEpcr2 ebenfalls mit der Kombination Apal/Hpal herausgeschnitten.

Bei der darauf folgenden Ligation des linearisierten pUC19-35S2-Vektors mit
dem jeweiligen Fragment entstanden die Expressionsvektoren pUC35SE
(pUC19 mit 35S-Promotor + ugt80A2 + EGFP + OCS-Terminator) und
pUC35GCE (pUC19 mit 35S-Promotor + GCS von G. arboreum + EGFP +
OCS-Terminator).

Parallel zur Klonierung der Glucosyltransferase-EGFP-Vektoren wurde ein
EGFP-Vektor ohne fusionierte Glucosyltransferase-Sequenz hergestellt.
Dieser EGFP-Leervektor sollte der positiven Kontrolle dienen. Hierzu wurde
die EGFP-Sequenz mit einer 6 x Nonsense-Sequenz sowie einer Apal-
Schnittstelle vor dem ersten ATG und einer Hpal-Schnittstelle am
Sequenzende amplifiziert (Primer: K-EGF1, N-EGS2). Das PCR-Produkt und
der pUC19-35S2-Vektor wurden mit Apal/Hpal behandelt und anschliefend
miteinander ligiert. In dem entstandenen pUC-GK-Vektor befindet sich das
EGFP-ORF unter der Kontrolle des pflanzenspezifischen CaMV-35S-
Promotors. Dadurch konnte das freie EGFP-Protein im pflanzlichen Gewebe
exprimiert werden.

* der Vektor pUC19-35S2 wurde freundlicherweise von Dr. Amine Abbadi, Biozentrum Klein Flottbek,

Universitat Hamburg, fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt
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3.2.2.2. Die Fluoreszenz des SGT-EGFP-Fusionsproteins
wurde im Cytosol und im Zellkern beobachtet

Epidermale Zellen von Allium fistulosum (Friihlingszwiebel) wurden
biolistisch mit dem Expressionsvektor pUC35SE transformiert (2.7.1.). Zur
Expression des rekombinanten Proteins wurden die transformierten
Zwiebelstiickchen (Untersuchungseinheiten) in diesem Experiment fiir eine
Dauer von etwa 18 h bei Raumtemperatur im Dunkeln belassen. Bei der
darauf folgenden fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung (2.7.1.3.)
wurde eine Transformationsrate von etwa 10 bis 20 Zellen pro
Untersuchungseinheit festgestellt. Die mit dem pUC19-35S2-Leervektor zur
Kontrolle transformierten  Untersuchungseinheiten zeigten  keine
Fluoreszenz.

Die Fluoreszenz des SGT-EGFP-Fusionsproteins wurde im Cytosol und im
Zellkern beobachtet (Abb. 3.5.):

Abb. 3.5: Fluoreszenz des SGT-EGFP-Fusionsproteins in Zellen von A. fistulosum.
Epidermale Zwiebelzellen wurden mit dem pUC35SE-Plasmid transient transformiert. Im
Fluoreszenzmikroskop wurde die Fluoreszenz des rekombinanten Fusionsproteins im
Cytosol und im Zellkern beobachtet; C = Cytosol, K = Kern, V = Vakuole.

Den groBten Teil der in der Abbildung 3.5. sichtbaren epidermalen
Zwiebelzelle nimmt die Zentralvakuole (V) ein. Das Cytoplasma ist als
schmaler fluoreszierender Streifen an der Zellwand zu sehen (Zellwand
selbst ist nicht sichtbar). AuBerdem befinden sich groBere Cytoplasma-
Ansammlungen (C) in apikalen Bereichen der Zelle, die nicht von der
Vakuole ausgefiillt sind. In der gleichen Abbildung ist die Zellkern-Region zu
sehen (K), wobei nicht ganz Kklar ist, ob es sich hier um die Fluoreszenz aus
dem Kerninneren handelt oder allein um das fluoreszierende Cytosol in der
Kerntasche. Um diese Frage zu beantworten, wurde neben der fluoreszenz-
auch eine konfokal-mikroskopische Untersuchung durchgefiihrt (2.7.1.3.).
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Die Abbildung 3.6. zeigt zwei konfokalmikroskopische Bilder von einer mit
dem pUC35SE-Plasmid transformierten Zwiebelzelle. Das linke Bild ist eine
Einzelaufnahme und stellt eine 4,69 um tiefe Schicht aus dem Inneren der
Zelle dar. Das rechte Bild besteht aus 35 Einzelaufnahmen und zeigt dieselbe
Zelle in ihrer vollen Ausdehnung. Die Einzelaufnahmen der verschiedenen
Zellebenen wurden mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogramms zusammen-
gesetzt. Auf beiden Bildern ist die Fluoreszenz des SGT-EGFP-Fusions-
proteins im Cytosol (C) und im Zellkernbereich zu sehen. Dabei ist
besonderes anzumerken, daB die Ebene der Einzelaufnahme (Abb. 3.6. links)
mitten durch den Zellkern (K) verlauft. Es ist offensichtlich, daB die
Fluoreszenz der Fusionsproteine gleichmafig in dieser Ebene des Zellkerns
verteilt ist.

Abb. 3.6: Konfokalmikroskopische Aufnahmen einer Zwiebelzelle zeigen Fluoreszenz
des SGT-EGFP-Fusionsproteins. Epidermale Zellen von A. fistulosum wurden mit dem
pUC35SE-Plasmid transient transformiert. Die Einzelaufnahme (links) zeigt eine 4,69 pm
tiefe Schicht in der Ebene des Zellkerns. Es ist zu beobachten, dafl das fluoreszierende
SGT-EGFP-Fusionsprotein im Inneren des Zellkerns gleichmaRig verteilt ist. Das rechte Bild
ist eine computergestiitzte Uberlagerung von 35 Einzelaufnahmen derselben Zelle. Auf
beiden Bildern ist die Fluoreszenz der Fusionsproteine im Cytosol (C) und im Zellkern (K) zu
sehen. Die Grinfluoreszenz des GFP ist in diesen Falschfarben-Abbildungen durch das
Bildbearbeitungsprogramm des Konfokalmikroskops rot dargestellt.

Auch andere Einzelaufnahmen aus unterschiedlich tief gelegenen Zellebenen
zeigten eine durchgehende Fluoreszenzverteilung durch den gesamten
Zellkern (ohne Abbildung). Dies bedeutet, daf3 sich das Fusionsprotein nicht
nur im Cytosol (u.a. in der Kerntasche) befindet, sondern auch im Inneren
des Zellkerns angehauft wird.

Die Transformation der epidermalen Zwiebelzellen mit pUC35SE sowie die
fluoreszenz- und konfokalmikroskopischen Untersuchungen wurden
mehrmals wiederholt. Alle untersuchten Zellen zeigten die gleiche
Lokalisation der rekombinanten Sterol-Glucosyltransferase.
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3.2.2.3. Das GCS-EGFP-Fusionsprotein wird im ER vermutet

Epidermale Zellen von Allium fistulosum wurden ebenfalls mit dem
Expressionsvektor pUC35GCE  biolistisch transformiert (2.7.1.). Zur
Expression des rekombinanten GCS-EGFP-Proteins wurden die
transformierten Untersuchungseinheiten fiir eine Dauer von etwa 18 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln belassen. Die Transformationsrate von 1 bis
hochstens 5 Zellen pro Untersuchungseinheit lag deutlich unter der
Transformationsrate mit dem pUC35SE-Plasmid (3.2.2.2.). Die Fluoreszenz-
intensitait der transformierten Zellen lag ebenfalls unter der der
vorangegangenen Experimente mit dem SGT-EGFP-Protein. Eine Erhohung
der Expressionsdauer auf 24 bis 40 h in weiteren Versuchen fiihrte zu keiner
Erhohung der Fluoreszenzintensitat.

Um die Fluoreszenz des freien GFP mit der der rekombinanten Fusions-
proteine zu vergleichen, wurde das epidermale Gewebe ferner mit dem pUC-
GK-Vektor transformiert. Die Fluoreszenz des freien GFP wurde im Cytosol
und im Zellkern beobachtet (ohne Abbildung).

Die Abbildung 3.7. zeigt zwei mit pUC35-GCE-Plasmid transformierte
Zwiebelzellen. Sowohl auf der fluoreszenzmikroskopischen (links) als auch
auf der konfokalmikroskopischen Aufnahme (rechts) ist ein fluoreszierender
Giirtel um den Zellkern herum, der sogenannte nuclear rim (NR), zu sehen.
Dabei handelt es sich um das kernnahe Endoplasmatische Reticulum (ER).
Das kernnahe ER ist mit der auBeren Kernmembran assoziiert und
fluoreszenzmikroskopisch von der letzteren nicht zu unterscheiden. Das
konfokalmikroskopische Bild (rechts) wurde in der Ebene aufgenommen, die
den Zellkern zentral durchschneidet. Darauf ist deutlich zu erkennen, dal3
die Fluoreszenz des GCS-EGFP-Fusionsproteins nicht im Inneren des
Zellkerns zu beobachten ist. Die in iibrigen Zellbereichen sichtbare
Fluoreszenz kommt sehr wahrscheinlich von GCS-EGFP, das sich im ER-
Netzwerk zwischen der Zentralvakuole und der Zellwand sowie in
Cytoplasmastrangen, die durch die Vakuole ziehen, befindet. Im Unterschied
zur Fluoreszenz im Cytosol (Abb. 3.5.) ist die Fluoreszenz des GCS-EGFP-
Fusionsproteins in den Cytoplasma-Raumen nicht homogen verteilt (Abb.
3.7. links), was auf eine Strukturierung hindeutet. Leider konnte in diesem
Versuch keine Aufnahme gemacht werden, auf der das ER-Netzwerk gut
sichtbar ware.
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Abb. 3.7: Fluoreszenz des GCS-EGFP-Fusionsproteins in Zellen von A. fistulosum.
Epidermale Zwiebelzellen wurden mit dem pUC35GCE-Plasmid transient transformiert. Auf
dem fluoreszenzmikroskopischen Bild links ist ein fluoreszierender Girtel (nuclear rim) um
den Zellkern deutlich zu sehen (NR). Es handelt sich hierbei um das mit der duReren Kern-
membran assoziierte Endoplasmatische Reticulum. Das rechte Bild zeigt eine Fusion aus
mehreren konfokalmikroskopischen Einzelaufnahmen, die insgesamt einer 22-um-Schicht
aus dem Bereich des Zellkerns entspricht. Es ist deutlich zu sehen, dall sich das
fluoreszierende GCS-EGFP-Protein im kernnahen Bereich anhauft (NR), aber nicht im
Inneren des Zellkerns vorhanden ist.

Die Transformation der epidermalen Zwiebelzellen mit pUC35GCE sowie die
mikroskopischen Untersuchungen wurden mehrmals wiederholt und
ergaben stets die gleichen Ergebnisse. Wenngleich die Aufnahmen aus
diesem Versuch einen deutlichen Hinweis auf die Lokalisation der
Glucosylceramid-Synthase im ER ergaben, war die Qualitit der Bilder
dennoch fiir eine verlaBliche Aussage nicht ausreichend. Aufgrund der
schwachen Fluoreszenzintensitit der transformierten Zellen muBten
insbesondere  die  konfokalmikroskopischen = Aufnahmen an der
Empfindlichkeitsgrenze der Kamera durchgefiihrt werden, was u.a. zu einem
starken Hintergrund fiihrte. Fiir eine bessere Bildqualitit, wurde der
Hintergrund mit Hilfe einer speziellen Bildbearbeitungssoftware (2.7.2.)
reduziert und die Parameter Helligkeit/Kontrast optimiert. Denkbar war,
daB dabei kleinere Bilddetails verloren gegangen sein konnten, so daB eine
Verifizierung der Ergebnisse aus diesem Versuch notwendig erschien.
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3.2.3. Verifizierung der bisherigen Ergebnisse mit gelb-
fluoreszierenden Fusionsproteinen

Wie die vorhergehenden Versuche zeigten, war die Fluoreszenzintensitat
insbesondere bei dem GCS-EGFP-Fusionsprotein nicht ausreichend, um
seine Lokalisation in der Pflanzenzelle mit Sicherheit zu bestimmen. Deshalb
wurde nun in weiteren Experimenten versucht, die intrazellulare Loka-
lisierung beider Glucosyltransferasen mit Hilfe des gelb-fluoreszierenden
Fusionsproteins (YFP) zu verifizieren. YFP ist eine kiinstliche GFP-Mutante,
in der im Vergleich zum Wildtyp-GFP drei Aminosauren ausgetauscht sind
(2.6.8.). Diese Mutation fiihrt nicht nur zu einer Verschiebung der
Emissions- und Anregungsmaxima, sondern bewirkt auch oftmals eine
Erhohung der Fluoreszenzintensitit in den mit YFP-Konstrukten
transformierten Zellen [190].

Zur weiteren Intensivierung des Signals sollten auBerdem die
fluoreszierenden Fusionsproteine unter der Kontrolle eines stirkeren
Promotors exprimiert werden. Der pflanzenspezifische 35S-CaMV-Promotor
sollte deshalb in den nachfolgenden Experimenten durch ein stiarkeres
Derivat — den ,,doppelten® 35S5-CaMV-Promotor — ersetzt werden. Aufgrund
der mehrfach vorliegenden essentiellen Konsensussequenzen besitzt dieser
Promotor eine hohere Affinitat fiir die pflanzliche RNA-Polymerase.
AuBerdem sollte nun der fluoreszierende Fusionspartner — das YFP — sowohl
am C- als auch am N-Terminus der jeweiligen Glucosyltransferase angefiigt
werden. Dadurch sollte die Richtigkeit der Aussage iiber die Lokalisierung
zusatzlich verifiziert werden.

3.2.3.1. Herstellung der EYFP-Konstrukte

Zur Erleichterung nachfolgender Arbeiten wurden in dieser Arbeit zwei
Vektoren hergestellt, die bereits den ,doppelten® 35S5-CaMV-Promotor, die
kodierende Sequenz des YFP, den OCS-Transkriptionsterminator und eine
multiple cloning site (MCS) enthalten. Diese Vektoren wurden so konzipiert,
daB der interessierende ORF im Leserahmen hinter der YFP-Sequenz beim
ersten Vektor oder direkt vor der YFP-Sequenz beim zweiten Vektor
eingesetzt werden kann, so daB die Expression eines N- bzw. C-terminalen
Fusionsproteins resultiert. Die multiple cloning site beider Vektoren besteht



Ergebnisse und Diskussion 127

aus drei Erkennungssequenzen fiir Xmal, Spel und Sacll. Die MCS der
einzelnen Vektoren enthalten noch zusitzlich eine BamHI- bzw. eine Nhel-
Schnittstelle. Somit konnen in diese Vektoren nicht nur die hier
interessierenden Glucosyltransferase-ORFs eingesetzt werden, sondern alle
Sequenzen, die durch eine der genannten Endonucleasen nicht restringiert
werden.

Zur Herstellung der beschriebenen Vektoren (Abb. 3.8.) wurde zunachst die
DNA des ,doppelten" 35S-Promotors mittels PCR amplifiziert; der
pCAMBIA1305.1-Vektor von CAMBIA* diente dabei als Template. Die
eingesetzten spezifischen Primer enthielten Sequenzen fiir Xhol (Primer:
CAM-2x35-1) und BamHI (Primer: CAM-2x35-2). Das PCR-Produkt wurde
in pCR2.1-Vektor subkloniert (2.5.4.2.).

Die entstandenen Plasmide sowie der pUC19-35S2-Vektor wurden mit
Restriktionsenzymen BamHI und Xhol behandelt. Der pUC19-35S2-Vektor
wurde dabei geoffnet und die 35S-Promotor-Sequenz aus dem Vektor
herausgeschnitten. Nach Trennung der DNA-Fragmente in Agarosegelen
wurde der linearisierte pUC19-3552 mit der Sequenz des ,doppelten® 35S-
Promotors ligiert (2.5.3.4.). Das resultierende p19-2x35-Plasmid enthielt
BamHI-/Nhel-Schnittstellen zwischen dem ,doppelten® 35S-Promotor und
dem OCS-Terminator.

In der zweiten Phase der Klonierung (B in der Abb. 3.8.) wurden zwei
Amplifikate der EYFP-Sequenz mit unterschiedlichen Enden hergestellt; der
pEYFP-Vektor von Clontech diente dabei als Template. Das erste Amplifikat
erhielt durch das Primer-Engineering BamHI, Xmal, Spel und Sacll
Schnittstellen vor dem ersten ATG und eine Nhel-Schnittstelle nach dem
STOP-Codon (Primer: YFP+S-1, YFP+S-2). Das zweite Amplifikat wurde mit
einer BamHI-Schnittstelle vor dem ersten ATG und mit Xmal, Spel, Sacll
und Nhel Schnittstellen nach dem Sequenzende hergestellt (Primer: YFP-3,
YFP-4); um einen durchgehenden ORF zu ermoglichen, wurde das STOP-
Codon nicht mitamplifiziert. Die Amplifikate wurden in pCR2.1-Vektoren
subkloniert.

* Center for the Application of Molecular Biology to International Agriculture, Canberra, Australien
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Abb. 3.8: Klonierung der Vektoren p2xYFP-N und p2xYFP-C. Diese Konstrukte
ermdoglichen die Klonierung der interessierenden ORFs und die darauffolgende Expression
in Pflanzen, jeweils mit einem N- oder C-terminalen EYFP.

A: Der kodierende Bereich des ,doppelten 35S CaMV-Promotors (2x35S) wurde samt
entsprechender Restriktionsschnittstellen per PCR amplifiziert und in den pCR2.1-Vektor
subkloniert. Das resultierende Plasmid wurde ebenso wie ein pUC19-35S2-Vektor mit
BamHI1/Xhol Enzymen behandelt. Bei der darauffolgenden Ligation des ,doppelten“ 35S
CaMV-Promotors mit dem linearisierten pUC19-35S2-Vektor entstand das Plasmid
p19-2x35. B: Der kodierende Bereich von EYFP wurde jeweils mit verschiedenen
Restriktionsschnittstellen per PCR amplifiziert und in den pCR2.1-Vektor subkloniert. Die
resultierenden Plasmide wurden ebenso wie der p19-2x35-Vektor mit BamHI/Nhel
Enzymen behandelt. Bei der darauffolgenden Ligation der EYFP-Sequenzen mit dem
linearisierten p19-2x35-Vektor entstanden Vektoren, die sich durch die Lage der MCS
unterscheiden. Bei p2xYFP-N befindet sich die MCS vor dem ersten ATG der EYFP-
Sequenz. Bei p2xYFP-C folgt die MCS der EYFP-Sequenz, die in diesem Konstrukt kein
STOP-Codon enthalt.
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Das in der ersten Klonierungsphase hergestellte Plasmid p19-2x35 wurde
nun mit BamHI/Nhel geoffnet. Mit den gleichen Enzymen wurden auch die
pCR2.1-Vektoren mit den darin enthaltenen EYFP-Sequenzen restringiert.
Bei der nachfolgenden Ligation der EYFP-Fragmente mit dem linearisierten
p19-2x35-Vektor entstanden schlieBlich die Konstrukte p2xYFP-N und
p2xYFP-C: pUC19-Vektoren mit dem ,doppelten 35S-Promotor + EYFP-
Sequenz + OCS-Terminator und mit unterschiedlich positionierter MCS
(siehe Abb. 3.8.).

S¥eP
|XmaI| Glucosyltransferase SaCII|

PCR
|XmaI| Glucosyltransferase | SacII|
p2xYFP-C »
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Abb. 3.9: Herstellung der Fusionsvektoren fiir die Expression der GCS oder der SGT
— jeweils mit EYFP am N- bzw. am C-Terminus — in Pflanzen.

Die ORFs der SGT aus A. thaliana sowie der GCS aus G. arboreum wurden jeweils mit
Xmal- und Sacll-Erkennungssequenzen sowohl mit als auch ohne STOP-Codon per PCR
amplifiziert und in pCR2.1-Vektoren subkloniert. Die resultierenden Plasmide wurden
ebenso wie die p2xYFP-N- und p2xYFP-C-Vektoren mit Xmal/Sacll Enzymen behandelt.
Bei der darauffolgenden Ligation der Glucosyltransferase-Fragmente mit linearisierten
Vektoren entstanden die Vektoren pS1-YFP-C, pS1-YFP-N, pC-YFP-C und pC-YFP-N.
Diese Vektoren ermdglichen die Expression der genannten Glucosyltransferasen in
Pflanzen, wobei die Glucosyltransferasen an ihrem C- bzw. an ihrem N-Terminus jeweils mit
EYFP fusioniert sind.

i

In diese Vektoren (p2xYFP-N und p2xYFP-C) wurden nun die
Glucosyltransferase-Sequenzen — beide nach derselben Strategie — kloniert.
Hierzu wurden die ORFs der SGT aus A. thaliana und der GCS aus G.
arboreum jeweils mit eingebauten Schnittstellen Xmal vor dem ersten ATG
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und Sacll am hinteren Sequenzende mit und ohne STOP-Codon amplifiziert
(Primer: S1-1-S, S1-2-S, S1-3+S, C-1-S, C-2-S, C-3+S; Templates: pBDxxatsgt
fiir SGT [39] und pPGa fiir GCS [196]). Die PCR-Produkte wurden in
pCR2.1-Vektoren subkloniert (Abb. 3.9.).

Die Richtigkeit der Amplifizierungen wurde jeweils durch eine DNA-
Sequenzierung bestatigt (2.5.5.).

Die p2xYFP-N-, p2xYFP-C- und pCR2.1-Vektoren mit Amplifikaten wurden
schlieBlich mit Xmal und Sacll behandelt. Bei der darauffolgenden Ligation
der linearisierten p2xYFP-N- und p2xYFP-C-Vektoren mit dem jeweiligen
Fragment entstanden die Expressionsvektoren pS1-YFP-C (pUC19 mit dem
»doppelten“35S-Promotor + SGT von A. thaliana (ugt80A2) + EYFP + OCS-
Terminator), pC-YFP-C (pUC19 mit dem ,doppelten“ 35S-Promotor + GCS
von G.arboreum + EYFP + OCS-Terminator), wobei sich in beiden
Konstrukten die EYFP-Sequenz im Leserahmen an die Glucosyltransferase-
Sequenz anschlieBt. Des weiteren wurden bei dieser Klonierung die Vektoren
pS1-YFP-N (pUC19 mit dem ,doppelten® 35S-Promotor + EYFP + ugt80A2
+ OCS-Terminator) und pC-YFP-N (pUC19 mit dem ,doppelten 35S-
Promotor + EYFP + GCS von G. arboreum + OCS-Terminator) hergestellt,
wobei hier in beiden Fillen die EYFP-Sequenz im Leserahmen vor dem
ersten ATG der Glucosyltransferase-Sequenz plaziert ist.

3.2.3.2. Lokalisierung der SGT von A. thaliana (Ugt80A2) im
Zellkern und im Cytosol wurde mit YFP bestitigt

Epidermale Zellen von Allium fistulosum wurden biolistisch mit den neuen
Expressionsvektoren pS1-YFP-C (fiir die Expression des EYFP am C-
Terminus der SGT) und pS1-YFP-N (EYFP am N-Terminus) transformiert
(2.7.1.). Zur Optimierung der Expressionsdauer wurden die transformierten
Zwiebelstiickchen fiir unterschiedliche Zeiten von 6, 12, 18, 22 und 26
Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln belassen. Bei der anschlieBenden
fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurden fiir die Transformation mit
dem pS1-YFP-C-Plasmid eine Expressionsdauer von 22 h und fiir die mit
dem pS1-YFP-N-Plasmid eine solche von 6 h als optimal ermittelt. Als
Bewertungskriterien bei dieser Untersuchung wurden die Anzahl der
transformierten = Zellen @ pro  Untersuchungseinheit = sowie  die
Fluoreszenzintensitat berticksichtigt.
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Abb. 3.10: Lokalisierung der SGT im Zellkern und im Cytosol. Epidermale
Zwiebelzellen wurden mit pS1-YFP-C (Expression des EYFP am C-Terminus der SGT) und
pS1-YFP-N (EYFP am N-Terminus) transient transformiert. In der Abbildung sind links die
fluoreszenzmikroskopischen und rechts die dazugehodrigen lichtmikroskopischen
Aufnahmen aus derselben Geweberegion zu sehen. Im Fluoreszenzmikroskop konnte
sowohl bei N- als auch bei C-terminaler EYFP-Fusion eine Fluoreszenz im Cytosol und im
Zellkern beobachtet werden; C = Cytosol, K = Zellkern. A: Fluoreszenz des Fusionsproteins
(C-terminales EYFP) im Zellkern und in dem sich in den Plasmastrangen befindlichen
Cytosol. Die Lage des Nucleus in der Zelle ist auf dem lichtmikroskopischen Bild gut
erkennbar; B: Fluoreszenz im Zellkern und in dem durch die Zentralvakuole an die Zellwand
abgedréngten Cytosol (N-terminales EYFP); C: Fluoreszenz im Cytosol (N-terminales
EYFP); im zentralen Abschnitt der Zelle ist eine Plasmaansammlung gut erkennbar. Der
ebenfalls fluoreszierende Zellkern ist bei dieser Aufnahme nicht in dem Beobachtungsfeld.

Fluoreszenz- und konfokalmikroskopische Untersuchungen — die mehrmals
wiederholt wurden — zeigten hinsichtlich der intrazelluliren Lokalisierung
der SGT das gleiche Bild, das bereits im Versuch 3.2.2.2. mit griin-
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fluoreszierenden Fusionsproteinen festgestellt wurde. Die Fluoreszenz der
Sterol-Glucosyltransferase mit C- oder N-terminalem YFP konnte in beiden
Fallen im Zellkern und im Cytosol der transformierten Zellen beobachtet
werden (Abb. 3.10.). Die zweite wichtige Feststellung aus dem zuvor durch-
gefiihrten Versuch mit GFP konnte hier anhand konfokalmikroskopischer
Aufnahmen ebenfalls bestitigt werden. Die gelb-fluoreszierenden Fusions-
proteine verteilten sich homogen auf das gesamte Zellkerninnere und
befanden sich somit nicht nur im Cytosol der Kerntasche (ohne Abbildung,
da diese der Abb. 3.6. gleicht).

Die nun durch mehrere unabhangige Versuche bestitigte Lokalisierung von
Ugt80A2 im pflanzlichen Zellkern wirft die Frage auf, wie dieses Protein ins
Kerninnere gelangen kann. Die passive Diffusion durch die Kernporen,
vorstellbar bei kleineren Polypeptiden, ist bei SGT-EGFP- bzw. SGT-EYFP-
Fusionsproteinen augrund ihrer MolekiilgroBBe nicht mehr moglich. Die
berechnete Molekulare Masse beider SGT-Fusionsproteine betragt jeweils 96
kDa (M:scr = 69 kDa; M:rgrp/evre = 27 kDa [187]). Proteine, die groBer sind
als 40 kDa, konnen jedoch nur durch den aktiven Transport in den Zellkern
gelangen und benotigen dafiir bestimmte Signalsequenzen [202]. Bei der
daraufhin unternommenen computergestiitzten Sequenzanalyse wurde in
der Sequenz von Ugt80A2 tatsachlich ein potentielles Kern-
Lokalisierungssignal (NLS, Nuclear Localization Signal) gefunden. Dieses
NLS sollte daraufhin eliminiert und die Lokalisation von der SGT nach NLS-
Deletion nochmals iiberpriift werden (siehe Abschnitt 3.2.4.).

3.2.3.3. Die Glucosylceramid-Synthase von G. arboreum ist
im ER lokalisiert

Nach der biolistischen Transformation der epidermalen Zwiebelzellen
(Allium fistulosum) mit pC-YFP-C (EYFP am C-Terminus der GCS) sowie
pC-YFP-N (EYFP am N-Terminus) wurde die Expressionsdauer durch die
gleiche Untersuchung wie im Experiment 3.2.3.2. optimiert. Dabei konnte
fiir die Transformation mit beiden Plasmiden eine Expressionszeit von 12 h
als optimal ermittelt werden.
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Auch im Fall der Glucosylceramid-Synthase konnte die Vermutung aus dem
vorhergegangenen Versuch (3.2.2.3.) hinsichtlich der intrazellularen
Lokalisierung von GCS bestiatigt werden. Bei den mikroskopischen
Untersuchungen wurde die Fluoreszenz des C-terminalen als auch des N-
terminalen GCS-EYFP-Fusionsproteins im Endoplasmatischen Reticulum
beobachtet (Abb. 3.11. & 3.12.). Das kernnahe ER ist wie ein schmaler
fluoreszierender Giirtel um den Zellkern herum zu sehen (nuclear rim). Es
ist deutlich zu erkennen, daB die Fluoreszenz des GCS-EYFP-Fusions-
proteins nicht im Inneren des Zellkerns vorhanden ist, sondern auf die
auBere, kernnahe Region beschrankt ist (Abb. 3.11. & 3.12. links). Es sind
zudem Strukturen des ER-Netzwerks zu erkennen, die wie verzweigte
Strange durch die Zelle ziehen. Auf dem konfokalmikroskopischen Bild (Abb.
3.11. rechts) ist die Struktur des kortikalen ER gut aufgelost.

Abb. 3.11: Lokalisierung der GCS im ER (1). Konfokalmikroskopische Bilder einer mit
dem pC-YFP-N-Plasmid transformierten epidermalen Zwiebelzelle (EYFP am N-Terminus
der GCS). Das Bild links zeigt die zentrale Region der Zelle. Das fluoreszierende Fusions-
protein befindet sich im kernnahen Bereich (nuclear rim = NR). Das rechte Bild zeigt das
kortikale ER-Netzwerk aus der Region zwischen der Zentralvakuole und der Zellwand. Die
Fluoreszenz des YFP ist in diesen Falschfarben-Abbildungen durch das Bildbearbeitungs-
programm des Konfokalmikroskops rot dargestellt.
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Abb. 3.12: Lokalisierung der GCS im ER (2). Fluoreszenz- (links) und lichtmikroskopische
(rechts) Aufnahmen einer mit dem pC-YFP-C-Plasmid transformierten epidermalen Zwiebel-
zelle (EYFP am C-Terminus der GCS). NR = das kernnahe ER (nuclear rim); ER =
Strukturen des ER-Netzwerks.

Die Einzelaufnahmen dieses zusammengesetzten Bildes stammen aus der
Region zwischen der Zentralvakuole und der Zellwand, wo sich das hier gut
sichtbare ER-Netzwerk befindet. Dieses ER-Netzwerk umbhiillt den Tono-
plasten wie eine Rinde (kortikales ER). Seine tubuldren Strukturen verlaufen
in einer lebenden Zelle u.a. in den transvakuolaren Plasmastrangen (1.4.1.).

3.2.4. Austausch des potentiellen NLS in der Ugt80A2-
Sequenz

Im Abschnitt 3.2.3.2. wurde bereits erwdhnt, daB wihrend einer
Sequenzanalyse™ ein potentielles Kern-Lokalisierungssignal (NLS, Nuclear
Localization Signal) in der Sequenz von Ugt80A2 gefunden werden konnte.
Das putative NLS KKKLKLRP befand sich in der Mitte der SGT-Sequenz
(Aminosauren 374 — 383; siehe auch Anhang). Um festzustellen, ob sich das
Zellkern-Import-Verhalten der Sterol-Glucosyltransferase durch NLS-
Deletion andert, sollte dieses putative Signal in der Sequenz der SGT
verandert werden. Die in derartigen NLS stets vorhandenen positiv
geladenen Aminosauren konnen an Importine binden und sind somit fiir die
NLS-Funktionalitit essentiell [203, 204]. Aus diesem Grund wurden hier die

* Die Sequenzanalyse wurde online bei "Database of nuclear localization signals" von Rajesh Nair &
Phil Carter, Columbia University, New York, USA durchgefiihrt. Internet-Adresse:
http://cubic.bioc.columbia.edu/db/NLSdb



Ergebnisse und Diskussion 135

drei ersten Lysine aus der Sequenz KKKLKLRP mittels gerichteter
Mutagenese durch drei neutrale Aminosauren ersetzt. Dafiir wurde aus dem
bereits bestehenden Vektor pUC35-SE (pUC19-35S2 mit ugt8o0A2 + EGFP)
mit Bsu36/Sacll ein 798-bp-Fragment der SGT-Sequenz herausgeschnitten,
das an seinem Ende das putative NLS enthielt. Mittels PCR wurde ein
homologes DNA-Fragment amplifiziert. Durch die Primer-Auswahl wurden
in diesem Fragment die Nucleotide, die die drei ersten Lysine des NLS
kodierten, durch eine fiir drei Asparagine kodierende Nucleotid-Sequenz
ersetzt (Primer: NLS-MUT-1, N-ATS-2). Die Richtigkeit der Amplifizierung
wurde durch eine DNA-Sequenzierung bestitigt (2.5.5.). Durch Ligation
dieses PCR-Fragments mit dem zuvor linearisierten pUC35SE-Vektor
entstand ein Plasmid mit der Bezeichnung pSE-NLS, in dem die putative
NLS-Sequenz im ugt80A2-Gen durch die durchgefiihrte Mutagenese
verandert wurde.

Epidermale Zellen von Allium fistulosum wurden biolistisch mit dem
pSE-NLS-Plasmid transformiert (2.7.1.). Zur Expression des rekombinanten
Proteins wurden die transformierten Zwiebelstiickchen in mehreren Experi-
menten fiir eine Dauer von 18 bis 36 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
belassen. Bei den darauffolgenden fluoreszenzmikroskopischen Untersu-
chungen (2.7.1.3.) zeigte sich die Fluoreszenz des Ugt80A2-EGFP-Fusions-
proteins mit zerstortem putativem NLS stets im Cytosol und im Zellkern der
transformierten Zwiebelzellen (ohne Abbildung). Dies bedeutet, daB die
eingefiihrte Mutation in der potentiellen NLS-Sequenz keine Veranderung
hinsichtlich des Zellkern-Imports der untersuchten Sterol-Glucosyl-
transferase erbrachte. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden,
daB die durch in-silico-Sequenzanalyse ermittelte KKKLKLRP-Sequenz in
diesem Fall kein Kern-Lokalisierungssignal darstellt, oder daB der Austausch
von Lysin gegen Asparagin den Signalcharakter nicht grundlegend andert.

3.2.5. Charakterisierung und intrazellulire Lokalisie-
rung von Ugt80B1 — einer Isoform der SGT

In den online-verfiigbaren Sequenz-Datenbanken von Arabidopsis ist auler
der bereits hier untersuchten Sterol-Glucosyltransferase Ugt80A2 noch eine
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andere, putative Isoform dieses Enzyms verzeichnet. Diese zweite, als
Ugt80B1 bezeichnete Sequenz hat Sequenzidentitat zu Ugt80A2 und wurde
bisher noch nicht charakterisiert. In dieser Arbeit sollten diese potentielle
SGT-Isoform charakterisiert und ihr Lokalisationsort in der pflanzlichen
Zelle bestimmt werden.

3.2.5.1. Untersuchung der Ugt80oB1 auf in vitro UDP-
Glucose:Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitit

Zunichst wurde die ugt80Bi1-Sequenz™ in einem geeigneten Expressions-
vektor Kkloniert. Hierzu wurde der ORF von ugt8oB1 per PCR amplifiziert
(2.5.4.); der RAFL14-05-O11-Klon von RIKEN GSC diente dabei als
Template. Die eingesetzten spezifischen Primer enthielten Sequenzen fiir die
Restriktionsschnittstellen EcoRI (Primer: PET-S2-V) und Notl (Primer:
PET-S2-H). Nach Subklonierung des PCR-Produktes im pCR2.1-Vektor
(2.5.4.2.) wurde das entstandene Plasmid mit EcoRI/Notl behandelt. Die
dabei herausgeschnittene ugt8oB1-Sequenz wurde nun mit dem pET24c-
Vektor (mit gleichen Restriktionsenzymen linearisiert) ligiert (2.5.3.4.).
Dabei entstand das Plasmid pET-SGT2. Die Richtigkeit von Amplifizierung
und Klonierung wurde durch eine DNA-Sequenzierung bestatigt (2.5.5.).

Die mit pET-SGT2 transformierten E. coli-C41(DE3)-Zellen wurden nach
2.4.1. kultiviert; die Expression von Ugt80B1 wurde durch Zugabe von IPTG
induziert. Als Negativkontrolle dienten die C41(DE3)-Zellen, die mit
pET24c-Leervektor transformiert waren. Zur Positivkontrolle wurden
E. coli-TOP-10-Zellen mit pBASG51 (in pPBAD-TOPO-Vektor) transformiert;
die Expression von Ugt80A2 wurde durch Zugabe von L(+)-Arabinose
induziert.

Zur Uberpriifung der putativen SGT (Ugt80B1) auf UDP-Glucose:Sterol-
Glucosyltransferase-Aktivitat wurden zellfreie E. coli-Homogenate einem in-
vitro-Enzymtest nach Warnecke et al. unterzogen [8]. Bei diesem Test
wurden als Substrate radioaktiv markiertes Cholesterol und nicht markierte

* Die cDNA ugt80B1 (RAFL14-05-O11-Klon) wurde aufgrund eines Material-Transfer-Vertrages von
RIKEN Genomic Sciences Center, RIKEN Yokohama Institute, Yokohama, Japan zur Verfiigung

gestellt
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UDP-Glucose eingesetzt (2.6.5.). Die lipophilen Reaktionsprodukte wurden
diinnschichtchromatographisch aufgetrennt (2.6.6.2.). Die Detektion der
radioaktiven Reaktionsprodukte erfolgte mittels eines BAS 1000 Bio-
Imaging Analyzer (Abbildung 3.13.). Ein nicht radioaktiv markierter
Cholesterolglucosid-Standard (nicht in der Abbildung 3.13. sichtbar) wurde
durch Bespriihen mit a-Naphthol-Schwefelsaure detektiert.

Fc | D T

1 2 3

Abb. 3.13: Radioautogramm einer DC der Enzymtest-Produkte. Die rekombinanten
Expressionsprodukte aus zellfreien E. coli-Homogenaten zeigen in vitro eine UDP-Glucose:
Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitat. FC: freies Cholesterol; SG: Sterolglucosid. Spur 1:
Ugt80A2 (pBASG51); Spur 2: Leervektor-Kontrolle (pET24c); Spur 3: Ugt80B1 (pET-SGT2).
Die Auftrennung der lipophilen Reaktionsprodukte erfolgte in CHCI3:CH3;OH 85:15 (v/v).

Die R-Werte der in der Abbildung 3.13. mit ,,SG“ markierten radioaktiven
Reaktionsprodukte stimmten mit dem R#~Wert des Cholesterolglucosid-
Standards iiberein. Es wurde festgestellt, daB das Expressionsprodukt von
pET-SGT2 (Ugt80B1) eine in vitro UDP-Glucose:Sterol-Glucosyltransferase-
Aktivitat hat. Seine Aktivitit war jedoch bei den gewidhlten Bedingungen
(Induktion iiber 4 h bei 30°C; Reaktionsbedingungen des Enzymtests) im
Vergleich zur SGT-Aktivitit der Positivkontrolle (Ugt80A2) erheblich
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geringer. Bei der eingesetzten Negativkontrolle bildete sich kein
Reaktionsprodukt.

3.2.5.2. Bei der Expression der rekombinanten Ugt80B1 in
eukaryotischen Zellen bildet sich Sterolglucosid

Bei dem vorausgegangenen Versuch konnte gezeigt werden, daB die putative
SGT — Ugt80B1 — in vitro tatsachlich eine UDP-Glucose:Sterolglucosyl-
transferase-Aktivitat aufweist. Nun galt es zu iiberpriifen, ob Ugt80B1 auch
in vivo das Sterolglucosid zu produzieren vermag.

Zur funktionellen Expression von Ugt80B1 wurde das Pichia pastoris-
Expressionssystem verwendet (2.5.3.).

Die ugt8oBi1-Sequenz wurde zunachst im bindren pPIC3.5-Vektor kloniert
und anschlieBend durch homologe Rekombination ins Pichia-Genom
integriert (2.5.6.1.). Als Wirtsstamm wurde P. pastoris-JC308 verwendet, bei
dem das native Sterol-Glucosyltransferase-Gen von P. pastoris (UGT51B1)
deletiert war [74]. Nach der Transformation (2.5.6.2.) wurden mehrere
durch ein Mut+*/MutS-Screening (2.5.6.3.) detektierte positive Kolonien in
Kultur genommen. Diese transgenen Hefen wurden nach 2.4.2. kultiviert,
und die Expression wurde mit Methanol induziert. Zur Kontrolle wurde ein
nicht-transgener P. pastoris-GS115-Stamm unter identischen Bedingungen
angezogen und wie folgt analysiert.

Nach Isolierung der Gesamtlipide (2.6.6.1.) wurde eine Lipidanalyse nach
2.6.6. durchgefiihrt. Nach einer diinnschichtchromatographischen
Auftrennung konnte festgestellt werden, daf bei der Expression der
rekombinanten Ugt80B1 in P. pastoris-JC308 (Augts1) tatsdachlich
Sterolglucosid entsteht (Abbildung 3.14.). Hiermit wurde bewiesen, dal3 es
sich bei dem als ugt8oB1 bezeichneten Gen um eine funktionstiichtige
Isoform der Sterol-Glucosyltransferase von A. thaliana handelt.
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Abb. 3.14: Bei der Expression der rekombinanten Ugt80B1 in P. pastoris-JC308
(Augt51) entsteht Sterolglucosid (Pfeil). Die Gesamtlipide der P. pastoris-Expressions-
kulturen wurden in CHCI3;:CH;0OH 85:15 (v/v) dinnschichtchromatographisch aufgetrennt
und die Glykolipide mit a-Naphthol-Schwefelsdure detektiert. Spur 1: P. pastoris-GS115
(Wildtyp); Spur 2: P. pastoris-JC308 (Augtb1); Spur 3: P. pastoris-JC308 (Augt51,
Ugt80B1); Spur 4: Sterolglucosid-Standard. FS: freie Sterole; SG: Sterolglucosid, GlcCer:
Glucosylceramid.

3.2.5.3. Die beiden Isoformen der SGT von A. thaliana
unterscheiden sich in ihrer intrazelluliren
Lokalisation

Zur Uberpriifung der intrazelluliren Lokalisierung von Ugt80B1 in Pflanzen
wurden zwei EYFP-Fusionskonstrukte hergestellt. Dank passender
Restriktionsschnittstellen wurden die ugt8oBi-PCR-Amplifikate (Primer-
paare: S2-1-S/S2-2-S und S2-1-S/S2-3+S; RAFL14-05-011-Klon von RIKEN
GSC als Template) in die zuvor hergestellten Vektoren p2xYFP-N und
p2xYFP-C nach der im Abschnitt 3.2.3.1. beschriebenen Strategie kloniert.
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Nach der biolistischen Transformation der epidermalen Allium fistulosum-
Zellen mit den erzeugten pS2-YFP-C- und pS2-YFP-N-Plasmiden konnten
die Fusionsproteine mit C- bzw. N-terminaler EYFP-Domane unter der
Kontrolle des ,doppelten“ 35S-Promotors exprimiert werden.

Bei den anschlieBenden mikroskopischen Untersuchungen wurde die
Fluoreszenz der Ugt8oBi-Fusionsproteine in beiden Fallen in dem
Endoplasmatischen Reticulum der transformierten Zellen detektiert. AuBer
dem kernnahen ER (Abb. 3.15.) und den netzwerkartigen ER-Strukturen
(ohne Abbildung), die in dieser Arbeit bereits bei der Lokalisierung der GCS
beobachtet wurden, konnte bei diesem Versuch noch ein anderes Phanomen
bemerkt werden. Im Fluoreszenzmikroskop waren mehrere Mikrometer
groBe, langliche, stark fluoreszierende Strukturen zu sehen, die sich in der
Zelle sehr mobil verhielten. Unter anderem wurde beobachtet, wie sich diese
Strukturen mit Geschwindigkeiten im Bereich von mehreren Mikrometern
pro Minute an den ER-Strangen entlang bewegten und sich vesikelartig von
den ER-Membranen abschniirten (Abb. 3.15.).

Im Jahre 1998 konnte Gunning &hnliche Strukturen in Zellen von
Arabidopsis-Pflanzen, die zuvor mit einem ER-Lokalisierungskonstrukt
transformiert worden waren, beobachten [205]. Diese von Gunning als
~mystery organelles“ bezeichneten Strukturen wurden spater auch in
transgenem Tabak gefunden; ihre Zugehorigkeit zum Endoplasmatischen
Reticulum konnte bestatigt werden [206]. Matsushima et al. nannten sie
~ER-Bodies“ und stellten fest, daB diese in Arabidopsis vermehrt unter
StreB3-Bedingungen entstehen [207]. Bei den in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Strukturen konnte es sich ebenfalls um ER-Bodies handeln.
Nach der z.Z. zuganglichen Literatur ist es noch weitgehend unklar, unter
welchen Bedingungen sich die ER-Bodies bilden. Matsushima et al.
beobachteten sie in mechanisch verwundetem Gewebe von Arabidopsis und
bei der Behandlung von Wildtyp-Pflanzen mit Methyljasmonat. Es wurde
daher vermutet, daB die mogliche biologische Funktion dieser
neuentdeckten ER-Strukturen mit dem pflanzeneigenen Abwehrsystem
zusammenhangt [208]. Jedoch wurden die ER-Bodies auch fiir die intakten,
ungestreBten epidermalen Arabidopsis-Zellen beschrieben [209].
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Abb. 3.15: ER-Bodies. Fluoreszenzmikroskopische Bilder einer mit dem pS2-YFP-C-
Plasmid transformierten epidermalen Zwiebelzelle (EYFP am C-Terminus von Ugt80B1). In
der Aufnahme A mit dem roten Pfeil markiert — das ER an der Kern-AuRenmembran
(kernnahes ER); mit weilten Pfeilen markiert — ER-Bodies; mit dem gelben Pfeil markiert —
ein sich vom kernnahen ER abschnirendes Vesikel. In allen Aufnahmen mit weillen
Pfeilkopfen markiert — ein am ER-Strang entlang laufender ER-Body.

Auch mit der konfokalmikroskopischen Technik konnte die mit dem EYFP
fusionierte Ugt8oBi1-Isoform der Sterol-Glucosyltransferase im ER
lokalisiert werden (ohne Abbildung).

Es konnte folglich festgestellt werden, daB die zwei unterschiedlichen
Isoformen der SGT von A. thaliana an verschiedenen intrazelluliren Orten
lokalisiert sind. Die Ugt80A2-Isoform wurde im Cytosol und im Zellkern der
pflanzlichen Zellen detektiert, wahrend die Ugt8oBi-Isoform nur im ER
beobachtet wurde.
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3.2.6. Expression und intrazellulire Lokalisierung
verkiirzter Glucosyltransferase-Fragmente

Sequenzmotive, die als Signale fiir die intrazellulare Lokalisierung eines
Proteins dienen, treten oft in terminalen Bereichen auf. In dem folgenden
Versuch wurden die terminalen Bereiche der GCS und der SGT eliminiert.
Dadurch sollte iiberpriift werden, ob sich die intrazellulare Lokalisation der
verkiirzten Glucosyltransferasen andert, und ob die entsprechenden
Lokalisierungssignale wirklich in den terminalen Bereichen dieser Proteine
vorkommen.

Per PCR wurden DNA-Abschnitte aus den Glucosyltransferase-Sequenzen
amplifiziert. Die PCR-Primer waren dabei so konzipiert, daf3 die terminalen
Sequenzen der jeweiligen ORFs nicht mitamplifiziert wurden. Die Ugt80A2-
Isoform der SGT wurde dabei an ihrem N-Terminus um 152 AS und an
ihrem C-Terminus um 76 AS verkiirzt. Die Ugt8oBi-Isoform wurde N-
terminal um 116 AS und C-terminal um 90 AS verkiirzt (siche Anhang). Dies
fiihrt dazu, daB die N-terminal verkiirzten Sequenzen beider Sterol-
Glucosyltransferasen mit einer Konsensus-Sequenz beginnen, die bei diesen
Enzymen moglicherweise schon zur katalytischen Domaiane zahlt. Bei der
GCS sollte der N-Terminus um die erste Transmembran-doméane (48 AS)
und der C-Terminus um die putative ER-Riickhaltesequenz (10 AS) verkiirzt
werden (siehe Anhang).

Die C-terminal verkiirzten Sequenzen wurden in den Vektor p2xYFP-N und
die N-terminal verkiirzten Sequenzen in den Vektor p2xYFP-C kloniert. So
sollten die C-terminal verkiirzten Polypeptide an ihrem N-Terminus und die
N-terminal verkiirzten an ihrem C-Terminus mit YFP fusioniert werden.
Dank passender Restriktionsschnittstellen (Xmal und Sacll) wurden alle
Klonierungen nach der selben Strategie (Abschn. 3.2.3.1.) durchgefiihrt*.
Dabei wurden folgende Plasmide hergestellt: pS1-Y-NX (ugt8oA2 N-
terminal verkiirzt + EYFP), pS1-Y-CX (EYFP + ugt80A2 C-terminal
verkiirzt), pS2-Y-NX (ugt8oB1 N-terminal verkiirzt + EYFP), pS2-Y-CX
(EYFP + ugt8oB1 C-terminal verkiirzt), pC-Y-NX (GCS N-terminal verkiirzt
+ EYFP). Die Klonierung des C-terminal verkiirzten GCS-Fragments in

* Primerpaare fir ugt80A2 N-terminal verkirzt [98]: S1-N, S1-2-S; ugt80A2 C-t: S1-1-S, S1-C;
ugt80B1 N-t: S2-N, S2-2-S; ugt80B1 C-t: S2-1-S, S2-C; GCS N-t: C-N, C-2-S; GCS C-t: C-1-S, C-
Cc
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p2xYFP-C blieb auch nach mehrmaliger Wiederholung ohne Erfolg und
mubBte leider aus zeitlichen Griinden unvollendet abgebrochen werden.

Die epidermalen Allium-fistulosum-Zellen wurden jeweils mit diesen
Plasmiden transformiert. Bei den anschlieBenden fluoreszenzmikrosko-
pischen Untersuchungen konnte nur in einem Fall eine Abweichung von der
zuvor beobachteten Lokalisation festgestellt werden. Die Fluoreszenz der N-
terminal verkiirzten GCS, exprimiert als EYFP-Fusionsprotein, wurde nicht
im ER — wie bei der GCS mit vollstandiger Sequenz — sondern im Cytosol
beobachtet (Abb. 3.16.):

Abb. 3.16: Fluoreszenz der N-terminal verkiirzten GCS (Fusionsprotein mit EYFP) in
einer Zelle von A. fistulosum. Epidermale Zwiebelzellen wurden mit pC-Y-NX transient
transformiert. Die Fluoreszenz des Fusionsproteins ist in einer Cytosol-Ansammlung im
apikalen Bereich der Zelle (Pfeil) sowie in der Kerntasche (Pfeilkopf) zu sehen.

Bei allen anderen untersuchten Glucosyltransferasen fiihrte die Verkiirzung
der terminalen Bereiche zu keiner Verianderung der intrazellularen
Lokalisation (ohne Abbildung).
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3.3. Expressionsanalyse der SGT in Pflanzen

Um festzustellen, in welchem Gewebe und Entwicklungsstadium eines
Organismus sowie bei welchen Umweltbedingungen ein Gen exprimiert
wird, werden oft Reportergene benutzt. Reportergene lassen sich in intaktem
oder totem Gewebe leicht sichtbar machen. Bei Tieren und Hefen wird
haufig das LacZ-Gen von E.coli verwendet, das fiir das Enzym [3-
Galactosidase kodiert. Bei Pflanzen ist [-Galactosidase als Reportergen
ungeeignet, da Pflanzenzellen bereits endogene (-Galactosidase-Aktivitat
besitzen. Stattdessen wird hier ein Gen verwendet, das fiir das Enzym [3-
Glucuronidase kodiert (GUS). Mit dem entsprechenden Substrat X-Gluc
erzeugt dieses Enzym ein blaues Reaktionsprodukt, das sich mikro- und
makroskopisch leicht nachweisen 1aBt.

Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten, ein Reportergen einzusetzen: die
transkriptionelle und die translationelle Fusion. Bei der transkriptionellen
Fusion wird das Reportergen unter die Kontrolle des Promotors des zu
untersuchenden Gens gestellt. Dadurch wird der Reporter in den gleichen
Zellen und zur gleichen Zeit exprimiert wie das zu untersuchende Gen. Bei
der translationellen Fusion wird dagegen ein artifizielles Konstrukt aus
Reporterprotein und zu untersuchendem Protein hergestellt. Damit kann die
subzellulare Lokalisation des interessierenden Proteins untersucht werden,
wie dies bereits hier mit fluoreszierenden Fusionsproteinen gezeigt wurde.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Expressionsanalyse der Sterolglucosyl-
transferase von A. thaliana durchgefiihrt werden. Zu diesem Zweck wurde
das GUS-Reportergen unter der Kontrolle des SGT-Promotors in
Arabidopsis-Pflanzen  exprimiert (transkriptionelle  Fusion). Eine
Expressionsanalyse der Glucosylceramid-Synthase von G. arboreum, deren
Ergebnisse hier ebenfalls diskutiert werden, wurde parallel von Frau Inga
Hillig (Biozentrum Klein Flottbek, Universitit Hamburg) im Rahmen ihrer
Dissertation in unserem Laboratorium durchgefiihrt.
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3.3.1. Herstellung von GUS-Fusionskonstrukten mit
dem ugt8oA2-Promotor

Zur Herstellung der GUS-Fusionskonstrukte mit dem SGT-Promotor von
A. thaliana (ugt80A2) wurde der binare Pflanzenvektor pCAMBIA1391Z
(CAMBIA, Canberra, Australien) benutzt. Mit einer computergestiitzten
Sequenzanalyse der genomischen A. thaliana-Sequenz wurde ein 1280 bp
langer Promotorbereich ermittelt. Dieser Promotorbereich erstreckte sich
riickwarts gesehen vom Anfang der kodierenden Sequenz des SGT-Gens bis
zum Ende der CDS des davor liegenden Gens. Der ausgewahlte
Promotorbereich wurde mit Adaptoren fiir die Restriktionsschnittstellen
Avrll und Smal mittels PCR amplifiziert (Primer: GUS-S1-1, GUS-S1-R).
Genomische DNA von A. thaliana diente dabei als Template. Nach der
Subklonierung des PCR-Produkts in den pCR2.1-Vektor (2.5.4.2.) wurde das
entstandene Plasmid mit Avrll und Smal behandelt. Der SGT-
Promotorbereich wurde dabei aus dem Vektor herausgeschnitten.
pCAMBIA1391Z wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert
und mit dem SGT-Promotorbereich ligiert (2.5.3.4.).

Das so entstandene Plasmid pGUS1 enthielt den Promotorbereich von SGT
aus A. thaliana (ugt80A2) und die im fortlaufenden Leserahmen darauf-
folgende GUS-Sequenz. Zur Transformation von Pflanzen wurde zunachst
der A. tumefaciens-Stamm ATHV C58C1 mittels Elektroporation mit diesem
Plasmid transformiert (2.7.3.1.). Diese transgenen A.tumefaciens-Zellen
dienten schlieBlich zur Transformation von A. thaliana-Pflanzen (2.7.3.2.).

3.3.2. Das Sterol-Glucosyltransferase-Gen wird in der
gesamten Pflanze exprimiert

Die mit pGUS1 stabil transformierten, etwa 2 Wochen alten, transgenen
A. thaliana-Pflanzen wurden einer GUS-Farbung nach 2.6.7. unterzogen.
Dabei wurde beobachtet, daB die blaue Farbung nach etwa 2,5 h Inkubation
in der Farbelosung das gesamte Gewebe umfaBte. Durch langere
Inkubationszeiten (bis zu 8 h) konnte keine Ausdehnung der Farbung
beobachtet werden; die nach 2,5 h bereits vorhandene Farbung wurde jedoch
in ihrer Intensitat verstarkt. Die unmittelbar anschlieBend durchgefiihrten
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makroskopischen Analysen mit einer Lupe ergaben, daB die GUS-Farbung in
allen analysierten pflanzlichen Organen wie Keimblattern, Primarblattern,
Wurzeln und SproBachse vorhanden war (Abbildungen 3.17. & 3.18.).

Abb. 3.17: Expressionsanalyse von Ugt80A2 (ganze Pflanze). Farbung von A. thaliana-
Pflanzen nach einer 2,5-stiindigen (links) und nach einer 4-stiindigen GUS-Inkubation
(rechts). Die Pflanzen waren stabil mit pGUS1 transformiert. Es ist deutlich zu sehen, dal
die GUS-Farbung in Keimblattern, Primarblattern, Wurzeln und SproRachse auftritt.

Abb. 3.18: Expressionsanalyse von Ugt80A2 (Blatter). Keimblatt (links) und Primarblatt
(rechts) von transgenen A. thaliana-Pflanzen nach einer GUS-Farbung. Die Farbung tritt in
allen Blatt-Geweben auf. Das Gewebe in der Leitblindelregion ist kompakter und weniger
vakuolisiert. Deshalb kann sich dort im Vergleich zum umliegenden Gewebe mehr Farbstoff
einlagern, was in einer starkeren Farbung des Leitblndels resultiert.

Die anschlieBenden mikroskopischen Analysen zeigten, daf sich die Farbung
in allen Geweben ausgebildet hatte (ohne Abbildung). Dies bedeutet, daB das
unter der Kontrolle des nativen SGT-Promotors stehende GUS-Gen in allen
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Geweben und Organen der Pflanze exprimiert wurde. Daraus laBt sich
schlieBen, daB auch das native ugt8o0A2-Gen bei A. thaliana in der gesamten
Pflanze exprimiert wird, und die Sterolglucosyl-transferase folglich in allen
untersuchten pflanzlichen Geweben vorhanden sein muS8.

Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurden jeweils mehrere Analysen an
zwei verschiedenen transgenen Pflanzen-Linien vorgenommen. Die mikro-
und die makroskopischen Untersuchungen der GUS-Farbung fiihrten bei
beiden Pflanzen-Linien zu den gleichen Beobachtungen. Als Negativ-
kontrolle wurden mehrere mit einem pCAMBIA1391Z-Leervektor
transformierte, transgene Pflanzen-Linien hergestellt und der gleichen
Behandlung unterzogen. Bei den Analysen der Kontrollpflanzen konnte
keine GUS-Farbung festgestellt werden (Abbildung 3.19.). Die Transforma-
tion und die Analysen dieser Kontrollpflanzen wurden von Frau Inga Hillig
(Biozentrum Klein Flottbek, Universitait Hamburg) ausgefiihrt.

Abb. 3.19: Transgene A. thaliana-Kontrollpflanzen. Die zur Negativkontrolle mit einem
pCAMBIA1391Z-Leervektor transformierten Pflanzen zeigten nach einer GUS-Farbung
keinerlei Spuren des blauen Farbstoffs.
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3.4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine subzellulire Lokalisierung der Sterol-
Glucosyltransferasen aus A. thaliana und der Glucosylceramid-Synthase aus
G. arboreum in Zellen von Allium fistulosum durchgefiihrt. Die Ugt80A2-
Isoform der SGT wurde im Zellkern und im Cytosol detektiert. Die zweite,
uncharakterisierte, putative Isoform der SGT — die Ugt80B1 — wurde auf
ihre in-vitro-Aktivitat untersucht, in eukaryotischen Zellen funktional
exprimiert und dabei als Sterol-Glucosyltransferase identifiziert. Diese
Isoform der SGT konnte im ER lokalisiert werden. Die GCS wurde
ausschlieBlich im ER detektiert.

Zusatzlich zu den Lokalisierungsversuchen wurde in dieser Arbeit eine
Expressionsanalyse der Sterol-Glucosyltransferase Ugt80A2 in Pflanzen
durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, daB dieses Enzym in der
gesamten Pflanze exprimiert wird, und in allen untersuchten Geweben
vorhanden ist. Eine durch Mitarbeiter unseres Laboratoriums parallel dazu
durchgefiihrte Expressionsanalyse der Glucosylceramid-Synthase zeigte das
gleiche Ergebnis. Auch die GCS wird in allen untersuchten pflanzlichen
Geweben und Organen exprimiert (personliche Mitteilung von Inga Hillig,
Biozentrum Klein Flottbek, Universitait Hamburg).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde die Glucosylceramid-Synthase
der Sauger im Golgi-Apparat lokalisiert. Diese GCS ist ein integrales
Membranprotein, deren aktives Zentrum an der cytosolischen Seite der
Golgi-Membran liegt [67, 69, 70]. Die GCS aus Drosophila-Fruchtfliege
wurde hingegen nicht nur im Golgi, sondern auch im kernnahen ER
gefunden [127].

Bei der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Lokalisierung in Pflanzen
wurde die Glucosylceramid-Synthase aus Baumwolle ausschlieBlich im ER
detektiert. Sie konnte in keinem anderen Membransystem, wie beispiels-
weise dem Golgi-Apparat, beobachtet werden. Wie bereits in der Einleitung
erwahnt wurde (1.2.3.1.), findet die Ceramidbiosynthese im ER statt [63, 64].
Bei der pflanzlichen Synthese des Glucosylceramids war es jedoch bisher
unbekannt, ob die Glucose wie bei Saugertieren erst nach der vollstindigen
Derivatisierung des Ceramidgrundgeriistes im Golgi an das Ceramid
angefiigt wird, oder moglicherweise schon vorher im ER [67]. Durch die hier
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gezeigte Lokalisierung einer pflanzlichen GCS im ER erscheint es als sehr
wahrscheinlich, daB die Glucosylierung des Ceramids schon am Ort der
Ceramidbiosynthese im ER stattfindet. Diese Feststellung wird dariiber-
hinaus durch das Vorhandensein eines putativen ER-Riickhaltesignals am C-
Terminus der untersuchten GCS unterstiitzt (1.2.3.2.).

Die Hypothese von Lynch et al. aus dem Jahr 2000, nach der die GCS auf
der apoplastischen Seite der Plasmamembran vermutet wird [126], kann
durch die hier durchgefiihrten Lokalisierungsversuche jedoch nicht vollig
entkraftet werden. Nach dieser Hypothese dient das Sterolglucosid als
Glucose-Donor bei der Synthese von Glucosylceramid an der Plasma-
membran. 2003 konnte jedoch festgestellt werden, daB das Ceramid SG-
unabhangig durch UDP-Glucose glucosyliert wird [74]. Von daher konnte es
moglicherweise zwei verschiedene Glucosylceramid-Synthasen geben: das
Enzym in der PM, das SG als Glucose-Donor benotigt, und ein anderes,
UDP-Glucose-abhangiges Enzym im ER. Im Genom von A. thaliana konnte
jedoch nur eine einzige Sequenz mit Ahnlichkeit zur GCS aus Baumwolle
gefunden werden. Diese Arabidopsis-GCS ist daher sehr wahrscheinlich
ebenfalls UDP-Glucose-abhangig und im ER lokalisiert.

Die Lokalisierung der N-terminal verkiirzten GCS im Cytosol 146t vermuten,
daB sich innerhalb der ersten 48 Aminosauren dieses Polypeptids ein ER-
Lokalisierungssignal befindet. Aufgrund der Lange des deletierten Sequenz-
abschnitts lie3 sich die mogliche Signalsequenz jedoch nicht genau erkennen
und konnte auch nicht bei Sequenzanalysen in silico identifiziert werden.
Um diese putative Signalsequenz am N-Terminus der GCS zu bestimmen,
sind weitere Untersuchungen notwendig, die aus =zeitlichen Griinden
innerhalb dieser Arbeit nicht mehr moglich waren.

Die in der vorliegenden Arbeit funktional exprimierte Sterolglucosyl-
transferase-Isoform von A. thaliana — Ugt80B1 — wurde in einer Studie von
Carter et al. in der Tonoplastenmembran detektiert [131]. Dieses Ergebnis
widerspricht der hier durchgefiihrten Lokalisierung dieses Enzyms im
Endoplasmatischen Reticulum. Allerdings wurden von Carter et al. in der
selben Studie drei weitere Proteine beschrieben, die jeweils ein ER-
Retentionssignal enthielten und trotzdem in der Tonoplastenmembran
detektiert wurden. In zwei anderen Studien konnte auBerdem beobachtet
werden, wie die aus dem ER stammenden, proteintransportierenden Vesikel
— die ER-Bodies — unter bestimmten Bedingungen mit der Tonoplasten-
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membran fusionierten [209, 210]. Diesen Berichten zufolge enthielten die
ER-Bodies groBere Mengen einer vakuolaren B-Glucosidase, die so verpackt
zum Tonoplasten transportiert wurde. Hayashi et al. vermuten deshalb, daB
die ER-Bodies in ein bisher unbekanntes Proteintransportsystem involviert
sind, das sich von dem schon lange bekannten Sekretorischen Transportweg
unterscheidet. Im letzteren konnen ER-Proteine den Tonoplasten nur durch
eine Golgi-Passage erreichen [139]. In dem neu-beschriebenen Transport-
system dagegen sollen die Proteine in ER-Bodies direkt zur Vakuole
gelangen. Am Ende des Transports fusionieren die ER-Bodies schlieBlich mit
der Tonoplastenmembran [209].

Auf diese Weise konnte auch die SGT, die in vorliegender Arbeit als YFP-
Fusionsprotein in ER-Bodies beobachtet wurde, zur Tonoplastenmembran
gelangen. Aufler in ER-Bodies konnte hier die Fluoreszenz von Ugt80B1-
EYFP mehrmals in unbestimmten spharischen Strukturen beobachtet
werden. Diese hatten die Gestalt sehr groBer Vesikel (Abb. 3.20.) und
ahnelten den von Brandizzi et al. beschriebenen ,spherical organelles“, die
in Protoplasten von Arabidopsis als Vakuolen identifiziert wurden [211].

Abb. 3.20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von ,,spherical organelles‘ in einer
Zelle von A. fistulosum. Epidermale Zwiebelzellen wurden mit pS2-YFP-C transient
transformiert (Ugt80B1 mit EYFP am C-Terminus). Die YFP-Fluoreszenz ist in spharischen
Strukturen lokalisiert. Die Fluoreszenz dieses Fusionsproteins wurde auflerdem in ER-
Bodies beobachtet (Abb. 3.15.).

Moglicherweise wird Ugt80B1 postsynthetisch in ER-Bodies ,verpackt® und
anschlieBend, unter Umgehung des Golgi-Apparates, zum Tonoplasten
transportiert. Diese These wird zudem durch die Tatsache bekraftigt, da83 bei
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keinem der hier durchgefiihrten Experimente Fluoreszenz in Golgi-
ahnlichen Strukturen beobachtet werden konnte. Die mogliche Tonoplasten-
Lokalisation von Ugt80B1 wurde hier jedoch nicht experimentell bestatigt.
Andererseits ist seit langem bekannt, dafl Tonoplastenmembrane in vitro
SGT-Aktivitat aufweisen [117].

Die Lokalisierung von Ugt80A2-Isoform der SGT im Zellkern war
iiberraschend. Nach aktuellen Untersuchungen iibernehmen die Kernlipide
auBer strukturellen Funktionen {iiberwiegend Aufgaben als second
messengers [212, 213] und sind in andere Funktionen, u.a. in die
Reorganisation des Chromatins und in das Splicing der pre-mRNA involviert
[214-216]. Es ist jedoch unklar, welche Rolle die SGT im Zellkern spielen
soll, zumal das Produkt dieses Enzyms — das Sterolglucosid — bisher nicht im
Zellkern detektiert werden konnte. Allerdings liegen bisher keine
umfangreiche Lipidanalysen gereinigter Zellkerne aus pflanzlichen Geweben
vor. Das Vorhandensein des SG im Zellkern ist daher nicht vollig
auszuschlieBen. Nach der zur Zeit zuginglichen Literatur wurde in
bisherigen Studien noch nie explizit nach dem SG im Nucleus gesucht. Es ist
auch denkbar, daB3 der Anteil an SG im Vergleich zu den anderen Kernlipiden
sehr gering sein konnte, so daB die bisher zur Identifizierung von
Kernlipiden angewendeten Nachweismethoden nicht empfindlich genug
waren.

Ebenfalls unklar bleibt, wie Ugt80A2 in das Kerninnere gelangt. Der passive
Weg durch die Kernporen, moglich bei kleineren Polypeptiden, ist fiir
Ugt80A2-GFP-Fusionsproteine auszuschlieBen. Die berechnete Molekulare
Masse dieses Proteins betragt 96 kDa* (M, Ugt8oaz = 69 kDa; M, grp = 27 kDa
[187]). Proteine, die groBer als 40 kDa sind, konnen jedoch nur durch den
aktiven Transport in den Zellkern gelangen und benotigen bestimmte
Signalsequenzen fiir die Bindung an Importine [202, 217]. Das in der
Sequenz von Ugt80A2 durch in-silico-Sequenzanalyse ermittelte putative
NLS stellte sich in einem zusatzlichen Experiment jedoch nicht als Kern-
Lokalisierungssignal heraus.

Es bleibt festzuhalten, daB die Fragen, die in Zusammenhang mit der
Kernlokalisation von Ugt80A2 stehen, durch zusitzliche Studien geklart
werden miissen, wofiir mit dieser Dissertation ein Grundstein gelegt wurde.

* die Molekulare Masse des Ugt80A2-YFP-Fusionsproteins betragt ebenfalls 96 kDa
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Die Lokalisierung von Ugt80A2 im Cytosol wird von einer Proteom-weiten
Studie, in welcher SGT aus S. cerevisiae (Ugt51p) ebenfalls im Cytosol
detektiert wurde, indirekt unterstiitzt [129]. Uberraschend ist dabei, daB sich
Ugt80A2 bei fritheren Untersuchungen [39] wie auch in dieser Arbeit
biochemisch als Membranprotein verhalten hat. Moglicherweise hat dieses
Enzym zwei Substrate: ein membrangebundenes und ein l6sliches im
Cytosol. Es ist denkbar, daB sich Ugt80A2 vorwiegend im Cytosol aufhalt
und in bestimmten Entwicklungsstadien der Zelle mit subzellularen
Membranen assoziiert wird. Eine solche stadienspezifische Enzym-
Lokalisierung wurde bereits fiir die SGT aus der fakultativ methylotrophen
Hefe Pichia pastoris beschrieben [218]. Dieses Hefe-Enzym (Ugt51B1)
assoziiert wahrend des Peroxisomen-Abbaus mit Membranen des MIPA
(micropexophagic apparatus). Die PH-Domiane und die GRAM-Domane,
die in der Sequenz von Ugt51B1 vorhanden sind, konnten dabei fiir den
Kontakt und die Assoziation mit MIPA-Membranen verantwortlich sein.
Jedoch besitzt Ugt80A2 keine derartigen Domanen oder Transmembran-
regionen sowie keine bekannten Signalsequenzen, was wahrend dieser
Arbeit in silico iberpriift wurde (1.1.4.). Die Hypothese der stadienspezifi-
schen Lokalisierung von Ugt80A2 bedarf also einer experimentellen
Uberpriifung.

In der vorliegenden Arbeit wurde auBerdem eine Expressionsanalyse von
ugt80A2 durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, daf3 dieses Gen in
der gesamten Pflanze exprimiert wird. Sterolglucosid wurde stets in
verschiedenen Geweben und Organen einer Pflanze detektiert (siehe den
Abschnitt 1.3.5.), so daB die Sterol-Glucosyltransferase folglich ebenfalls in
diversen pflanzlichen Geweben und Organen vorhanden sein miifite. Dieses
wurde von der hier durchgefiihrten Expressionsanalyse bestatigt. Das
Ergebnis dieser Untersuchung wird zusatzlich durch eine Studie von MeBner
et al. gestiitzt [219]. Bei einer Nothern-Analyse wurde die Transkription des
Ugt80A2-Gens in allen untersuchten Organen (Blatter, Wurzeln, Stengel,
Bliiten und Schoten) nachgewiesen.
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3.5. Zusammenfassung

Glucosylceramid und Sterolglucosid fungieren nicht nur als Struktur-
komponenten biologischer Membranen, es mehren sich vielmehr auch die
Hinweise, daB sie in regulatorischer Weise an ganz unterschiedlichen
Funktionen von Pflanzen- und Pilzzellen beteiligt sind. Der jeweils letzte
Schritt ihrer Biosynthese wird von der Glucosylceramid-Synthase (GCS) und
der Sterol-Glucosyltransferase (SGT) Kkatalysiert. Die intrazellulare
Lokalisation dieser Enzyme in Pflanzen war vor Beginn der vorliegenden
Arbeit nicht eindeutig geklart, obwohl eine solche Lokalisierung zur
Aufklarung von Funktionen der entsprechenden Glucolipide unerlaBlich ist.
In dieser Arbeit ist es gelungen die zwei Isoformen der SGT aus
Arabidopsis thaliana und die GCS aus Gossypium arboreum in pflanzlichen
Zellen zu lokalisieren.

Die durch frithere Studien bekannte Ugt80A2-Isoform der SGT wurde im
Zellkern und im Cytosol detektiert. Die Funktion dieses Enzyms im Zellkern
ist unklar, ihre Klarung bleibt weiteren Studien vorbehalten.

Eine andere putative Isoform der SGT aus A. thaliana — Ugt80B1 — wurde
hier erstmals funktionall charakterisiert worden: in vitro wurde sie als UDP-
Glucose:Sterol-Glucosyltransferase-Aktivitait gemessen und in vivo in
eukaryotischen Zellen funktional exprimiert. Diese SGT-Isoform wurde in
den vom Endoplasmatischen Reticulum (ER) abstammenden vesikularen
Strukturen — den ER-Bodies — lokalisiert. In diesem Zusammenhang sind
Publikationen relevant, in denen ein Transport von ER-Bodies zum
Tonoplasten beobachtet wurde, so daB eine mogliche Lokalisierung von
Ugt80B1 in der Tonoplastenmembran nicht ausgeschlossen werden soll.

Die GCS wurde ausschlieBlich im ER beobachtet. Daher erscheint es als sehr
wahrscheinlich, daB die Glucosylierung des Ceramids bei Pflanzen nicht wie
bei Tieren im Golgi-Apparat, sondern im ER erfolgt.

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit eine Expressionsanalyse der
SGT (Ugt80A2) in Pflanzen durchgefiihrt. Dazu wurde ein Reportergen
unter der Kontrolle des SGT-Promotors in A. thaliana exprimiert. Diese
Versuche zeigten, daB die SGT in der gesamten Pflanze exprimiert wird und
daB das Enzym in allen Zellen der untersuchten Gewebe und Organe
vorhanden ist.
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Anhang

A1,

In der folgenden Tabelle sind die

Primer

in dieser Arbeit verwendeten

Oligonucleotide aufgelistet. Restriktionsschnittstellen und das Zielgen sind

fett gekennzeichnet.

(NS = Nonsense-Sequenz; STOP

eingebauter STOP-Sequenz; TMD =
Aminosauren; ORF = Open Reading Frame; ORF-Fragm. = ORF-Fragment;

ohne STOP-Sequenz; +STOP = mit
ohne Transmembrandomanen; AS =

Pr. = Promotor; CDS = coding sequence; NES = zerstortes NLS)

Primer |Sequenz 5° - 3’ Zielsequenz
OK10 GAG CTC ATG TCACAACTC AGA | UGT51B1
CCCAGAG [SacI+ORF(STOR*)
OK11 GAG CTC CAC TTC AAACCATGA | +SacI]
TCCGCTT
OK14 CTC GAG ATG CCC ATC ACT CAA | UGT51
ATC ATATCA G [XhoI+ORF(STOR)
OK15 CTC GAG AAT CAT CGT CCA CCC | +XhoI]
TTCATCC
OK16 CTC GAG ATG GAAATTTTG TTC | GCS (C.albicans)
AAT TTT AGA AAT CGG [XhoI+START**
OK17 CTC GAG CAT TTC TTC AGC AGT | +ORF(FMB, STOPR)
TAAATCTTT C +Xhol]
OK18 CAT ATG CCG GAAATATCG CCG | ugt8oA2
GCT G [Ndel+ORF(STOR)
OK19 CAT ATG CGA ACA GCC AAA GCA | +Ndel]
TTTCCT G
OK20 CTC GAG ATG ATA ATG CAG CTT | GCS (P.pastoris)
GGATTGACTT [XhoI+ORF->]
(vorderer Primer)
OK21 CTC GAG ATG GTT CAA GAA GAA | GCS (C.albicans)
TTATCCTTATTT [XhoI+ORF->]
(vorderer Primer)
PPCGT1 | G GAATTC CAT ATG GAACTC GCS (P.pastoris)
TGC CT G CAA AGT GC

* STOP-Sequenz (TAA/TAG/TTA)
**x START-Sequenz (ATG)
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PPCGT2 | GCG GGA TCC TTA TCG AAG AAG | [Ndel+ORF-Fragm.
GTAGTT CTT CAATG (288 AS)+STOP
+BamHI]
PPSGT3 | G GAATTC CAT ATG ATT GTT ATA | UGT51B1 [Ndel+ORF-
CGT GCG CAC GAG Fragm. (378
PPSGT4 | GCG GGA TCC TTATCC AAT GTA | AS)+STOP
TAC CAATTT CTT ACC +BamHI]
N-EGS1 | CCG CGG ATG GTG AGC AAG EGFP
GGC GAG GAG [Sacll+ORF+Hpal
N-EGS2 | GCT AGC GTT AAC TTACTT GTA | +Nhel]
CAG CTC GTC CAT GC
ATS1 GGG CCC ATG CCG GAAATATCG | ugt8oA2
CCGGCTG [Apal+ORF(STOR)
N-ATS2 | GCT AGC ACT AGA CCG CGG CGA | +Sacll+Nhel]
ACA GCC AAAGCATITCCTG
GAC1 GGG CCC ATG TCA GCG GCATTG | GCS (G. arboreum)
GAC CCT G [Apal+ORF(STOR)
GAC2 GCT AGC ACT AGA CCG CGG AAC | +Sacll+Nhel]
CTCGTATIT CTT GGG TTG ATG
K-EGF1 | ACT AGT GGG CCC ATG GTG AGC | EGFP
AAG GGC GAG GAG [6xNS+Apal+ORF->]
(vorderer Primer)
CAM- CTC GAG TGC GTATTG GCT AGA | 2x35S-CaMV-Pr.
2x35-1 GCAGCT TG [XhoI+CDS+BamHI]
CAM- GGA TCC AGA GAT AGATTT GTA
2x35-2 GAGAGAGACT
YFP+S-1 | GGA TCC CCC GGG ACT AGT EYFP
CCG CGG GTC GCC ACC ATG [BamHI+Xmal
GTG AGC AAG +Spel+Sacll+ORF
YFP+S-2 | GCT AGC TTA CTT GTA CAG CTC | +Nhel]
GTC CAT GC
YFP-3 GGA TCC GTC GCC ACC ATG GTG | EYFP
AGC AAG [BamHI+
YFP-4 GCT AGC CCG CGG ACT AGT ORF(STOR)+Xmal
CCC GGG CTT GTA CAG CTC GTC | +Spel+Sacll+Nhel]
CAT GCC G
S1-1-S CCC GGG ATG CCG GAAATATCG | ugt8oA2
CCGGCTG [Xmal+ORF(STOR)
S1-2-S CCG CGG CGA ACA GCC AAA GCA | +Sacl]]
TTITCCT G
S1-3+S CCG CGG TTA CGA ACA GCC AAA | ugt8oA2
GCATTTCCTG [€ORF+SaclI]
(hinterer Primer)
C-1-S CCC GGG ATG TCAGCG GCATTG | GCS (G. arboreum)
GAC CCT G [Xmal+ORF(STOR)
C-2-S CCG CGG AACCTCGTATTTCTT | +Sacl]]
GGG TTG ATG
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C-3+S CCG CGG CTAAACCTC GTATTT | GCS (G. arboreum)
CTTGGGTTG A [€ORF+Sacll]
(hinterer Primer)
S2-1-S CCC GGG ATG GCT AGT AAT GTA | ugtsoB1
TTT GAT CAT CC [Xmal+ORF(STOR)
S2-2-S CCG CGG CAC GCC ACC ACA +Sacll]
TGG AAG ACA AC
S2-3+S CCG CGG TCA CAC GCC ACC ACA | ugtsoB1
TGG AAG AC [€ORF+Sacll]
(hinterer Primer)
GUS-S1- | AGC CCC GGG GTTATG TGATCT | Promotor von
1 TCG GAG GAC GG ugt80A2
GUS-S1- | AGA CCT AGG CGT GAT TCT CTC | [Smal+Sequenz
R TCTATC TCC AC +Avrll]
NLS- TC AGC CTT AGG AAC AAT AAC ugt80A2
MUT-1 TTG AAACTAC [4xNS+Bsu36+
(NES)ORF->]
(vorderer Primer)
S1-N CCC GGG GAG TTT GAAGTT CCA | ugt80A2
GCA GAT GCT [Xmal+(verklrzt)ORF
—>] (vorderer Primer)
S1-C CCG CGG TTATGG GAT TGG TGA | ugt80A2
AGG ACC AAC AC [€ORF(verkurzt)+
SacllI](hinterer Primer)
S2-N CCC GGG GAA GTT ATA GAT AAC | ugt8obB1
GT ACT CCG [Xmal+(verklrzt)ORF
—>] (vorderer Primer)
S2-C CCG CGG TCACGG TAT TGG CGC | ugtsoB1
AGG CCC AAG [€ORF(verkurzt)+
SacllI](hinterer Primer)
C-N CCC GGG AGG AAC AGA GAG ATC | GCS (G. arboreum)
AAT AGA ATG AA [Xmal+(verklrzt)ORF
-] (vorderer Primer)
C-C CCG CGG CTA ACA CAAACT TCT | GCS (G. arboreum)
CGC CAATGA GCT [€<ORF(verkurzt)+
Sacll](hinterer Primer)
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A2, ORF-Sequenz von UGT51B1

(die Teilsequenz aus dem Versuch 3.1.3. ist fett gekennzeichnet)

1 ATGTCACAACTCAGACCCAGAGATTCCAGTGCTGGGAAATCTTCTTCCCCTCGAAGGACA
61 GATAGAAATCCTGAATCTATCGACGTCAACTCTAAGGGGGGTTCTGAAGGGATGACTTCC
121 GGCCTTGTCCCAGGTACAGCACCTCATAAGGAAGATGAAACTGAAGCAGAGGATGATATT
181 GACTGTGGAAGGTTAATTACCTCCAAGTCGCTGGCTACCATGCTGACAACGGCGAGCATG
241 TATGCCGGGGTGTCCCAATTGGATGATGATGCTATTGAGAGCAGCGCTCTCGATGAGCCA
301 ATTCCATATGTTCCATACGAAGAGGATGCTGAAAGCGTAATGTCAGAATCTACTGTTGGT
361 GTTGACACAGTCAGAGACACAGACTCTTCAGAACAAATAAATCCAGAAATTGATGGCCTG
421 GTTGCTTTGAGAAAGAAACAACAACACACCCTTTCCAAGTTTGAACTCTCTGTTGTTCGG
481 AAACGATGTTCCCAACTGAGTCTGGCTGGCTCCAGTTCAGGTTCGACGCGCAGGAACAGT
541 TTCACTTTAGACAATAATGAAACTACGAGAGCTGTGAAACTCTGCGAAAAACTGAAAACC
601 ACCTTTGATTTGTCTGACGATGACGAGTTTGTGAATGATTACCCTTGTTGGCTGTTGCAT
661 GAAGTCTTCCTTCAAGGTCACATCTACATCACATCTAGATACCTGTTATACTTTGCATTT
721 CTTCCGAAAAGAGACTCCACTGTGACCATGTCTGGTGCCTTGTCCATCAGAAGCTCCACA
781 ACTATGAGATTTTCTGTCCGACGCTGGGCTGTATTGAAGGGTAACTACTTTCGTCTATAC
841 GCCAATTCCACAGAACGGTATTTTCCTTCACTTAATATTGATTTGCGTTTCTTGTTGAAA
901 GTAGAATTGTCAAATCCTAACCTTGAGGAAAATAAGCCTACCGTTTTCAAGTTAATCACA
961 GAAGCACGTACTCATTATTTTCAAGCAGATTCCCTAGACAATGCTAGATCTTGGGTAACT
1021 GATCTCAGAAAACATATATTTACAGCCAAGAATAGCGGTGGTCATGTCACCATCAAAGTA
1081 CCGCTGGAGAACATACTGGATTTATCAATTGAGACACTTTTTGAAGCATCTCAAACTTTG
1141 AAACTTAAAGTCTTGGAAAGTGAAGAATCTTATGCTATTGACGACTACTATTTTATGTTT
1201 TTCAACAACGGAGACCAGGTTCTAGATAGCATTCGGCAATCCATGAAAGCCCTAGGGATC
1261 GAACTTACAGATTCTGATAGTTCTGAAAGTGATAGTGATGTCTCTGGCTCAGAAACTAAT
1321 GGTCGATCAACTCATCGAAAATCAAAGCTTTCTCGTTCCTTGAGTGTGTTAACACCTATT
1381 CCGAGGGGCATTGGAAGTATTTATAAGCCAATCAAAAGTTCAGCTAGTGGCATCATAGGG
1441 GCTATCAAAAAGCCGCAGAAATCAGCTACACGTCCTTTTTCGTCAGTAGTAGAAACAGTT
1501 GTTCCGAATGACAATGACTCCGAGTTGAAACAAGATCATGCCGGGGACGCTCCAAAGGAT
1561 TCAGAAGAACCTTCTACCAAGCCAAGTAATTGGAGTGCAAAATCTCTGGTCCAAGGGTTC
1621 TTGAGTACTACTTCTTCTATCAGTCAAAGTATGCTCTTTGCTTCCCCTATGCATTACAAC
1681 AATCAGCTATTTATTGAGCGAGGTGAAGAGGACCCTTATTTTGTTACCAATAAAGAGGAA
1741 AGAGAAGTTGCACAGTCCAGATTTCGAAAGCATTTTTCCCTTCCTGATTCAGAGGAGCTA
1801 CTGGCTAGTTACTTCTGCCATTTTCAAAAAAATATACCTGTATACGGCAAAGTATACCTA
1861 GGAACAACTTGCATTTGCTACAGATCTTTATTTCCCGGCACAAACACAACTATGATACTT
1921 CCATACTCCGATATTGAGAATGTTTATAATTTGAAGGGCTTTAGATTCGGGTACTCTGGG
1981 CTTGTCATTGTTATACGTGCGCACGAGGAATTATTTTTTGAATTCGGTTCTAACGAAAGC
2041 CGGGATGATTGTGACCTGTTCCTGCTAAAGCAATTAGATTTTACAAAATCACATAAGAAT
2101 GCTCATTCAGAACAAAAGAGGAAACGCAATGATAGTATTAAACTAGCAGAATCTGTCCAA
2161 CTTGCCGACGCAAGACTCAGGTATTTTGAAACTCGAATAGAGTCTGATATAGGCAGGGAG
2221 GTTCCCATAATACTGGAGGAAAACCAGTATTCTACGTCAGAAATTAGATCAAAGAGGAGG
2281 TACAAATTTGTGCTATTAACTATTGGTTCTCGAGGAGATGTACAACCCTATATATCTTTG
2341 GCGAAAGGTTTACTTGCAGAGAATCACAAAGTCAAGATTGTGACCCATGAAGAGTTCAAA
2401 CCTTGGGTAGAAAGTTATGGTATCGAATTCGCAACAATTGCAGGTAACCCAGCGGAGCTT
2461 ATGTCATTGATGGTAACTCATAAGTCATTAAGTGTAGGGTTTTTGAAAGAGGCTAAAGAA
2521 AAATTCACTGGCTGGATTGGAGAGTTATTGCAAAGCTCGTGGGACGCATGTCAGGATGCT
2581 GATGTGCTTATCGAATCGCCTTCCGCAATGGCAGGTATCCATATCGCAGAGAAGTTACAA
2641 ATTCCCTATTTCCGTGCTTTTACAATGCCATGGACACGAACTAGAGCGTATCCACATGCA
2701 TTTGTGGTCCCAGAACAGAAAAGAGGAGGTTCTTACAATTATCTCACGCATATAATATTT
2761 GAGAATGTCTTTTGGAAAGGTATTTCAGGAGAGGTGAATAAATGGCGTGAGCAAGTCTTA
2821 ATGCTTCCAAAGACCAATTTGGAGAGATTGGAACAAAACAAGGTACCATTCCTGTACAAT
2881 GTGTCTCCCACGGTTTTTCCACCATCTATGGACTTTCCTCATTGGGTTAAGGTAGTTGGA
2941 TATTGGTTTTTGGATGAGGGGGAGGCAGATAGTTATGATCCTCCTAAGCCATTGCTGGAG
3001 TTCATGGAGAAGGCTAAGACTGATGGTAAGAAATTGGTATACATTGGATTTGGATCCATT
3061 GTAGTTAGTGATCCCAAACAACTGACTGAGGCTGTAATCGACGCGGTGCTCAGTGCTGAT
3121 GTGAGGTGTATTCTAAATAAAGGCTGGTCAGATAGGTTAGGTAAGCAGACGGGAGTGGAG
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3181 GTTGAACTACCTGAAGAGATTTACAATTCAGGAAACGTTCCTCACGATTGGTTGTTTGGC
3241 AAAATCGACGCGTCCGTTCATCATGGTGGATCTGGAACAACAGGTGCAACACTCCGCGCT
3301 GGAATCCCCACCATCATCAAACCATTTTTTGGAGATCAATTCTTTTATGCCAACAGAGTA
3361 GAAGATATTGGAGTGGGTATAGGGCTGAGAAAGTTAAACAGTAAGTCACTTTCCAAAGCT
3421 ATCAAAGAGGTAACTACAAACACTCGTATCATAGAAAAGGCTAAAGAAATTGGAAAGCAG
3481 ATCCAGTCAGAAAACGGTGTCTCTGCAGCCATTCGTTGCCTCTACCAGGAGATGGAATAC
3541 GCCAAGAAACTTTCCAAGAGCAAGCAGAAATACTGGGACAACCAGAGCGAAGATATTAGC
3601 GACGACAGCGTAAGCGGATCATGGTTTGAAGTGTAA

A3. ORF-Sequenz der GCS aus P. pastoris

(die Transmembranregion ist fett-kursiv und die Teilsequenz aus dem
Versuch 3.1.3. ist fett gekennzeichnet)

1 ATGATAATGCAGCTTGGATTGACTTCTTTGGCGTTTCTTGCGCTTAAGTGTGATGCTTAT
61 AACATCGCCCCGAAAATCGATACCCCAAACGTTGAACCGTTTGCACCATCAGGAGGACTT
121 AAACTCTTGGCTATTGTAGCAATAATTTGGTACGTTGTTGTTTTATTAGTTGCATATTAC
181 GGGTTCTTCGAAATTATGCAAAAGTTCAGTAAGAGAAAAACATTGCCTGTTCCCCCACAA
241 GTGGAAGGTGTCACCATTTTGAGACCAATTAAGGGCATAGATCCGGAGATGGAACTCTGC
301 CTGCAAAGTGCATTTGATCAGGATTACCCAAAGTTTGAGATCATTATTTGTGTGGAGAGT
361 GAAAACGATCCTGGCATTGGCGTTGCTGAGGCATTAATCAGGAAATATCCACATGTGGAT
421 GCTCGGATACTCAAGGGTGATTCCCACAACCCAGACCATTTTGGACCTAACCCTAAGGTT
481 AACAACTTGGCGAAAGGATACAGTGCTGGAAAGTATGACATCATGTGGATTTTGGATAGT
541 AATGTTTGGGTTTGCTCGGGTGCATTGTCTCGTTCTGTGGATGCGTTGAACAGATCGTTA
601 GACAATGGACGAAGCACTTTCGACTTCCAAACTGGAAAAGGAAGGAAGGTGAACCTTGTA
661 CATCATGTACCTATGGCAATCTCTATCAATCCGCAAACGGGTACAAATTTGGACGAAATG
721 TTTTTGTTCACTTCCCACTCAAAGTTTTATATTTCCATAAACAAAGCAGCATTAGCCCCT
781 TGTGTCAATGGGAAATCGAACCTGTATCGGCGAAGTGAGCTGGATTTGGCAGTGAAAAGG
841 CTGGGAAAGGGTAGCGAGCCAAGTCTAGACGGGACCACCGGTATCCTGGCAAAGGATGCT
901 GCATATTACGGGTCCAAACCTGGCCAAGGCCTACGATTTTTTGCAAGATACATTGGTGAG
961 GACAACATGATAGCAACAGCATTGTGGTTTCAAAACGGAGGGCGCACTGGCCTAACAGGC
1021 GATGCTGCCATTCAACCACTAGGAGGTGTCAATAGTACATCATTGAAGAACTACCTTCTT
1081 CGAAGGATCCGCTGGCTCCGTGTTAGAAAACATATGGTTCTAGAAGCTACATTATTGGAG
1141 CCAACTACAGAGTGCCTGTTATGCGGCACGTTTGGAACTTTTGCCATATCCACGCTATTC
1201 CTTCAGTCATATTTCAATTGGAAATTTTTCATCTTTCACTTGCTAGTCTGGATGGTCACA
1261 GATTACACACAATTTCATATCCTACTAACCAATGCATCTCAAGACACAGCGACTTGTAAC
1321 GTACCATATTTTGCGGAACCTAACTTCAATGCTTACGGAAGTCCTTTCGAAAGCTCAAAC
1381 TTAAGGACATTTCACAGATGGGTTCTTTATTGGTTACTCAGAGAGGTTTTAGCCCTTCCC
1441 ATATGGATATCCGCCATGTTAGGGACTAGAATTATCTGGAGAAATAGACCATTTAGAATC
1501 AATGTGGATCTAAGCGCCGAAGAACTGTAG
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A4. Aminosaure-Sequenz von Ugt80A2

(das putative NLS ist fett-kursiv und die im Versuch 3.2.6. deletierten
terminalen Bereiche sind fett gekennzeichnet)

MPEISPAELAKVSSSSSSSSSSSSGRASVKIEEIEGGAAASGVVIVSEELETNPKT
VVASIADETVAESSGTGNKSFSRVWTMPLEGSSSSDRAESSSTNQPRLDKSKTERQ
QKVTHILAEDAAKIFDDKISAGKKLKLLNRIATVKHDGTVEFEVPADAIPQPIVVD
RGESKNGVCADESIDGVDLQYIPPMOIVMLIVGTRGDVQPEFVAIAKRLODYGHRVR
LATHANFKEFVLTAGLEFYPLGGDPKVLAGYMVKNKGEFLPSGPSEIPIQRNQMKDI
IYSLLPACKEPDPDSGISFKADAITANPPAYGHTHVAEALKIPIHVEFFTMPWTPTS
EFPHPLSRVKQPAGYRLSYQIVDSLIWLGIRDMVNDLRKKKLKLRPVTYLSGTQGS
GSNIPHGYMWSPHLVPKPKDWGPQIDVVGFCYLDLASNYEPPAELVEWLEAGDKPI
YIGFGSLPVQEPEKMTEITIVEALQRTKQRGI INKGWGGLGNLKEPKDEVYLLDNVP
HDWLEFPRCKAVVHHGGAGTTAAGLKASCPTTIVPFFGDOQPEFWGERVHARGVGPSPI
PVDEFSLHKLEDAINFMLDDKVKSSAETLAKAMKDEDGVAGAVKAFFKHLPSAKQON
ISDPIPEPSGFLSFRKCFGCS

A5. Aminosiure-Sequenz von Ugt80B1

(die im Versuch 3.2.6. deletierten terminalen Bereiche sind fett
gekennzeichnet)

MASNVFDHPLQELEGEDNGVKSEKASLLETSGSVDTTPEDSGHRSSDGHRGLDHCE
TAPVGLYGDMLINDSEIQYSRSLTEKGSPAIHNLKLDRLSEQEKQKLIVELVRIQON
DGTVEVIDNGTPVSELWEFEPTKGOSTITYEKSLTESFRSIPRLKIAILVVGTRGD
VOPFLAMAKRLOQEFGHRVRLATHANFRSEFVRAAGVEFYPLGGDPRELAAYMARNKG
LIPSGPSEISKQRKOQLKATIESLLPACIEPDLETATSFRAQATIANPPAYGHVHVA
EALGVPIHIFFTMPWTPTNEFPHPLARVPOSAAYWLSYIVVDLMVWWSIRTYINDF
RKRKLNLAPIAYFSTYHGSISHLPTGYMWSPHVVPKPSDWGPLVDVVGYCFLNLGS
KYQPREEFLHWIERGSPPVYIGEFGSMPLDDPKQTMDIILETLKDTEQRGIVDRGWG
GLGNLATEVPENVFLVEDCPHDWLEFPQCSAVVHHGGAGTTATGLKAGCPTTIVPEF
GDQFFWGDRIYEKGLGPAPIPIAQLSVENLSSSIRFMLQPEVKSQVMELAKVLENE
DGVAAAVDAFHRHLPPELPLPESSSEKKDEDDRPDLLOQWFFIQIGKKCCLPCGGV
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A6. Aminosiaure-Sequenz der GCS aus G. arboreum

(die im Versuch 3.2.6. deletierten terminalen Bereiche sind fett
gekennzeichnet)

MSAALDPVDWLLFSLSKAFRSPLAVFVQIQGCVICLTLAIGWAFAAYVRNRETINRM
KDAMKCGNSFAFLCHDINELEHTNQVNLPRVTVVMPLKGFGEHNLHNWKSQITSLY
GGPLEFLEFVVESTEDPAYHAVSRLIRDFKDDVDAKIIVAGLSTTCSQKIHNQLVGV
ERMHKDTKYVLELDDDVRLHPGSIGALTAEMEKNPEIFIQTGYPLDLPSGSLGSYC
IYEYHMPCSMGFATGGKTFEFLWGGCMMMQADDFRRDNYGVVSGLRDGGYSDDMTLA
ATAGAHKRLITSPPVAVEFPHPLASDLSFSRYWNYLRKQTEVLESYISRVNWLMNRG
LESFHCYLSWGEVAPYFMAAVHIAAALQIYIKGYSYEETTCTTSGLLLASCLAICT
LTELLSMWNLTRIEVQLCNMLSPEAPKLSLDYYNWSLIFVALLVDNFLYPISAFRS
HESQOSINWSGIRYHLKNGKINKIERNKGRGPKFTDLGGKHLYGKKGAPPKASFLSS
LARSLCQWHQPKKYEV
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