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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kaltestrel? und Hartungsphanome bei Pflanzen

Der KaéltestreR stellt neben dem Wasserangebot einer der grundlegenden und bestimmenden
Stressfaktoren, die das Wachstum, und die Produktivitdt von Pflanzen in den verschiedenen
Klimazonen der Erde limitieren, dar. Die Unterschreitung der optimalen Temperaturen flr die
Pflanzenentwicklung wird bereits als Stress definiert, so dass die suboptimalen Temperaturen
zu den Stressfaktoren gehoren (Boyer 1982). Die Jahreshochst- und Mindesttemperaturen
schlieBen diejenigen Organismen aus, deren Toleranzgrenzen darunter beziehungsweise
dartber liegen. Indirekt hédngen sie aber auch noch mit einer anderen GréRe zusammen: je
tiefer die Temperaturen im Winter, desto kurzer ist die fur Pflanzen nutzbare Vegetationszeit,
denn sie kann erst beginnen, wenn die durchschnittliche Tagestemperatur uUber etwa zehn
Grad liegt (Heyer 2005).

Da zwei Drittel der Flache der Erde sich unter Kalteklima befinden, lasst sich bereits ablesen,
dass der Umgang mit niedrigen Temperaturen eine grolRe Herausforderung fir lebende
Organismen ist. Deswegen haben Pflanzen Strategien wie Hartung entwickelt, die ihnen das
Uberleben bei niedrigen Temperaturen ermdglichen.

Wenn ein strenger Stress bei fehlender Toleranz auftritt, fihrt er innerhalb von Minuten bis
Stunden zu Schédigungen bei Pflanzen. Der relevante Temperaturbereich bei
kiihleempfindlichen Pflanzen liegt zwischen 0 °C bis 6 °C und bei frostempfindlichen
Pflanzen unterhalb von -3 °C. Ein anderer Stress kann aber zwischen 8 °C bis 16 °C bei
kiihleempfindlichen und bei -1 °C bei kiihletoleranten Pflanzen auftreten. Dieser milde Stress
kann eine zusatzliche Bedeutung haben als Vorbereitungsphase, Kalteakklimatisierung oder

Hé&rtung genannt, gegentiber strengem Stress (Levitt 1980).

In der gemé&lRigten Klimazone konnen die kalteakklimatisierten Pflanzen auf niedrige
Temperaturen reagieren und das Einfrieren mit minimalem Schaden tberstehen. Die Pflanzen
haben wegen des Hartungsphanomens oder der Kalteakklimatisierung eine erhohte
Frosttoleranz gewonnen. Das Hartungsphanomen findet im Herbst statt und tritt auf, wenn die
Pflanzen Temperaturen zwischen 0 °C und 10 °C fur mehrere Tage ausgesetzt werden. Dieser

Prozess bereitet die Pflanzen auf das Uberleben im Winter vor. Die geharteten Pflanzen
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kdnnen auf diese Weise um 5 °C bis 25 °C tiefere Temperaturen als die nicht gehérteten
Vertreter derselben Art Gberleben (Brauer & Kofler 1987).

Genau weil3 man diese Strategien noch nicht, denn es ist bis heute nicht ganz Kklar, wie
Pflanzen mit Kalte umgehen. Frosttoleranz ist sehr variabel: bei manchen Pflanzen reicht sie
nur bis wenige Grade unter null, einige Baume kdnnen aber bis zu —40 °C unterkihlt werden
und die Eiskristallbildung vermeiden, Strducher wie zum Beispiel der weil’e Hartriegel
konnen auch dann wieder austreiben, wenn ihre Aste in flissigem Stickstoff bei minus 196

Grad eingefroren waren (Heyer 2005).

Bei -1 °C bis -2 °C werden kuhleempfindliche Pflanzen in wenigen Stunden irreversibel
geschadigt. Ungehartete, kiihletolerante Pflanzen Uberstehen aber hingegen -4 °C bis -9 °C
schadenfrei durch Unterkiuhlung des Gewebewassers, ohne dass es zur Eiskristallbildung
kommt. Im allgemeinen kénnen Pflanzen das Uberleben unter 0 °C durch zwei Mechanismen

erreichen: Vermeiden oder Tolerieren des Gefrierens.

Um die physiologische und biochemische Anpassung wahrend dieses Phdnomens zu erkléren,
wurden viele Untersuchungen durchgefihrt. Es ist aber nur selten gelungen, die Beziehung
zwischen physiologischen Veranderungen wahrend der Akklimatisierung und der Zunahme
der Frosttoleranz aufzudecken. Es ist aber klar, dass viele Verénderungen generelle
Anpassungen des Metabolismus an die niedrigen Wachstumstemperaturen darstellen und
nicht alle in Pflanzen beobachtete Verdnderungen direkt mit der Frosttoleranz

zusammenhé&ngen (Guy et al 2008).
1.2 Frostschaden und Frosttoleranz

Die Frosttoleranz ist also eine wichtige Determinante der geographischen Verteilung von
Pflanzenarten, da die Frostschaden in Kulturpflanzen zu schweren Schaden in der
Landwirtschaft flihren. Deswegen sind fur Landwirtschaft in den geographischen Gebieten,
die sich unter Kalteklima befinden, nur frosttolerante Pflanzen geeignet. Die Frostresistenz
wird in vielen Pflanzen durch eine Kalteperiode erworben (Levitt 1980). Viele gemaRigte
Pflanzen steigern ihre Frosttoleranz wahrend sie kiihlen Temperaturen ausgesetzt sind. Dieser
Vorgang ist als Kalteakklimatisierung oder Hartung bekannt (Hannah et al 2005). Wahrend
dieser Zeit wurde gezeigt, dass eine Veranderung in der Genexpression auftritt (Guy et al

1992) Frosttoleranz und Kalteakklimatisierung sind komplexe, quantitative genetische
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Merkmale. Die Anzahl und die funktionelle Rolle der verantwortlichen Gene sind nicht fir

alle Pflanzenarten bekannt (Hannah et al 2005).

Steponkus und Lynch haben gezeigt, dass in den akklimatisierten Pflanzen ein Grund fur die
Frosttoleranz die Anderung der Lipidzusammensetzung der Plasmamembran ist. Ob fiir diese
Anderung der Membranlipidzusammensetzung eine Aktivierung existierender Enzyme oder

eine Synthese eines neuen Proteins notig ist, blieb unklar (Steponkus et al 1993).

Ein Effekt des Frostschadens ist die Zustandsveranderung der Membran vom flussigen in
einen weniger flussigen Zustand. Diese Zustandsveranderung veréndert die Aktivitdt von
membran-assoziierten Enzymen und erhéht die Membrandurchléssigkeit (Steponkus et al
1993).

Zwei physiologische Einheiten finden sich pflanzlichen Geweben. Der Protoplast (Symplast),
der aus der Gesamtheit aller Zellinhalte besteht, enthdlt die Organellen wie Zellkern,
Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum und Chloroplasten. Die zweite Einheit ist der
Apoplast, der alle tbrigen Strukturen, wie die Zellwand und die Strukturen, die sich zwischen
den Zellen befinden, bildet.

Da der Apoplast im Vergleich zum Symplast nur eine geringe Osmolaritat aufweist, gefriert
er unmittelbar wenn die Temperatur unter 0 °C sinkt (Sakai & Larcher 1987). In den
Geweben von frosttoleranten Pflanzen bilden sich in Frostperioden echte Eiskristalle. Diese
entstehen aber nicht im Zellinneren (Symplasten), sondern nur in den Bereichen der
Interzellularen (Apoplasten). Die interzellularen Eisbildungen spielen eine grof3e Rolle beim
Uberstehen des Einfrierens. Wegen der gebildeten Eiskristalle im Apoplast sinkt das
Wasserpotential, da die gebildeten Eiskristalle ein geringes Wasserpotential als das flissige
Wasser haben. Deswegen flieRRt das Wasser aus den Zellen immer mehr hinaus und friert dort
in Interzellularen (Apoplasten) ein, so dass der Symplast entwdssert oder dehydriert wird
(Meryman et al 1977). Bei -10 °C verlieren die Zellen ca. 90 % ihres osmotischen Wassers,
was zu einer erhohten Konzentration der geldsten Stoffe im Symplast flihrt (Steponkus et al
1993). Die hohe Konzentration an geltsten Stoffen im Zellsaft senkt die Gefahr der
intrazellularen Eisbildung, die den sicheren Tod bringt (Heyer 2005). Die Dehydrierung der
Zelle ist abhangig vom Volumen der Zelle, vom Gradienten des chemischen Potentials
zwischen Apoplast und Symplast und von der Wasserpermeabilitat des Plasmalemmas (Sakai
& Larcher 1987).
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Durch das Gefrieren im extremen Fall und wegen der starken Permeabilitatsveranderung der
Membranen verliert die Zelle so viel Wasser, was zu einem schnellen und starken Verlust in
der Fluiditat des Zytoplasmas fiihrt. Dann tritt die so genannte ,,Verglasung” oder
,, Vitrifikation” ein. In diesem verglasten Zellinneren sind alle Lebensvorgange so stark
verlangsamt, dass die Zelle unter diesen Bedingungen gefahrlos die Frostperiode Uberstehen
kann. Dieser Prozess ist in Samen eine wichtige Voraussetzung fiir die Lagerfahigkeit (Heyer
2005).

Eine erhohte Zellosmolaritat wurde auch hdufig nach der Kalteakklimatisierung gefunden.
Wéhrend des Gefrierens konnte diese erhdhte Zellosmolaritdt zwei giinstige Effekte fir die
pflanzlichen Zellen haben: Reduzierung des dehydrierenden Effekts durch apoplastische
Eisbildung und direkter Schutz durch Interaktion mit Membranen oder frostempfindlichen
Proteinen (Guy et al 1992).

1.3 Chemische und physikalische Gefrierschaden an Thylakoiden

Zur Untersuchung des Frostschadens nach einem Gefrier/Auftau-Zyklus an einzelnen
Zellbestandteilen werden die isolierte Proteine, Membranen oder Organellen benutzt. Weil sie
frostempfindlich und schnell und problemlos aus Bléttern zu isolieren sind sowie groRe
biochemische Aktivitét besitzen, wurden die photosynthetischen Membranen (Thylakoide) als
ein besonders geeignetes Modellsystem fiir die Untersuchung von Frostschdden an
Biomembranen verwendet (Hincha & Schmitt 1988a).

Die Thylakoide, die in den Chloroplasten lokalisieren, sind in Form von Membranstapeln
organisiert und stellen den Ort der Lichtreaktionen dar. Uber diese Membranen wird ein
Protonengradient aufgebaut. Die Thylakoidmembranen erhalten die Lichtenergie, die in
elektrochemische Energie umgewandelt wird und von den in der Thylakoidmembranen
lokalisierten ATP-Synthase flr die Synthese von ATP benutzt wird.

Durch die in vitro volumetrischen Studien wurden die Thylakoidmembranen nach einem
Gefrier/Auftauvorgang auf Frostschaden untersucht. Der Gefrierversuch mit den aus
Spinatblattern isolierten Thylakoidmembranen ermdéglicht, den Einfluss verschiedener
Faktoren auf den Frostschaden im Detail zu untersuchen und bietet Vorteile gegentber

Versuchen an intakten Blattern oder ganzen Pflanzen (Hincha 1992).
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Beim Einfrieren und nachfolgenden Auftauen pflanzlicher Zellen tritt eine osmotische
Kontraktion und Expansion auf, was zu einer vorlbergehenden physikalischen Schadigung
der Membranen fuhrt (Hincha & Schmitt 1985). Nach dem volumetrischen Studium an
Thylakoidmembranen wahrend eines Einfrier/Auftau-Zyklusses sind zwei kooperative
Effekte an einer mechanischen Schadigung beteiligt. Zum einen nehmen die Thylakoide
wéhrend des Einfrierens externe, geloste Stoffe auf (wie Sorbit, NaCl und Saccharose). Des
Weiteren konnen die Vesikel wahrend der Auftauphase nur eingeschrankt expandieren
(Hincha 1986).

Durch Einfrieren von Thylakoidmembranen in einem Medium niedriger Osmolaritat (z. B. 5
mM Saccharose, 5 mM NaCl) verliert die Membranen das Elektronentransportprotein
Plastocyanin, was zu einer irreversibler Hemmung der zyklischen Photophosphorylierung
fuhrt (Hincha & Schmitt 1992). Das Plastocyanin ist ein l6sliches Elektronentransportprotein
und lokalisiert im Innenraum (Lumen) der Thylakoide (Haehnel 1984). Der Verlust des
Plastocyanin wird auf das Aufreilen (mechanische Schadigung) der Thylakoide wéhrend des

Gefrier/Tau-Zyklus zuriickgefihrt.

In vitro wurde die GroRe der mechanischen Frostschdden von den eingefrorenen und wieder
aufgetauten Thylakoiden volumetrisch mittels der Hamatokritkapillaren in einer
Hé&matokritzentrifuge gemessen. Das Volumen der eingefrorenen und wieder aufgetauten
Thylakoide ist negativ zu der Menge an freigesetztem Plastocyanin korreliert, so dass die
beiden Verfahren austauschbar sind (Hincha 1986). Die Menge an freigesetztem Plastocyanin
in den Uberstanden wurde durch eine radiale Immundiffusion bestimmt (Hincha & Schmitt
1988a). Die Retention von Plastocyanin nach dem Einfrieren der isolierten Thylakoide zeigt
den Schutz von Frostschaden. Es kann als ein zuverldssiger Test genutzt werden, um
Auswirkungen von Frostschaden auf Membranen und die kryoprotektive Substanzen zu
untersuchen (Hincha & Schmitt 1988b).

In vitro wurden die aus ungeharteten Spinatpflanzen isolierten Thylakoide in kinstlichen
Medien geringer Osmolalitat (wie Saccharosel6sungen 10-100 mOsm) eingefroren, um
Substanzen mit direkter kryoprotektiver Wirkung zu identifizieren. Die Thylakoidmembranen
verhalten sich in diesen Saccharoseldsungen Uber einen weiten Konzentrationsbereich als
semipermeable Osmometer, so dass sie mit sinkender Saccharosemolaritdt der sie
umgebenden Losung schwellen (Hincha & Schmitt 1992a). Nach dem Auftauen kann man die

mechanische Schadigung an den Thylakoidmembranen beobachten, die auf das Platzen und
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Kollabieren der Thylakoide aufgrund osmotischer Vorgange zuriickgefiihrt werden. Diese
physikalischen Schaden fuhren zur Hemmung des Elektronentransports, was mit der
Photophosphorylierung zusammenhéngt. Die Thylakoidmembranen verschliel3en sich nach
der Auftauphase wieder, was zu einer deutlichen Volumenverringerung fiihrt (Abb. 1).

W
]
O
Q

Abbildung 1: Schematische Darstellung des in vitro Gefrier-/Auftauvorganges

a) Thylakoidmembranen sind in einer Losung mit einer niedrigen Osmolalitat suspendiert.

b) Durch das Gefrieren entsteht Eis (schraffierte Flache). Die Membranen und die gelGsten
Substanzen werden in einem kleinen Flussigkeitsvolumen aufkonzentriert. Das
Konzentrationsgefalle fiihrt zum Einstrdmen von geldsten Substanzen in die Membranen.

c) Wéhrend des Auftauens schmilzt das Eis, so dass sich die Konzentration der geldsten
Substanzen erniedrigt. Die Thylakoide schwellen durch osmotische Vorgdnge an bis sie
schlieBlich platzen.

d) Nach der Auftauphase verschlielt sich die Membran wieder und hat ein geringeres
Volumen (Hincha & Schmitt 1992).

Wie in vitro wird in vivo die Photosynthese irreversibel beim Gefrier/Auftau-Zyklus inhibiert
(Krause et al 1988). Es kommt zu einem lumenalen Plastocyaninverlust, der die Inhibition des
Elektronentransports erklart (Schmidt et al 1986). Dieser Verlust ist zeit- und
gefriertemperaturabhangig. Wahrend eines langsamen Einfrierens einer Pflanze gefriert zuerst
das extrazellulare Wasser (das apoplastische Wasser). Bei einem weiteren Absinken der
Temperatur wachsen die Eiskristalle auf Kosten von Wasser, das aus den Zellen
nachdiffundiert und zur Dehydratisierung der Zellen, starken Volumenverringerung der
Zellen und Aufkonzentrierung l6slicher intrazelluldrer Stoffe fiihrt. Wegen des entstehenden
Konzentrationsgradients tritt das sogenannte ,,solute loading™ auf. Dieser Vorgang fiihrt zu
einer passiven Diffusion osmotisch aktiver Teilchen Uber die Thylakoidmembranen in den
Innenraum der Thylakoide. Die Thylakoidmembranen sind noch in dieser Gefrierphase

groftenteils intakt. Wegen des hohen osmotischen Wertes im Innenraum der Thylakoiden
6
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kommt es in der Auftauphase zu einem starken Einstrom von Wasser, so dass die Thylakoide
anschwellen bis sie Uberdehnt werden, platzen und das Plastocyanin freisetzen. Dabei wird
die Photophosphorylierung vermindert. (Hincha & Schmitt 1992). Eine externe Zugabe von
Plastocyanin zu dem Medium flihrt zu einem Gleichgewichtszustand mit dem lumenalen
Plastocyanin und verringert auf diese Weise die Reduktion der Photophosphorylierung

wéhrend eines Gefrier/Auftauvorgangs (Hincha et al 1985).

In vivo beobachtet man den zunehmenden Schaden bei Blattern Gber einen Zeitraum von
mehreren Tagen, wéhrend er bei den isolierten Membranen bereits in vitro nach wenigen
Stunden deutlich erkennbar ist. Wurden Spinatblattern in einem langsamen Gefrier/Tau
Zyklus geworfen, wurden die Thylakoide geschadigt und die Photosynthese vollstandig
gehemmt, wenn eine bestimmte Temperatur unterschritten wurde. Diese Temperatur ist
abhdngig vom Frosthartungsgrad der Pflanzen und reicht von ca. -6 °C im empfindlichen
Zustand bis zu ca. -16 °C nach Abhértung unter naturlichen Bedingungen im Winter (Hincha
1992). Auf die beiden Phasen des Gefrier/Tau-Schadens hat die Frosthartung einen starken
Einfluss. Dies gilt sowohl fur Blatter als auch flr die daraus isolierten Thylakoide (Hincha &
Schmitt 1992a). Die isolierten Thylakoide aus geschadigten Blattern wurden in vitro
untersucht und es konnte gezeigt werden, dass der Verlust des Plastocyanins mit der

Hemmung der Photosynthese einhergeht (Hincha & Schmitt 1992a).
1.4 Kryoprotektine und Lipidtransfer-Proteine

Das Hartungsphanomen hat eine Schutzwirkung auf die Thylakoidmembranen. Der
Mechanismus des Schutzes, mit dem die gehdrteten Pflanzen mit Ké&lte umgehen konnen,
konnte bis jetzt nicht vollstandig geklart werden. Es ist aber sicher, dass der Schutz der
Thylakoide nach dem Hértungsprozess, teilweise auf die direkte Wirkung von Proteinen
zurlickzufuhren ist (Hincha et al 1990).

In vitro war es klar, dass sich der Plastocyaninverlust aus Thylakoiden geharteter im
Vergleich zu nicht gehdrteten Spinatpflanzen in beiden Phasen des Gefrier/Tau-Schadens
reduziert, was deutlich erklart, dass der Hartungsprozess eine Verringerung der
Membranenpermeabilitat fur Osmolyte wahrend des ,,solute loading* bezeichneten VVorgangs
bewirkt. AuBerdem kann der Hartungsprozess zu einer vergrofierten maximalen Ausdehnung
der Membran beim Gefrieren fuhren (Hincha & Schmitt 1992b).



Einleitung

Mit indirekter und direkter kryoprotektiver Wirkung spielen die Frostschutzproteine eine
groe Rolle. Als eine indirekte kryoprotektive Wirkung haben manche Proteine durch
Aufspaltung von hochmolekularen Verbindungen die Fahigkeit zur Anh&ufung von
niedermolekularen Osmolyten wie Zucker, Zuckeralkoholen, Glyzerin in den Blattern
kaltegestreRter Pflanzen (Dowgert & Steponkus 1984). Bei vielen frostresistenten oder
frosttoleranten Organismen (z.B. marinen Fischen, Insekten, Pflanzen und Bakterien)
vermeiden die Frostschutzproteine den Gefrierpunkt und das Kristallwachstum durch eine
direkte Interaktion mit der Oberflache von Eis, wie im allgemein bekannt ist, und
ermdglichen ein Uberleben bei niedrigen Temperaturen bis zu -2 °C (Feeney et al 1986).

Der positive Effekt von Interaktionen zwischen pflanzlichen Membranen und Zuckern auf die
Stabilitdt von Membranen bei Trocken- oder KaltestreR wird seit langem untersucht.
Trehalose und Saccharose wurden als Stabilisatoren von Membranen identifiziert (Fabrie et al
1990).

Heber und Kempfle (1970) konnten zeigen, dass frostharte Spinat- und Wirsingkohlblatter
Proteine mit kryoprotektiver Wirkung enthalten. Im Reagenzglas konnten diese Proteine die
isolierten Thylakoidmembranen aus nicht gehdrteten Spinatpflanzen gegen Frostschéaden
schiitzen. Bei diesem Experiment wurde die Intaktheit der Thylakoide nach einem
Gefrier/Tau-Zyklus Uber die Messung der Photophosphorylierung bestimmt (Heber &
Kempfle 1970).

Hincha konnte bereits finden, dass die Kkryoprotektiven Proteine aus frostharten
Wirsingblattern die Plastocyaninfreisetzung aus Spinatthylakoiden beim Gefrieren und Tauen
verhindern. Als er die Thylakoide in kinstlichen Medien (Saccharoselésungen) suspendiert
hat und einem Gefrier/Tau- Zyklus in Anwesenheit von kryoprotektiven Proteinen unterwarf,
fand er einen deutlichen Schutzeffekt bei den beiden Phasen des Gefrier/Tau-
Plastocyaninverlustes. Die Proteine aus den gleichen Wirsingkohlblattern, die im
Gewaéchshaus unter nicht hartenden Bedingungen gewachsen waren, zeigten mit isolierten
Thylakoiden keinen Gefrierschutz (Hincha et al 1990). Hincha konnte auch beweisen, dass es
sich bei den frostschutzaktiven Substanzen tatsdchlich um Proteine handelt. Er konnte durch
Verdauung mit der Protease Trypsin zeigen, dass die Frostschutzaktivitat vollstdndig zerstort
wurde (Hincha et al 1990).
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Proteine mit kryoprotektiver Wirkung werden als Kryoprotektine bezeichnet (Hincha et al
1989a). Diese Proteine konnen die pflanzlichen Membranen in Anwesenheit von Eis
stabilisieren. Sie weisen eine hohe Hitze- und S&urestabilitat auf, so dass sie durch eine 10-
minitige Inkubation in einem kochenden Wasserbad nicht denaturieren (Hincha & Schmitt
1992b). Die Gelfiltrationschromatographie an Sephacryl S-200 unter nicht-denaturierenden
Bedingungen ergab ein apparentes Molekulargewicht von 28.5 KDa. Unter denaturierenden
Bedingungen bei der SDS-Gelelektrophorese enthielt das Kryoprotektin eine Vielzahl von
Polypeptiden (Hincha et al 1989b).

Der Wirkmechanismus dieser Kryoprotektine ist ein anderer als bei den Anti-Gefrier-
Proteinen, die bei anderen biologischen Systemen beschrieben wurden. Die entsprechenden
Messungen zeigten, dass die pflanzlichen Kryoprotektine keinen Einfluss auf den
osmotischen Wert von Losungen, die in Gefrierversuchen verwendet wurden, haben.
Deswegen wurde postuliert, dass die Wirkung der Kryoprotektine durch eine direkte

Interaktion mit den Membranen verursacht wird (Hincha et al 1990).
Zur Erklarung dieser Interaktion gibt es zwei Hypothesen:

Zum einen kann eine Bindung von Proteinen an die Zuckergruppen der Galaktolipide in
Membranen die Permeabilitatsreduktion der Membranen in Anwesenheit der Proteine beim
Gefrieren erkléren. Die andere Mdoglichkeit ist die Interaktion von Proteinen mit den
Membranen Uber die hydrophoben Wechselwirkungen. Da diese Proteine beim Kochen in
Losung bleiben, missen sie hydrophil sein. Die Kryoprotektine kénnen aber unter bestimmten
Bedingungen (z.B 20 % Ammoniumsulfat oder pH 2) an eine hydrophobe Saulenmatrix
binden, deswegen verfligen sie offensichtlich auch Uber hydrophobe Doménen. Diese
hydrophoben Domanen konnen den Kryoprotektinen beim Gefrieren durch die starke
Aufkonzentrierung des Mediums eine Bindung an die Membranen ermdoglichen. Dies bleibt
allerdings noch zu erklaren (Hincha 1992).

Die Sequenzanalyse des kryoprotektiven Polypeptids, das von Wirsingkohlblattern Brassica
oleracea isoliert wurde, ergab, dass es zur Klasse der Lipidtransfer Proteine LTPs gehort (Sieg
1995). Von dem sequenzierten N-terminalen Peptid mit 23 Aminosduren und von zwei
internen tryptischen Peptiden mit 9 und 14 Aminosduren wurde die Aminosauresequenz

bestimmt. Diese Aminoséauren sind 61 % identisch zu internen Aminosauresequenz von dem
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WAX9D-Protein, das aus der Wachsschicht von Brokkoliblattern Brassica oleracea mit einem

Molekulargewicht von 9.4 KDa isoliert wurde (Pyee et al 1994).

Die Lipid-Transfer-Proteine (LTPs) haben im Prinzip die F&higkeit in vitro Lipide zu binden
und zwischen Membranen transportieren zu kdnnen. LTPs wurden bereits aus verschiedenen
Pflanzen, Tieren, Hefen und Bakterien isoliert und sequenziert. In Pflanzen liegen die LTPs
generell als Mitglieder einer Genfamilie vor. Die Familie der pflanzlichen LTPs zeichnet sich
durch eine groRe Ahnlichkeit der einzelnen Vertreter aus. Die pflanzlichen LTPs enthalten
kein Tryptophan und weisen wie alle anderen LTP 8 Cystein-Aminosduren auf, die in 4
Disulfidbriicken involviert sind. Sie sind basische (pl ca. 9), niedermolekulare Proteine 7-10
KDa (Kader 1996) und sind in der Lage, Phospholipide zwischen Plasmamembran und der

Cuticula oder zwischen Plasmamembranen zu transportieren.

Die sekundidre Struktur der LTPs zeigen typische a-Helices und ein N-Terminus mit einem
hydrophoben Stick (Kader 1996). LTPs haben die chemische Besonderheit, dass sie
gegenlber Hitze, Saure und anderen denaturierenden Chemikalien resistent sind (Hincha et al
2001).

Da die Familie der LTPs die am hdaufigsten vorkommenden Proteine in dem cuticularen
Wachs von Brokkoli (Pyee & Kolattukudy 1995) sind, wird die Gen-Familie der LTPs mit
wax9 bezeichnet (Pyee et al 1994). Die WAX9-Familie besteht aus 5 Mitgliedern WAX9A,
B, C, D und WAXOE. Alle codierende cDNA fur Wax9-Mitglieder konnten isoliert und
sequenziert werden. Fiunf homologe Regionen mit einer TATA-Box-Region, deren Position
hochkonserviert ist, gibt es in allen Genen dieser Genfamilie. Die funf homologen Gene
codieren bei Polypeptiden mit einer Lange zwischen 117 und 120 Aminosdauren, die zu 75-95
% identisch sind. Wéahrend WAX9D aus dem cuticuldren Wachs von Brokkoli (Brassica
oleracea) isoliert werden konnte, konnte WAXO9E aus dem cuticuldaren Wachs von Kohl
(Brassica oleracea) isoliert werden. WAX9A, WAX9B und WAX9C wurden gemeinsam
durch Screening einer genomischen Bibliothek gefunden und sequenziert (Pyee &
Kolattukudy 1995). In den kodierenden Bereichen ist die WAX9A-Sequenz zu 96 % identisch
mit der von WAXO9E, wahrend sich WAX9B und WAX9D zu 88 % gleichen. Das Gen
WAXO9C ist ein Homolog des Gens WAX9D.

Durch in E. coli-Klonierung und Expression aller bekannten Vertreter der wax9-Genfamilie

und Messung der Frostschutz- und Lipidtransfer-Aktivitat wurde gefunden, dass nur zwei
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Isoformen der WAX9-Proteine (WAX9B und WAXO9E) Lipidtransferaktivitat aber keine
Frostschutzaktivitat besitzen. Zwei weitere Vertreter (WAX9A und WAX9D) sind
Kryoprotektine, kénnen aber Lipide nicht transferieren. Die Kryoprotektion ist daher eine
neue funktionale Eigenschaft der WAX9-Proteine. Wie die kryoprotektiven WAX9-Proteine
funktionieren und wie sie sich auf den Frostschutz auswirken ist bis jetzt nicht ganz Klar

(Schilling 2003).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Fur genauere Charakterisierung von WAX9-Proteinfamilie bzw. von Kryoprotektin CPP, war
es wichtig, in Hinblick auf ihre Eigenschaften wie Molekulargewicht, Frostschutz- und
Lipidtransfer-Aktivitat zu verglichen. Dafur war es notwendig die folgenden Fragen zu

beantworten:

- Besitzen alle Mitglieder der WAX9-Familie und auch das CPP die beiden LTP- und

Gefrierschutz -Aktivitaten oder jeweils besitzt nur eine dieser Aktivitaten?

- Ist die kryoprotektive Aktivitat der WAX9-Proteinfamilie eine pleiotrope Eigenschaft von
LTPs (Hincha et al 1996) oder ist es eine andere separate Eigenschaft.

- Ist die Bindung von Proteinen an die Thylakoidmembranen eine Voraussetzung fur die
kryoprotektive Wirkung oder gibt es keinen Zusammenhang zwischen den beiden

Eigenschaften?

Durch Computersimulation der Bindung von Proteinen an die Membranen hat Herr Dr. De
Lamotte vorhergesagt, dass das lipidtransferaktive WAX9E schwacher als das kryoprotektive

WAX9D an die Membranen bindet. Diese VVorhersage sollte experimentell Uberpruft werden.

Bis jetzt war es noch nicht gelungen, WAX9-Proteine in E. coli in hoher Menge funktionell
zu exprimieren, um anschlieBende Untersuchungen durchzufiihren (Schilling 2003).
Deswegen war ein Expressionssystem, das eine hohe Proteinausbeute liefern kann, und eine
Reinigungsmethode, welche eine Einsparungsmoglichkeit von Zeit und Arbeit und auch die
Madglichkeit einer langeren Lagerung der exprimierten Proteine ermoglicht, eine

Voraussetzung zur Erreichung der genannten wissenschaftlichen Ziele.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Apparaturen

Agarose-Elektrophorese-Kammern, Proteingelelektrophorese, Tank-Blot-Kammer, PH-Meter,
Blockthermostat, Spectrophotometer, Pharmacia GradiFracto System, Pharmacia LKB RIC
102, LKB Microperpex Pumpe, Séulen von Pharmacia Fine Chemicals, Sonifier,
Stromversorgungsgerate, Ultraschall-Wasserbad, Vaccumspumpe, 5-Liter Labormixer,
Zentrifugen,  Spectrophotometer,  Laborschittler,  Eppendorf  Thermostat  plus,
UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge (Speed Vac), PCR-Gerét, Waagen, Wasserbéader

3.2 Chemikalien, Kits, Gene, Antikorper

3.2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, Fluka, Merck, Roth,
Serva, QIAGEN oder Sigma bezogen.

3.2.2 Kits

QIAGEN, QIAprep®Spin Miniprep Kit 250, QIAGEN, QIAquick®Gel Extraction Kit 250,
QIAGEN-Plasmid Midi Kit 100, QIAGEN-Plasmid Mini Kit 25 cat Nr 12123,
NucleoSpin®Extract Il, CloneJET™ PCR Cloning Kit, Ligation with T4 DNA Ligase
(Fermentas), EasyComp-Kits K1730-01 (Invitrogen), EasyComp Transformation-Kit
(Invitrogen)

3.2.3 Gene
Tabelle 1: Verwendete Wax9-Gene
Acc. No. (NCIB) Referenz
wax9A 33904 (Pyee & Kolattukudy 1995)
wax9B L33905 (Pyee & Kolattukudy 1995)
wax9D L33907 (Pyee & Kolattukudy 1995)
wax9E AF093751 (Hincha et al 2001)

3.2.4 Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Antikorper
Antikorper Herkunft
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Polyclonal Anti-WAX9 Hincha et al 2001
70-6515 Goat Anti-Rabbit 1IgG (H+L)-HRP Bio-Rad

3.3 Verwendete Organismen und Kulturen

3.3.1 Stamm und Kulturen von E. coli

Die fur die Klonierung verwendeten E. coli Stamme XL1-blue (Stratagene, La Jolla) wurden
in LB-Medium uber Nacht unter Schitteln bei 37 °C kultiviert. Nach Transformation mit
pJET1.2/Blunt Cloning oder mit pPICZo. VVektor wurde das entsprechende Antibiotikum zum
Né&hrmedium gegeben (Ampicillin oder Zeocin). Die Herstellung von Nahrbodenplatten
erfolgte unter Zusatz von Agar zum LB-Medium. Die erfolgreichen transformierten Klone
konnten auf den LB-Platten wachsen. Die Lagerung der E. coli Stdamme bei -80 °C erfolgte
unter Zugabe von Glycerin zum Zellpellet.

LB-Medium (Ansatz fiir 1 Liter)
10g NacCl

10g Bacto-Trypton

5g Hefeextrakt

Mit A. bidest. ad 1 L (pH 7, 4)

Low Salt LB (Ansatz fiir 1 Liter)
wie LB, aber 5g NaCl

LB-Amp- oder Zeo-Agarplatten (Ansatz fur 1 Liter)
10g NaCl

10g Bacto-Trypton

5g Hefeextrakt

15¢g Bacto-Agar

Mit A. bidest. ad 1 L (pH 7, 4)

Samtliche Medien wurden bei 121 °C fur 20 Minuten autoklaviert. Diesem Medium wurde
kurz vor dem Gebrauch nach Bedarf (100pg Ampicillin oder 25ug Zeocin/ml Medium)
zugeflgt.

3.3.2 Stamm und Kulturen von Pichia pastoris

Es wurde der Pichia pastoris Wild Typ X33-Stamm verwendet. Dieser Stamm wurde von der
Firma Invitrogen bezogen. Die Hefen Pichia pastoris wurden direkt aus einem bei -80 °C
gelagerten Glycerinstock auf festes YPD Agar-Medium gestrichen und 0. N. bei 28 °C
inkubiert. Die Petrischalen wurden dann bei 4 °C aufbewahrt. Alle zwei Wochen wurden die
Hefekolonien erneut ausplattiert, da sie bei 4 °C weiter wachsen. Von diesen YPD-Agar-
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Kulturen konnten fliissige Kulturen angesetzt werden. Die Pichia pastoris Stdmme wurden in
flissigem YPD-Medium 20 Stunden bei 28 °C unter Schitteln kultiviert. Das verwendete

Selektionsantibiotikum war Zeocin™ (Invitrogen). Die Endkonzentration betrug 25ug/ml.

YPD -Medium (Yeast Extract Peptone Dextrose) Ansatz fur 1 Liter
10 g Hefeextrakt

20 g Pepton aus Casein

20 g Glucose

Mit A. bidest. ad 1 L

YPD-Agar -Medium (Yeast Extract Peptone Dextrose) Ansatz fur 1 Liter
10 g Hefeextrakt

20 g Pepton aus Casein

20 g Glucose

20 g Agar

Mit A. bidest.ad 1 L

3.3.3 Anzucht der Pflanzen und Isolierung von Proteinen und Thylakoiden

3.3.3.1 Anzucht von Spinatpflanzen

Die Spinatpflanzen (Spinacia oleracea L. cv. Monnopa) wurden aus Saatgut der Firma Julius
Wagner GmbH gezogen. Die Pflanzen wurden in 50x30 cm grof3en Pflanzenschalen in der
Klimakammer bei 25 °C am Tag und 15 °C in der Nacht mit einem Lichtregime von 14
Stunden Helligkeit (150 p mol quanta m™ s™) und 10 Stunden Dunkelheit kultiviert.

3.3.3.2 Anzucht von Wirsingkohl

Das Saatgut von den verwendeten Wirsingkohlpflanzen (Brassica oleracea convar. Capitata
var. Sabauda L. cv. Tasmania) stammt von der Firma Syngente Agro GmbH. Wirsingkohl
wurde in Topfe von 20 cm Durchmesser in der Klimakammer verpflanzt. Der Lichtzyklus
hatte 14 Stunden Helligkeit und 10 Stunden Dunkelheit. Die Lichtstarke der Flora-F
Pflanzlichtlampe lag zwischen 2000 und 2500 Lux (150 w mol quanta m? s™). Nach drei
Wochen wurden die jungen Pflanzen entweder im freiem Land verpflanzt und im Winter nach
der Hértung in der Natur genommen, oder in einem Kuhlraum bei 5 °C fir 14 Tage
vorgehdrtet. Die Blatter wurden geerntet und fiir eine langerfristige Lagerung bei -20 °C
eingefroren. Von diesen geharteten Wirsingkohlpflanzen konnten wir das Protein mit

kryoprotektiver Aktivitat isolieren.
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3.3.3.3 Isolierung von Thylakoidmembranen aus ungeharteten Spinatpflanzen

Von den Spinatblattern wurden 50g mit einem 2L-Labormixer in 100 ml eiskaltem
Thylakoidisolationspuffer fir 10 Sekunden zerkleinert und durch eine Gaze gedrickt.
AnschlieRend wurde die Suspension bei 4300 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 5 mM NaCl (Waschlosung) resuspendiert und bei 7500 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und dieser Schritt dann zweimal wiederholt. Danach wurde eine
Chlorophyllbestimmung nach (Arnon 1949) durchgefuhrt, um einen festen Wert flr die
Konzentration an Thylakoiden zu erreichen.

Thylakoidisolationspuffer:

240 mM Saccharose

160 mM NaCl

1 mM MgCl, (Hexahydrat)

1 mM MnCl; (Dihydrat)

2 MM EDTA

1mM KH2PO4

50 mM Tris

Mit 37 % HCI auf pH 7.8 einstellen und mit A. Bidest. ad 1 L. Vor der Benutzung frisch
zugeben: 1.25 mM Na Ascorbat und 3.3 mM Cystein.

3.3.3.4 Chlorophyllbestimmung

Nach Arnon wurden 10 ul Thylakoidsuspension mit 990 pl 80 %igem Aceton gemischt. Das
Prazipitierte Protein wurde durch eine zweimindtige Zentrifugation (Eppendorf-Zentrifuge-
14000 rpm) entfernt. Der Uberstand wurde im Photometer bei 645 bzw. 663 nm gegen 80 %
Aceton gemessen (Arnon 1949). Die Konzentration soll am Ende 1mg Chlorophyllgehalt/ml

betragen. Die folgende Gleichung gibt Aufschluss Gber die Chlorophyllkonzentration:
20, 2 x Messwert(gasnm) +8, 02 X Messwert(gsanm) = Xmg Chlorophyll /10 ml
3.3.3.5 Isolierung von Kryoprotektin aus Wirsingkohl (Brassica oleracea)

Diese Methode wurde von (Sieg et al 1996) verwendet. Von den gehérteten
Wirsingkohlblattern wurden ca.1000 g mit ca. 600 ml Homogenisationspuffer in einem 5 L-
Labormixer mehrmals homogenisiert. Danach wurde der Mix durch eine Gaze (50um grol3e
Poren) filtriert. Das Filtrat wurde 30 Minuten bei 23000 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei 100 °C ca. 8 Minuten inkubiert. Danach wurde die Losung sofort in
einem Eisbad abgekiihlt und bei 23000 g 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
Essigsaure auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt, 15 Minuten bei 23000 g zentrifugiert und
16
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dem Uberstand Polyamid-6-Matrix zugegeben, bis die Lésung triibe wurde. Die Mischung
wurde 20 Minuten bei 4 °C gerihrt. Danach wurde die Mischung filtriert. Anschliefend
wurde die Losung mit 60 % Sattigung Ammoniumsulfat geféallt (390 g fir 1L) und eine
Stunde im Kuhlraum gerihrt. Die ausgeféllte Proteinlésung kann mehrere Monate bei 4 °C

gelagert werden.

Homogenisationspuffer:
50 mM Tris, 2 mM EDTA, 2 % Polyclar (w/v), 300 uM Mercaptobenzothiazole (Frisch
zugeben) auf pH 7.8 mit 99 %ige Essigsaure einstellen.

3.4 Plasmide

3.4.1 pJET1.2/blunt cloning Vektor

Fur die Sequenzierung wurde in dieser Arbeit ein wax9-Gen mit dem pJET1.2/Blunt Cloning

Vektor, der Resistenz gegen Ampicillin hat, in die DNA von E. coli eingebaut.
3.4.2 Expressionsvektor pPICZa

Fir die Proteiniberexpression wurde der Vektor pPICZo (Invitrogen-Firma), der Resistenz

gegen Zeocin hat, verwendet.
3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Extraktion genomischer DNA aus Wirsingkohl mittels CTAB-Methode

Um alle Vertreter der wax9-Genfamilie zu klonieren, musste die genomische DNA aus
Brassica oleracea (z.B Wirsingkohl) isoliert werden. Die DNA-Isolierung erfolgte nach
einem Standardprotokoll der CTAB-Methode (Sambrook et al 1989). CTAB ist ein ionisches
Detergenz: Es inaktiviert Nukleasen und 16st Membranen auf. CTAB-DNA-Salz ist zwar in
wassriger Losung l6slich, jedoch nicht bei hoheren Alkohol-Konzentrationen. 250 mg
Blattgewebe wurde in flissigem Stickstoff gefroren und mit Mdérser und Pistill zu Puder
gerieben. Der Puder wurde mit etwa 500 ul CTAB-Puffer gemischt und in ein Reaktionsgefal}
uberfiihrt. Nach einer Inkubation fiir ca. 5 min bei 68 °C in einem Wasserbad wurde das
gleiche Volumen von 500 pl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) hinzufiigt und fir 20 Sec
kraftig gevortext. Das Gemisch wurde bei 13000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. VVon der
Oberphase (enthalt die DNA) wurde ca. 400 pl in ein frisches 1.5 ml Reaktionsgefal
uberfiihrt. Zu der abgenommenen Oberphase wurde 0.7-0.8 Volumen (300 pl pro 400 pl
17
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Probe) Isopropanol zugegeben, kréftig gevortext und bei 13000 rpm fur 5 min nochmals
zentrifugiert. Bei diesem Schritt fallen die Nukleinsduren aus. Vorsichtig wurde der
Uberstand abgesaugt, so dass kein Uberstand blieb (falls nétig nochmal Zentrifugation und
mit 20 pl-Pipette und weilier Spitze entfernen). Mit 70 % Ethanol wurde das Pellet gewaschen
und nochmals bei 13000 rpm fir 5 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt und die letzten Reste des Uberstands wie oben entfernt. Unter einer Gliihlampe
wurde das Pellet getrocknet und anschliefend in 50 pl TE-Puffer fiir ca.10 Min in 68 °C

Wasserbad (zwischendurch 2-3 x gevortext) gelost.

Material: CTAB Puffer, Microfuge Tube, Mérser und Pistill, Liquid Nitrogen, Microfuge, 70
% Ethanol (Eis), 7.5 M Ammonium Acetate, 55 °C Wasserbad , Chloroform:lsoamylalkohol
(24:1), Wasser (steril), Agarose, 6x Loading Puffer, 1x TBE Lo6sung, Agarose
Gelelektrophorese System, Ethidiumbromide-Ldsung

CTAB Puffer 100ml;

2 g CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid), 10 ml 1 M Tris pH 8., 4 ml 0.5M EDTA pH 8
(Ethylenediaminetetraacetic Acid Di-Sodium Salt), 28 ml 5M NaCl, 40 ml H,O, 1 g PVP 40
(Polyvinyl pyrrolidone (vinylpyrrolidine homopolymer) Mw 40.000), Alle werden auf pH 5
mit HCI eingestellt und auf 100 ml mit H,O (steril) gefullt.

TBE 10x: 0.89 M Tris-HCI, 0.89 M Borsaure, 1 mM EDTA, pH 7.9
TE-Puffer:10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA autoklavieren.

3.5.2 Fallung und DNA-Konzentrationsbestimmung

Um die DNA-Menge zu konzentrieren, fallt man die DNA mit Ethanol oder Isopropanol. In
Anwesenheit einwertiger Kationen bildet sich ein DNA-Prézipitat, das mit Hilfe der
Zentrifugation sedimentieren kann. Bei der Fallung mit Ethanol wird die DNA-L6&sung mit
dem 2,5-fachen Volumen an absolutem Ethanol versetzt. Nach griindlichem Mischen erfolgte
die Féallung mindestens 30 min bei -20 °C. Nach zweimaliger Waschung des Sediments mit
70 %igem Ethanol wurde es fur 2 min bei 37 °C oder in einer ,,Speed Vac*“ getrocknet. Mit
0,1-1 x TE-Puffer wurde es aufgenommen. Bei der Fallung mit Isopropanol wurde die DNA-
Losung mit dem 0,7- fachen Volumen an Isopropanol versetzt und fir 30 min bei RT

inkubiert. Dann wurde sie zentrifugiert und mit Ethanol gewaschen.

Die Bestimmung einer DNA-Konzentration wird im Labor photometrisch, basierend auf dem
Absorptionsmaximum von Nukleinséduren bei 260 nm in einer Quarzkivette bestimmt. Eine
0OD260 =1 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 33 pg/ml einzelner DNA. Durch die
Berechnung des Quotient OD260/0D280 wurde die Reinheit der DNA-LGsung bestimmt, da

18



Material und Methoden

kontaminierende  Proteine  aufgrund  ihrer  aromatischen ~ Aminosduren  ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm aufweisen. Bei einer reinen DNA-LOsung liegt dieser
Quotient bei 1.8.

3.5.3 Polymerase-Kettenreaktion PCR zur Vervielfaltigung der DNA

Die Polymerase-Kettenreaktion PCR (Polymerase Chain Reaktion) ist eine Labortechnologie,
die im Jahr 1983 entdeckt wurde. Mit der PCR konnte von bestimmten Abschnitten der DNA
in vitro in einer exponentiellen Amplifikation eine Vielzahl von Kopien angefertigt werden,
d.h. ohne einen lebenden Organismus wie z.B. E. coli zu benutzen. Dabei kann es sich um
einen Teil eines Gens oder um ein Gen handeln oder auch um nicht kodierende DNA-

Sequenzen.

Um sich zu vermehren, muss die Zelle eine Kopie von ihrer eigenen DNA anfertigen kénnen.
Die lebenden Zellen haben nattrlich die notwendigen Mittel zur Vervielfaltigung von DNA in
sich. Mit der PCR-Technik kann man sich diese Mittel zunutze machen und viele DNA-
Verdopplungsschritte hintereinander ablaufen lassen. Die PCR-Technik kann im Gegensatz
zu lebenden Organismen nur relativ kurze DNA-Stlicke (bis zu etwa 3.000 Basenpaare)

amplifizieren. Nach ca. 20-30 Schritten erh&lt man also theoretisch etwa 1 Million Kopien.

Fur die Polymerase-Kettenreaktion PCR bendtigt man ein bestimmtes Polymerase-Gemisch

von.

- Oligonucleotid-Primer, die zu dem gesuchten DNA-Strang passen. Sie binden an den
gegenuberliegenden Strangen und flankieren die Zielsequenz.
- Eine hitzestabile Tag-Polymerase, welche die Elongation bei 72 °C katalysiert

- Tag-Polymerase-Puffer.

Nach einer vorgeschalteten, langeren Denaturierungsphase von 5 min bei 95 °C, wurden die
30 Zyklen gefahren. Der Vorgang lauft wie folgt ab:

- Denaturierung der doppelstrangiger DNA (95 °C flr 1 min)

- Primerbindung (50-55 °C fir 1 min)

- Primerelongation (72 °C fur 1 min)

Es wurden die Tag-Polymerase, Tag-Puffer, dANTP und MgCl, von Invitrogen verwendet. Ein

Standard-PCR Ansatz setzte sich zusammen aus:
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1-2 ul Template DNA (z.B. 10 - 20 ng Plasmid/cDNA),

1 ul sense- Primer (25 uM), 1 ul antisense-Primer (25 uM),

1 ul dNTP-Mix (10 mM),

5 ul 10 x Puffer mit MgCl;

0.25 ul Polymerase (5 U/ul) und mit A. Bidest bis 50l Endvolumen eingesetzt.

3.5.4 Reinigung der PCR-Produkte

DNA-Fragmente aus PCR-Reaktionen, Restriktionen und anderen Ansatzen wurden tber das
PCR Purifikation Kit von NucleoSpin® Extract Il aufgereinigt. Das folgende Protokoll eignet
sich fir die Reinigung sowie Konzentration und Entfernung der Salze, Enzyme, usw. von
PCR-Produkten ohne SDS.

Ein Volumen der Probe (100 pl PCR-Produkte) wurde mit 2 Volumen (200 ul) des NT-Puffer
(0.5 M Tris-HCI pH 8, 50 mM MgCI2 0, 5 mg/ml BSA H20) gemischt. Eine NucleoSpin®
Extract 1l Saule wurde in einem 2 ml Probensammelréhrchen (im Kit enthalten) gelegen und
der Mix wurde auf die Sdaule geladen. Nach einer Zentrifugation fiir 1 min bei 11.000 g wurde
der Durchfluss unten in dem Rohrchen entfernt. Um die Silica-Membran zu waschen wurden
700 pl NT3-Puffer (0.1 M Tris-HCI pH 8.7, 1 mM MgCl2, Vor Beginn zugeben 4-Volumen
von 96-100 % Ethanol) in die NucleoSpin® Extract 1l Séule hinzugeflgt und wieder eine
Zentrifugation fir 1 min bei 11.000 g durchgefiihrt. Nach Entfernung des Durchflusses wurde
die Saule fur 2 Min bei 11.000 g zentrifugiert, um das Ethanol (im NT3-Puffer) zu entfernen.
Die gesamte Entfernung von Ethanol kann man durch Inkubation der S&ule fiir 2-5 min bei 70
°C vor der Elution erreichen. Die Elution der DNA-Fragmente erfolgt mit NE-Puffer (5 mM
Tris/HCI, pH 8.5). In ein neues 1.5 ml Mikrozentrifugenrohrchen wurde die NucleoSpin®
Extract 11 Sdule gelegt und mit 15-50 pl NE-Puffer bei Raumtemperatur fir 1 min inkubiert
und bei 11.000 g fir 1 min zentrifugiert.

3.5.5 Trennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, um die DNA oder

RNA nach ihrer GroRe zu trennen. Als Tragermedium wird ein Agaroasegel, das bei der

Elektrophorese wie ein Sieb wirkt, verwendet. Es handelt sich um ein lineares Polysaccharid,

das aus Rotalgen gewonnen wird. Die PorengroRe des Gels kann man durch die

Konzentration von Agarose festlegen. Da alle DNA-Molekile eine negative elektrische
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Nettoladung besitzen, wandern sie auf dem Gel im elektrischen Feld von der Kathode zur
Anode. Die kurzen DNA-Sticke wandern schneller zur Anode als die langen und
ringférmigen DNA-Stiicke. Verschiedene Faktoren beeinflussen die Geschwindigkeit der
Wanderung von DNA-Molekilen; die Konzentration des Agarosegels, die Zusammensetzung
des Laufpuffers, die angelegte Spannung, Temperatur und Basenzusammensetzung der DNA
(doppelstrangige, linear oder einzelstrangig). Die Elektrophoresepuffer enthalten EDTA und
Tris-Acetat, Tris-Borat (TBE) oder Tris-Phosphat (TPE) und werden im pH-Bereich 7.5-8.0
bei 50 mM Konzentration verwendet. Fir gewohnliche Elektrophorese wird TBE-Puffer als

Elektrophoresepuffer verwendet.

Zur Auftrennung von DNA-Proben wurde die Agarose in Gegenwart des gewinschten
Puffers geschmolzen (0.8 bis 1.5 g Agarose mit 100 ml 0.5x TBE-Puffer erhitzen). Nach
Abklhlung wurde 1 pg/ml Ethidiumbromide (10 mg/ml) zugefigt und gut gemischt. Die
Agarosegelelektrophorese wurde in einer Gelkammer in einem horizontalen Flachbett mit 0.5
M TBE-Puffer (0.045 M Tris-Borat, 0.001 M EDTA pH 8) durchgefiihrt. Vor dem Gelauftrag
wurde die Probe mit 6x Gelladepuffer (Fermentas) gemischt. Nach dem Beladen des Gels mit
der zu identifizierenden DNA wurde die Gelkammer an eine Stromquelle (nicht groRer als 5
V/Cm; ca. 100 V/Gel) angeschlossen. Zur Identifizierung der DNA-Stiicke lief in dem Gel ein
Marker. Der Marker wurde mit 1l GenRuler 100 pb DNA Lader Plus 0.5 pg/ml und 1ul von
6x Loading Dye Solution (Fermentas) mit 4l A. bidest angesetzt. Die Lage der DNA im Gel
kann direkt durch Anfarben mit Ethidiumbromide im UV-Licht bestimmt werden. 1-10 ng

DNA sind noch nachweisbar.

Die Agarosestiicke, die DNA-Fragmente enthalten, wurden ausgeschnitten, sowie die DNA
uber ein Gelextraktionskit (NucleoSpin® Extract Il) isoliert. Das geschnittene DNA-
Agarosestiick (bis zu 200 mg) wurde in einem 1.5 ml Eppendorf-Geféal? gewogen und je 100
mg wurden 200 pl NT-Puffer hinzugefugt und bei 50 °C fir 10 min aufgeldst. Dazwischen
soll die Mischung 2-3-mal gevortext werden. Die in NT-Puffer gelosten DNA-Fragmente
wurden auf die Sdule (NucleoSpin® Extract Il), die auf eine 1.5 ml Eppendorf festgelegt
wurde, zugegeben und die S&ule wurde bei 11000 g fir 1 min zentrifugiert. Die Flussigkeit
unten wurde entfernt. Die S&ule wurde mit 600 pl NT3-Puffer gewaschen und fir 1 min
zentrifugiert. Der Zentrifugationsvorgang wurde flr 2 min wiederholt, um die ganze tbrige
Menge des NT3-Puffers zu entfernen. Die DNA-Fragmente wurden mit 25-50 pl NE-Puffer
eluiert, fur 1 min in Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fiir 1 min /11000 g

zentrifugiert. Die DNA kann so lange bei -20 °C oder bei 4 °C lagern.
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3.5.6 Klonierung des wax9-Gens in den pJET1.2/blunt cloning Vektor

Der pJET1.2/blunt Vektor wurde zur Sequenzierung des wax9-Gens verwendet. Der Vektor
zeichnet sich dadurch aus, dass die PCR-Produkte ohne vorherige Verdauung mit
Restriktionsenzymen in den Genabschnitt eingeschleust werden koénnen. Die Klonierung
wurde nach Herstellerangaben (GeneJET™ PCR Cloning Kit- Sticky-End Cloning Protocol)
durchgefuhrt. Dieses Protokoll wurde zur Klonierung von PCR-Produkten, die mit 3'-dA
Uberhangen durch Dream Taq DNA-Polymerase erzeugt werden, verwendet. Fir die Ligation
von DNA-Fragmenten ist es notwendig, dass die DNA-Fragmente kompatible Enden
besitzen. Durch Blunting-Enzym kdnnen glatte Enden (blunt ends) durch Entfernen der 3'-dA
Uberhangen und Auffillen der 5'-Uberhangen entstehen. Nucleotide fiir diese Reaktion sind
im Reaktionspuffer enthalten. Das so modifizierte DNA-Fragment l&sst sich mit dem
linearisierten pJetl.2/blunt Vektor, was ebenfalls glatte Enden besitzt, ligieren. Fir die Blunt-
Reaktion wurden die folgenden Ansétze benutzt:

10 ul von 2x Reaktionspuffer wurden mit 1-2 ul PCR-Produkt und bis zu 17 pl mit Nuklease-
freiem Wasser aufgefullt, gut gemischt und dann wurde 1 pl DNA Blunting-Enzym
hinzugeflgt . Das gesamte VVolumen von 18 pl wurde kurz gevortext und fur 3-5 Sekunden
zentrifugiert. Der Ansatz wurde bei 70 °C fir 5 min dann kurz auf Eis inkubiert und zur

Ligation benutzt.

3.5.6.1 Ligation in den pJET1.2/blunt cloning Vektor

Die Ligation ist die Verkniipfung des Inserts mit einem Vektor. Fir die Ligation eines Insert
wird neben einem offenen Vektor eine Ligase, um die Veresterungsreaktion zu katalysieren,
benétigt. Die Ligation wurde nach (GeneJET™ PCR Cloning Kit) durchgefiihrt. Zum Ansatz
wurde 1 pl pJET1.2/blunt cloning Vektor (50 ng/ul) und 1 pl T4 DNA-Ligase (5u /ul)
hinzugefligt. Der gesamte 20 pl Ligationsansatz wurde kurz gevortext, fir 3-5 Sekunden
zentrifugiert und fur 5-30 min bei Raumtemperatur (22 °C) inkubiert und direkt in den

kompetenten E. coli-Stamm XL-blue transformiert

3.5.6.2 Herstellung von chemischen kompetenten E. coli-Zellen

Die kompetenten Zellen sind die Zellen, welche die Fahigkeit haben, fremde DNA aufnehmen
zu koénnen. In der Natur gibt es einige Bakterienstimme, die diese Fahigkeit besitzen. Sie

kénnen DNA ohne besondere Vorbehandlung aufnehmen. Diese Eigenschaft nennt man
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natlrliche Kompetenz (wie z.B. Streptococcus pneumoniae). Die direkte Aufnahmefahigkeit
von DNA und die stabile Weitergabe dieser Information wird Transformation genannt. Das
gramnegative Bakterium Escherichia coli besitzt keine natlrliche Kompetenz kann aber durch
verschiedene Methoden kompetent gemacht werden.

Durch Behandlung der E. coli Bakterien mit Rubidiumchlorid oder Manganchlorid, oder mit
zweiwertigen lonen (meist Ca™) wird die Durchléssigkeit der Membran verandert und die
Permeabilitat der Zellmembran kurzzeitig erhoht. Die Zellen sind in der Lage, fremde DNA

aus dem Medium aufzunehmen.

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden 50 ml LB-Medium mit einer
geringen Menge von E. coli (in -80 °C gelagert - nach Auftauen in Raumtemperatur) beimpft
und bei 37 °C/160-200 rpm geschittelt. Von dem Mix wurde 1:100 mit einem neuen Medium
(LB-Medium, 20 mM Glucose, 20 mM Mg*) gemischt und fiir 2-3 Stunden bei 37 °C/160-
200 rpm bis zu einer OD 600 nm von ca. 0.5 - 0.6 geschdttelt. Der Mix wurde fir 15 min in
Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 3000 rpm, 4 °C fur 10 min wurde das Pellet
gewonnen und mit 1/2 des Ausgangsvolumens von abgekihlten 50 mM CaClz (also 50 ml
50mM CaCly) resuspendiert und fir 30 min in Eis inkubiert. Nach der zweiten Zentrifugation
bei 3000 rpm, 4 °C fur 10 min wurde das Pellet in 1/15 des Ausgangsvolumens (3.3 ml) von
eisgekiihltem LB-Puffer vorsichtig resuspendiert und in Eis fur 30 min inkubiert. Die Zellen
wurden in 1.5 ml Eppendorf je 200 ul aufgeteilt und in flissigem Stickstoff fiir 2-3 min durch

gefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

3.5.6.3 Transformation von pJET1.2/blunt cloning-DNA-Plasmid in E. coli

Der Ligationsansatz wurde nach der Inkubationszeit direkt in den kompetenten E. coli-Stamm
XL-blue transformiert. Die tiefgefrorenen (200 pl) E. Coli kompetenten Zellen wurden auf
Eis aufgetaut und in einem Eppendorf-Reaktionsgefa®@ mit dem gesamten 20 pl
Ligationsansatz versetzt. Der Transformationsmix wird 20 min in Eis inkubiert. Daraufhin
folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 Sec. Nach 5-minttiger Abkihlung auf Eis wurden 800
ul LB-Medium hinzugegeben und die E. coli-Zellen fiir 60-90 min bei 37 °C kultiviert, damit
die auf der eingesetzten DNA kodierten Antibiotikaresistenz ausgepragt wird. AnschlielRend
wurden die Bakterien auf Ampicillinhaltigen LB Agar-Platten (100pg Ampicillin /ml
Medium) ausplattiert (jeweils 20 ul, 50 pl, 200 ul, und der ganze Rest der Kultur) und Uber
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Nacht bei 37 °C inkubiert, so dass nur die transformierten Klone auf den LB-Amp-Platten

wachsen kdnnen.

Im pJET1.2/blunt Vektor liegt die Klonierungsstelle inmitten eines Genabschnittes, der fir
das Wirtsbakterium letales Restriktionsenzym codiert. Bei der Ligation der DNA in der
Klonierungsstelle des Plasmids wird dieses Enzym zerstort. Die Zellen mit rekombinantem
Plasmid sind nur fahig zu wachsen, was den Gebrauch von blue/white screening unnétig
macht. Bei nicht erfolgter Klonierung wird dieses Enzym exprimiert und totet das nicht

erfolgreich transformierte Bakterium ab (positive Selektion).
3.5.6.4 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung der Transformationseffizienz in E. coli wurden die Kolonien von LB-Platten
abgenommen und in 20 pl sterilem Wasser 10 min bei 99 °C zerstort, um die Plasmide der
PCR zugénglich zu machen. Danach erfolgte eine Standard-PCR mit den entsprechenden
Primern des im Plasmid eingefiigten Gens. Die PCR-Produkte wurden auf 1.5 %iges

Agarosegel aufgetragen und Plasmide wurden isoliert und sequenziert.

3.5.6.5 Restriktionsverdauung von DNA-Molekiilen aus dem pJetl.2/blunt VVektor

Die DNA-Fragmente wurden aus dem pJetl.2/blunt Vektor durch die Restriktionsenzyme
Xbal und Xhol (Tab 3), die doppelstrangige DNA an spezifischen Erkennungssequenzen
binden und spalten, geschnitten, isoliert und nachher in den mit gleichen Restriktionsenzyme
Xbal und Xhol geschnittenen pPICZa-Vektor ligiert. Mit der Verwendung der bakteriellen
Restriktionsendonukleasen, welche die DNA sequenzspezifisch schneiden, entstehen 5°- bzw.
3"-Uberhinge ,stickyends“ oder doppelstringige DNA-Enden ,bluntends®. Die
Restriktionsendonukleasen dienen zur Fragmentierung von DNA und auch Plasmiden, um in

vitro Rekombination neue Plasmiden herzustellen.

Fur den Restriktionsvorgang wurde ca. 20 ug DNA 1/10 Volumen des entsprechenden 10 X
Restriktionspuffers (Fermentas) zugefigt. Pro 1lug DNA wurden 1-5 Units des
Restriktionenzyms eingesetzt. Der Restriktionsvorgang dauert 1-2 h bei 37 °C. Um eine

vollstandige Verdauung zu gewahrleisten, kann auch UN verdaut werden.
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Tabelle 3: Verwendete Enzyme bei der Klonierung

Enzym Quelle Erkennungssequenz Spaltsequenz
Xbal Xanthomonas badrii 5-TCTAGA-3 5-T..CTAGA-3
3-AGATCT-5 3-AGATC..T-5

Xhol Xanthomonas campestris 5-CTCGAG-3 5-C.TCGAG-3
3-GAGCTC-5 3-GAGCT..C-5

3.5.7 Klonierung des wax9-Gens in den Expressionsvektor pPICZa VVektor

Um das Gen nachher in Pichia pastoris zu transformieren und zu exprimieren, wurde das
Expressionsvektor pPICZo als Shuttle-Vektor verwendet. Das ringférmige pPICZa Plasmid
(mit 3329 Nucleotiden) kann sowohl in E. coli, als auch in Pichia pastoris repliziert werden.
Es enthélt einen Replikationsstartpunkt fiir E. coli und verschiedene Selektionsmarkergene fur
beiderlei Organismen (Cregg et al 2000). pPICZa enthédlt zur Selektion positiver
Transformanten ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Zeocin, das stark toxisch auf

Bakterien, Pilze, Pflanzen und Saugetierzellen wirkt.

3.5.7.1 Restriktionsverdauung des pPICZo. VVektors

Die Verdauung des pPICZa-Vektors erfolgt mit den geleichen Xbal und Xhol Enzyme. Je
nach Konzentration werden 1-5 ul Vektor-DNA mit 1 pl der Enzymlosung und 1/10 des
Endvolumens an Enzympuffer (10x) auf ein Endvolumen von 10-20 pl mit sterilem H,O
verdiinnt und 1-2 h bei 37 °C inkubiert.

3.5.7.2 Ligation von DNA-Fragmenten mit pPICZa-\ektor

Die Ligation erfolgte nach dem Protokoll “Ligation with T4 DNA Ligase“ (Fermentas). Die
DNA-Fragmente, die Vektoren und das T4-Enzym wurden zusammengesetzt. Das Enzym
DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert in Anwesenheit von ATP die Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3"-Hydroxyl- und 5-Phosphatgruppen
doppelstrangiger DNA-Molekile. Pro Ligationsansatz wird die Ligasekonzentration
tiblicherweise auf 1 U/10 pl eingestellt. An Vektor-DNA werden 100-200 ng eingesetzt und
die 4-5 fache Molaritéat an Insert-DNA. Es wird 1ul des vom Hersteller mitgelieferten 10-fach
Puffers zugegeben und das Endvolumen mit sterilem Bidest. Wasser auf 10 ul eingestellt. Der

Ansatz wird bei 16 °C im Wasserbad UN inkubiert.
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3.5.7.3 Transformation von pPICZa-DNA-Plasmid in E. coli

Der Ligationsansatz wurde am nachsten Tag in den kompetenten E. coli-Stamm XL1-Blue
transformiert. Der Transformationsvorgang heilt: eine gereinigte, rekombinante Fremd-DNA
wird in den Kompetenten Zellen eingebracht. Die tiefgefrorenen (200 ul) E. Coli kompetenten
Zellen wurden nach Auftauen mit bis zu 20 ul eines pPICZa-Vektor-DNA Ligationsansatz
versetzt und 20 min in Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 Sec wurden
die E. coli-Zellen fir 5 Minuten auf Eis abgekuhlt, 800 ul LB-Medium hinzugegeben und fur
60-90 min bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf Zeocinhaltigen LB
Agar-Platten (25ug Zeocin™ /ml Medium) ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert, so

dass nur die transformierten Klone auf den LB-Zeo-Platten wachsen kdnnen.
3.5.7.4 Kolonie-PCR

Eine Standard-PCR mit den entsprechenden Primern des im Plasmid eingefiigten Gens wurde
durchgefiihrt. Nach der Trennung der PCR-Produkte mittels 1.5 %iges Agarosegel wurden

Plasmide isoliert und sequenziert.

3.5.7.5 Isolierung von Plasmid-DNA E. coli-Zellen

Mit Hilfe des Kit (QIAGEN-Plasmid Mini Kit 25 cat. No. 12123) erfolgte die Isolierung von
pPICZa-DNA-Plasmid aus Bakterienzellen. VVor der Verwendung der RNaseA Losung soll in
Puffer P1 (Resuspension Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8, 10 mM EDTA, RNAse A 100
pg/ml) hinzugefiigt werden. Puffer P1/RNaseA und Puffer P3 sollten bei 2-8 °C gelagert
werden und sind fur 6 Monate stabil. Die anderen Puffer sind bei Raumtemperatur gelagert.
Wenn es im Puffer P2 SDS Niederschlage aufgrund der niedrigen Lagertemperaturen gibt,

sollte sie durch Erwarmen auf 37 °C aufgeldst werden.

3 ml LB-Zeocin-Medium wurden mit einem Bakterienklon angeimpft und tber Nacht bei 37
°C /180 rpm geschuttelt. Diese Bakterienkultur wurde zentrifugiert (14000 rpm fir 5 Min in 4
°C) und das Bakterienpellet in 300 ul abgekiihitem P1/RNaseA Puffer resuspendiert. Die
Bakterien wurden komplett resuspendiert, so dass keine Zellenaggregate geblieben wurden.
Der Puffer P2 (Lysis Puffer: 200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS) wurde hinzugefiigt und
vorsichtig (keinen Vortex, weil dies zu einem Scheren der genomischen DNA flihren wirde)
gemischt und die Mischung bei Raumtemperatur fur 5 min inkubiert. Die Phospholipide und

Proteinkomponenten der Zellwand wurden durch eine Zugabe von P2-Puffer, das ein SDS-
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Detergenz enthalt, gelost. Die Chromosomale und Plasmid-DNA sowie die Proteine wurden
durch NaOH denaturiert. Die Lyse-Reaktion sollte nicht langer als 5 min ablaufen. Der
gekihlte P3-Puffer (Neutralisation Puffer: 3 M Potassiumacetat pH 5.5) wurde hinzugefugt
und sofort vorsichtig gemischt und fir 5 Min auf Eis inkubiert. Die Niederschlagsmenge ist
mit gekihltem P3-Puffer und Inkubation auf Eis verstarkt. Nach Zugabe des P3-Puffers wird
die L6sung tribe und sehr z&hflissig. Um lokalisierte Kalium-Dodecylsulfat Niederschlage
zu vermeiden, sollte die Losung vorsichtig, aber grindlich, unmittelbar nach Zugabe des P3-
Puffers gemischt werden. Die Mischung erfolgt durch 4-6-maliges Invertieren des Réhrchens.
Nach Neutralisation der Probe konnten die kleinen Plasmidmolekiile wieder renaturieren.
Denaturierte Proteine und nicht-renaturierte chromosomale DNA wurden von den anderen
Bestandteilen durch Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, 4 °C) abgetrennt. Der plasmidhaltige
Uberstand (sollte klar sein) enthielt eine hohe Konzentration an Salzen, die fiir die Absorption

der Plasmid-DNA an das Silicagel benétigt wird.

Vor dem Auftragen der Probe (der klare Uberstand) auf die Saule (QIAGEN-Tip 20) soll die
Séaule mit 1ml QBT-Puffer (750 mM NaCl, 50 mM MOPS (3-Morpholino-propan-
sulfonsdure) pH 7, 15 % (v/v) Isopropanol, 0.15 % Triton X-100) aquilibrieren. Nach dem
Auftragen der Probe auf die S&ule wurde diese mit 4x 1ml QC-Puffer (Waschpuffer: 1 M
NaCl, 50 mM MOPS, pH 7, 15 % (v/v) Isopropanol) gewaschen. Die DNA-Plasmide wurden
mit 800 pl des QF-Puffers (1.25 M NaCl, 50 mM Tris/HCI, pH 8.5, 15 % (v/v) Isopropanol)
eluiert und in sauberen 1.5 ml-Tuben gesammelt. 0.7 Volumen Isopropanol (560 pl fir 800
pl) wurde hinzugefugt, um die DNA-Plasmide zu sedimentieren. Nach einer Zentrifugation
bei 10000 rpm fir 30 min / 4 °C wurden die ausgefallten weilen DNA-Pellets mit 70 %
Ethanol gewaschen und anschlieBend zentrifugiert. Das 70 %ige Ethanol dient dazu,
ausgefallene Salze zu entfernen, sowie Isopropanol mit Ethanol zu ersetzen, wodurch die
DNA sich leichter wieder I0st. Eine zweite Waschung mit 70 % Ethanol bei Raumtemperatur
konnte die Ergebnisse bei mehreren Anwendungen in sensiblen Bereichen verbessern, wie
Sequenzierung. Nach einer sorgfaltigen und vollstandigen Entfernung von Ethanol, das Pellet
sollte kurz (ca. 5 min) luftgetrocknet werden, bevor es in einem rucklésenden entsprechenden
Volumen TE-Puffer geldst wird.

3.5.7.6 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Alle Sequenzierungsreaktionen wurden bei der Firma (GATC Biotech AG-Deutschland)
durchgefhrt.
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3.5.7.7 Lagerung von E. Coli-Klonen

Um die transformierte XL1-Blue Bakterienklone langfristige aufzubewahren, wurden sie je
nach Technik 15 - 50 % Glycerin zugesetzt und in -80 °C gefroren. Von den auf LB-Platten
ausplattierten Bakterien wurde eine Ubernachtkultur (10 ml LB-Medium) bei 37 °C und 180
rpm geschittert. 0.15 Volumina steriles Glycerin werden zu 0.85 Volumina Kultur in LB-
Medium gegeben, gut gemischt und in flissigem Stickstoff fur 2-3 min eingefroren. Bei -80

°C konnen die Bakterienklone mehr als 2 Jahre aufbewahrt werden.
3.5.8 Herstellung kompetenter Pichia pastoris-Zellen und Transformation

Da die E. coli billig sind, schnell wachsen und das fremde Protein in groflen Mengen
produzieren, wurden sie in den meisten Laboren als Expressionssystem verwendet. E. coli
konnen aber Proteine nicht glycosylieren, phosphorylieren, methylieren, acetylieren oder
anders posttranslational modifizieren. Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit das

eukaryotische Expressionssystem in Pichia pastoris verwendet.

3.5.8.1 Herstellung kompetenter Pichia pastoris-Zellen

Mit Hilfe eines EasyComp-Kits K1730-01 wurde die kompetente Pichia pastoris hergestellt.
Eine Einzelkolonie von Pichia pastoris wurde in 10 ml YPD-Medium angeimpft und bei 28-
30 °C in einem Schittelinkubator (250-300 rpm/min) inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde
mit YPD-Medium zu einer OD600 von 0.1-0.2 verdiinnt und bei 28-30 °C noch einmal im
Schuttelinkubator ca. 4 bis 6 Stunden bis die OD600 0.6-1 geschittelt. Durch eine
Zentrifugation bei 500 xg fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen sedimentiert,
der Uberstand verworfen, das Pellet mit 10 ml Lésung | (1 M Sorbitol / 5.7 % DMSO / 3 %
Ethylenglykol / 10 mM Tricine-NaOH, pH 8.4, zur Herstellung der kompetenten Zellen)
resuspendiert und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 500 xg fur
5 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen sedimentiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde in 1 ml Ldsung I nochmal resuspendiert. Die Zellen wurden jetzt
kompetent. Die kompetenten Pichia-Zellen wurden in sterilem Eppendorfgefal fur 50 bis
200ul aufgeteilt, bei Raumtemperatur aufbewahrt und sofort zur Transformation verwendet
oder langsam auf -80 °C fir die zukunftige Verwendung abgekihlt. Wichtig ist, dass die
kompetenten Zellen nicht mit flissigem Stickstoff einfrieren. Es wurden 50 pl kompetente
Zellen fur jede Transformation benutzt. Die Zellen kénnen mehrmals aufgetaut und wieder
eingefroren werden ohne signifikanten Verlust in der Transformationseffizienz.
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3.5.8.2 Linearisierung des zu transformierenden pPICZo-Vektors

Um die Pichia pastoris-Zellen mit dem rekombinanten pPICZa-Plasmid, das mit Hilfe des
Kits (QIAGEN-Plasmid Mini Kit 25 cat. No. 12123) aus transformierten Bakterienzellen
isoliert wurde, zu transformieren, soll das Plasmid zuerst linearisiert werden. Fur die
Linearisierung wird das Restriktionsenzym Pmel (Mssl Fermentas) benutzt. 20ug DNA-
pPICZa-Plasmid werden mit 20U Restriktionsenzym, 6pl A. bidest und 2pl Puffer Gber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Nach der Linearisierung wird die DNA mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion gereinigt, mit Ethanol gefdllt und in 10 pl Wasser aufgenommen. Das DNA-
Plasmid kann bei -20 °C gelagert oder direkt fiir die Transformation eingesetzt werden.

3.5.8.3 Transformation von pPICZo-DNA-Plasmid in Pichia pastoris

Die kompetenten Pichia pastoris-Zellen wurden mit dem linearisierten rekombinanten
pPICZa-Vektor transformiert. Durch die heterologe Rekombination nimmt die Pichia-Zelle
das fremde DNA-Gen auf und vermehrt es mit ihrem Genom. Die Transformation von
kompetentem Pichia pastoris erfolgte mit Hilfe des EasyComp Transformation-Kits
(Invitrogen). Fur jede Transformation wurden 50 pl frische kompetente Pichia pastoris
Stamm x33 Zellen verwendet oder 50 pl von gefrorenen kompetenten Zellen bei
Raumtemperatur aufgetaut. 3 pug von linearisierter Pichia Expressionsvektor-DNA wurden an
die kompetenten Zellen hinzugefugt. Die Verwendung von mehr als 3 pg DNA erhoht in
einigen Fallen die Transformationseffizienzen. Das Volumen des linearisierten DNA-
pPICZa-Vektors sollte nicht mehr als 5ul betragen. Die DNA kann direkt aus einer
Restriktionsverdauungsreaktion genommen werden, ohne die Transformationseffizienz zu

beeinflussen.

1 ml von Losung Il (40 % PEG Polyethylenglycol / 200 mM Tricine-NaOH, pH 8.4, zur
Transformation der kompetenten Zellen) wurde an die DNA / Kompetenten Zell-Mischung
zugegeben und durch Vortexen oder Bewegen des Eppendorfgefales wurde der
Transformationsansatz gemischt eine Stunde bei 30 °C im Wasserbad oder im Inkubator
inkubiert. Das Reaktionsgefal muss alle 15 Minuten gevortext werden, ansonsten wiirde sich
die Transformationseffizienz verringern. Um den Zellen einen Hitzeschock zufligen, wurden
sie in einem 42 °C Heizblock oder im Wasserbad fur 10 Minuten inkubiert. Die Zellen
wurden in 2 Reaktionsgefalle aufgeteilt und jedem 1 ml YPD-Medium (10 g Hefeextrakt / 20
g Pepton / 20 g Glucose per 1L) hinzugefugt und bei 30 °C fur 1 Stunde inkubiert. Durch
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eine Zentrifugation bei 3.000 xg fur 5 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Jedes ReaktionsgefaR wurde mit 500 pl Losung 111
(0.15 M NaCl / 10 mM Tricine-NaOH, pH 8.4, zum Waschen und Plattieren transformierten
Zellen) resuspendiert, in einem Gefall zusammengesammelt und bei 3.000 xg fur 5 Minuten
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet mit
100-150pul Losung I resuspendiert. Die gesamte Transformation wurde auf 25 pg/mi
Zeocinhaltigen YPD Agar-Medium (10 g Hefeextrakt / 20 g Pepton aus Casein / 20 g Glucose
/ 20 g Agar per 1L) kultiviert und bei 28-30 °C fur 3 bis 10 Tage inkubiert.

3.5.8.4 Kolonie-PCR

Zur Uberprifung der Transformationseffizienz in Pichia pastoris wurde eine Kolonie-PCR
angewendet. Die Pichiakolonien wurden von YPD-Platten abgenommen und in 20 pl sterilem
Wasser 10 min bei 99 °C zerstort, um die Plasmide der PCR zugéanglich zu machen. Danach
erfolgte eine Standard-PCR mit den entsprechenden Primern des im Plasmid eingefligten

Genes.
3.5.9 Expression von rekombinantem Protein in Pichia pastoris

Gegeniiber bakteriellen Expressionssystemen hat die Expression in Pichia pastoris einen
groRen Vorteil: die Hefe ist in der Lage, posttranslationale Modifikationen durchzufuhren.
Pichia pastoris sowie die héheren Eukaryonten spalten im Laufe der Proteinprozessierung
Signalsequenzen ab, bilden Disulfidbricken aus, heften Lipide an, falten Proteine korrekt und

desweiteren kdnnen sie Proteine O- und N-spezifisch Glycosylieren (Higgins & Cregg 1998).

Pichia pastoris ist eine methylotrophe Hefeart d. h. sie besitzt die F&higkeit Methanol durch
die Metabolisierung als einzige Kohlenstoff- bzw. Energiequelle nutzen (Higgins & Cregg
1998b). Das erste Enzym dieses Stoffwechselweges ist die Alkoholoxidase AOX. Die AOX
oxidiert Methanol mit atmosphérischem Sauerstoff zu Formaldehyd Diese Reaktion, die in
den Peroxisomen der Hefe ablduft, ist der erste Schritt der Metabolisierung. Als
Nebenprodukt dieser Reaktion wird das toxische Wasserstoffperoxid produziert (Veenhuis et
al 1983). Die Affinitat der Alkoholoxidase zu Sauerstoff ist schwach, deswegen gleicht Pichia
pastoris dies durch die Produktion groBer Menge (bis zu 30 % des loslichen
Gesamtproteinanteils der Zelle) des Enzyms aus (Higgins & Cregg 1998b). Bei der Nutzung
von Glucose, Ethanol, Acetaldehyd oder Glycerin als Kohlenstoff- bzw. Energiequelle wird
die Alkoholoxidase in der Zelle nicht exprimiert, da sie als Repressor werken. Das Methanol
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hebt diese Repression wieder auf und aus diesem Grunde kann der AOX-Promotor, der die
Expression dieses Enzyms reguliert, durch den Wechsel von Glycerin-haltigem auf Methanol-
haltiges Medium induzieren und somit als starker gentechnischer Promotor bei der
heterologen Expression rekombinanter Proteine in Pichia pastoris verwendet werden (Koutz
et al 1989). Mit der Verwendung dieses AOX-Promotors kann man Ausbeuten bis zu einem

Gramm pro Liter Kultur erreichen (Ellis et al 1985).

Mit einer 97 % Ubereinstimmung in den Aminoséuresequenzen existieren in Pichia pastoris
zwei Gene (AOX1 und AOX2) fiir Alkoholoxidasen. Im Gegensatz zum AOX2-Gen geht die
Mehrheit der Alkoholoxidase-Aktivitdt der Zellen auf das AOX1-Gen zuruick. Bei der
Induktion wird die Expression des AOX1 Gens stark induziert und nun verwendet, um die

Expression der gewiinschten heterologen Proteine zu induzieren (Koutz et al 1989).

Zwei Expressionsvektoren, pPICZ und pPICZo mit dem ,,Pichia pastoris-Uberexpressions-
System* (Invitrogen) erlauben die Uberexpression von Proteinen. Bei der Verwendung von
pPICZ verbleibt das rekombinante Protein intrazelluldr. Im Gegensatz zu pPICZ besitzt der
Vektor pPICZo. die Féhigkeit, das rekombinante Protein in den extrazellularen Raum
auszuschleusen (Cregg et al 1993). Das Protein kann von Pichia pastoris sekretiert oder durch
die heterologe Proteinexpression intrazellular exprimiert werden. Um das Protein zu
sekretieren, ist eine Signalsequenz notwendig, die das Protein zu dem sekretorischen Pathway
leitet. Die Signalsequenz des a-Faktor Prepro Peptids aus Saccharomyces cerevisiae wurde

als Sekretionssignal verwendet.

Die Verwendung des Expressionsvektors pPICZa bietet den Vorteil einer Reinigung des
rekombinanten Proteins. Da Pichia pastoris nur in geringem Malie zelleigene Proteine in das
extrazellulare Medium sekretiert und das zur Uberexpression verwendete Minimalmedium
nur einen geringen Anteil von Proteinen enthalt, liegt das rekombinant exprimierte Protein im

Medium also in einer relativ reinen Form vor (Barr et al 1992) .

Die Expression kann in gepuffertem Vollmedium BMGY oder Minimalmedium BMGH und
auch in ungepuffertem Minimalmedium MGY erfolgen. Der pH sinkt wahrend der Induktion
auf pH 3 oder darunter, dies beeintrachtigt die Hefen jedoch nicht. Die Induktion der 48-
stiindigen Uberexpression wurde durch einen Wechsel des Minimalmediums von Glycerin-
haltigem BMGH auf Methanol-haltiges BMMH erzielt.
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Nach Integration der entsprechenden DNA in das Genom der Hefe erfolgt erst die Expression
von Fremdgenen in Pichia pastoris. Durch ein ,,Cross Over-Ereignis“ zwischen der zu
transformierenden DNA und homologen Regionen im Hefegenom erzeugen lineare DNA-
Fragmente dabei stabile Transformanden durch homologe Rekombination (Cregg et al 1993).
Die positiven transformierten Hefeklone wuchsen fur 4 Tage bei 30 °C auf YPD-Platten. Die
Kultivierung (Vorkultur) von Pichia-Zellen nach der Transformation mit dem pPICZa-Vektor
erfolgt Uber Nacht in BMGH-Minimalmedium. Fir Vorkulturen wurden 100 ml BMGH mit
einer Hefekolonie angeimpft und t. N. bei 28 °C bei 180 rpm in einem 500 ml-Kolben bis zu
einer optischen Dichte bei 600nm von ca. 2-4 geschittelt. Das Selektionsantibiotikum
Zeocin™ (Invitrogen) wurde zu jeder Flussigkultur zugegeben. Die Endkonzentration betrug
25 pg/ml. Durch 5-minltige Zentrifugation bei 1500 xg und 4 °C werden die Hefezellen
pelletiert. Das Sediment wurde resuspendiert und in einem 2L-Kolben mit 200 ml BMMH-
Minimalmedium (berimpft. Die Erlenmeyerkolben wurden mit einer sterilen Gaze
verschlossen, um eine gute Luftzufuhr zu gewéhrleisten. Die Luftzufuhr ist eine wichtige
Uberexpressionsvoraussetzung, da das Enzym AOX1 eine schwache Affinitit zu seinem
zweiten Substrat, dem Sauerstoff, hat, so dass die Sauerstoffzufuhr fir die Uberexpression
einen begrenzenden Faktor darstellt. Die Proteiniiberexpression in BMMH erfolgt in 2-5
Tagen bei 28 °C, 180 rpm. Damit die Methanol-Konzentration wéhrend der Expression nicht
zu stark absinkt, wird alle 24 Stunden Methanol mit einer Endkonzentration von 0.5 % (v/v)

zugegeben.

Zur Uberprifung der Uberexpression wurde jeden Tag 1 ml von dem Expressionskolben

genommen und mit SDS-PAGE auf Anwesenheit des Proteins gepriift.

BMGH-Minimalmedium (Buffered Glycerol-Minimal Medium) /Vorkultur
700 ml autoklaviertes Bidest

100 ml 1M Kaliumphosphatpuffer pH 6™

100 ml 10x Glycerin (10 % (v/v) wasserfrei Glycerin in A. Bidest)

100 ml 10x YNP (Yeast Nitrogen Base)

2 ml 500x Biotin

BMMH-Minimalmedium (Buffered Methanol-Minimal Medium)/Induktion
795 ml autoklaviertes Bidest

100 ml 1M Kaliumphosphatpuffer pH 6*

5 ml 100 % Methanol (5 % (v/v) Methanol in A. Bidest)

100 ml 10x YNP (Yeast Nitrogen Base)

2 ml 500x Biotin (20 g Biotin /100 ml A.Bidest)

*1L 1M Kaliumphosphatpuffer pH 6 mit 10 M KOH wird aus 132 ml von einer 1M K;HPO,
(174,17 g/l) und 868 ml einer 1M KH,PO,4 (136,1 g/lI) zusammengestellt. Die Methanol-,
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Biotin-, Yeast Nitrogen Base-Ldsungen wurden steril filtriert. Alle andern Medien wurden bei
121 °C fur 20 Minuten autoklaviert.

3.6 Proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Zentrifugation und Lagerung

Das Kulturmedium mit dem rekombinanten Protein wurde bei 13.000 rpm, 4 °C, 30 min
geerntet. Der Uberstand wurde gesammelt, bei 4 °C gelagert und fir weitere

Proteinreinigungen verwendet.
3.6.2 Entsalzung Uber Gelfiltration

3.6.2.1 Entsalzung an einer Sephadex G25-Saule

Die Entsalzung erfolgte Uber die Gelfiltration an der Sephadex Matrix G25 (FINE). Die
Molekile wurden bei der Gelfiltration (auch Ausschlusschromatographie genannt) nach ihrer
GroRe, genauer nach dem hydrodynamischen Radius (oder Stokes Radius) getrennt. Die
Gelfiltration trennt Molekile mit unterschiedlichem Molekulargewicht. Die Elution erfolgt
mit nur einem Puffer ohne Gradienten und die Zusammensetzung des Puffers hat in der Regel

keinen Einfluss auf die Trennung.

Das Prinzip der Gelfiltration beruht darauf, dass die Polymere des Gels ein Netzwerk mit
unterschiedlich grof3en Poren ausbilden, durch welche die Molekiile hindurchflieRen kénnen.
Kleine Molekile kdnnen in die Poren des Gelfiltrationsmaterials eindringen und erst spater
eluieren, wéhrend die groRen daran vorbei diffundieren. Aus diesem Grund bleiben die
kleinen Molekile langer in der Sdule zurick. Wird eine Mischung verschieden groRer
Molekiile (z.B. Protein mit Salz) auf eine Sdule dieses Materials aufgetragen, so konnen die
groReren Molekile (Proteine) nicht in die Poren hinein diffundieren und werden ohne oder

mit nur geringem Widerstand eluiert.

Um eine Gelfiltrationsséule zu packen wurden ca. 100 g des Sephadex-Materials mit ca. 500
ml eines Puffers zusammengemischt und 4. N in Raumtemperatur gelassen. Der Mix wurde
entgast und in eine S&ule (ca. 30 cm lang x 5 cm Durchmesser) mit Hilfe eines Reservoirs und
eines GradiFracto-Systems (Schreiber, Photometer, Pumpe) mit ca. 400 ml Bettvolumen
gepackt. Die Saule wurde mit dem Puffer gut &quilibriert, bis der Schreiber eine klare Linie
zeichnete (ca. 2 Stunden).
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Ca. 100 ml von der Uberexpressionsproteinlésung (ca. 30 % des Bettvolumens) wurde
genommen und auf der Sephadexsaule aufgetragen. Mit Hilfe des GradiFracto-Systems
wurden die Peaks, die den Proteinen und dem Salz entsprachen, aufgezeichnet. Der
verwendete Puffer war 30 mM Na-Acetatpuffer pH 5.5 mit Essigsaure. Um herauszufinden,
in welchen Fraktionen es eine Salzkonzentration gibt, wurde die Leitfahigkeit der

gesammelten Fraktionen aufeinanderfolgend gemessen.

3.6.2.2 Entsalzung an einer Sephadex PD10 Saule

Um die kleine Proteinprobe zu entsalzen, wurden die mit dem Makromolekilmaterial
Sephadex geflllten PD10 Saulen verwendet. Die Entsalzung mit diesen Sdulen erfolgte
dadurch, dass grofRere Molekile wie Proteine im Auschlussvolumen des Sdulenmaterials
eluieren, wéhrend die kleineren Molekiile wie Salze in den Poren des Gelfiltrationsmaterials
zuruckgehalten werden und spéter eluieren. Mit 25 ml verwendetem Puffer wurde eine PD10-
Saule &quilibriert und 2 ml der Proteinprobe auf der S&ule aufgetragen. Mit 0.5 ml Puffer

wurde die Saule gewaschen und mit 3.5 ml des gleichen Puffers die Probe eluiert.
3.6.3 Auftrennung von Proteinen bei der lonenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie ist eine analytische Methode in der Chemie oder
Biologie. Sie ist eine spezielle Art der Adsorptionschromatographie, welche eine Trennung
geladener Stoffe ermdglicht. An einer polymeren Matrix befinden sich die Adsorptionsstellen
und tragen eine elektrische Ladung, die reversibel geladene Stoffe (z.B Kationen beim
Kationenaustauscher) in der flissigen Phase gebunden haben, d.h. die entgegengesetzte
geladene Spezies werden von den Adsorptionsstellen angezogen und dort festgehalten. Mit
Hilfe dieses chromatographischen Verfahrens erfolgt die Trennung von Proteinen, basierend
auf ihrer Ladung. Die Aminosduren des Proteins konnen neben deren ungeladenen
Seitenketten auch saure und basische Reste tragen und so zur Gesamtladung des Proteins
beitragen. Die Gesamtladung eines Proteins ist bei niedrigen pH-Werten wegen der
Protonierung der geladenen Seitenketten positiv, bei hoheren pH-Werten aufgrund der
Deprotonierung negativ. Jedes Protein hat zwischen diesen beiden Zustdnden einen
isoelektrischen Punkt (P1). Der pH-Wert wird so gewéhlt, dass das Protein der Wahl an die
Matrix bindet. Im Fall von Anionenaustauschern ist der pH-Wert mindestens in einer pH-
Stufe oberhalb des isoelektrischen Punktes des Proteins, bei Kationenaustauschern ist der pH-

Wert unterhalb des isoelektrischen Punktes.
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Die Bindung an die Matrix erfolgt tUber elektrostatische Interaktionen. Die entgegengesetzt
geladenen Proteine binden an die Matrix und die anderen Proteine werden mit Puffer
herausgewaschen. Die gebundenen Proteine werden durch Zugabe von Salzen eluiert. In der
Regel wird ein linearer NaCl Gradient verwendet. Die elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den Proteinen und der Matrix werden von NaCl unterbunden und dann werden die
Proteine von der Matrix gelost. Durch die Anwesenheit des linearen NaCl Gradienten nimmt
die Konzentration von NaCl wahrend der Elution gleichmaRig zu. Zum Abschluss wird die
Matrix mit einem Hochsalzpuffer gewaschen, um alle restlichen Proteine herunterzuwaschen.
Wird eine Proteinlésung an eine Kationenaustauschermatrix (trdgt z.B. CM 52
Methylcarboxylgruppen bei pH-Wert von 5.5) zugegeben, binden die positiv geladenen
Proteine an die Matrix. Durch Zugabe von NaCl oder einem anderen Salz konkurrieren die
Na-lonen mit den positiv geladenen Gruppen des Proteins um die Bindung am
Kationenaustauscher und die Proteine werden wieder von der Gelmatrix abgel6st. Proteine
mit geringer positiver Nettoladung werden in diesem Beispiel eher verdréngt als Proteine mit

hoher positiver Ladung.

Wax9-Proteine haben einen isoelektrischen Punkt bei einem pH-Wert von 9.4. Sie weisen
infolgedessen protonierte Aminosaurereste in einem Puffer mit pH 5.5 (z.B 30 mM Na
Acetat) auf. Unter diesen Bedingungen verhalten sich die WAX9-Proteine wie Kationen und
kdnnen an negativ geladenen Gruppen der stationdren Phase binden. Fiir die Proteinreinigung
uber lonenaustauscherchromatographie wurde in dieser Arbeit eine Sdule (HOhe: 9 cm,
Durchmesser: 0.8 cm) benutzt, die mit einem Material von (CM 52, Whatman bzw. SP-
Sepharose) gefiillt ist. Die feste stationdre Phase bestand aus einer makromolekularen

unléslichen Matrix, die mit Methylcarboxylgruppen besetzt ist.

Die Saule wurde zwischen eine Pumpe und einen UV-Detektor geschaltet. Das Aquilibrieren
der Sédule erfolgt mit 50 ml 30 mM Na-Acetat Puffer pH 5.5. Nach dem Auftragen der
Proteinprobe auf der Saule wurde die Sdule mit ca. 30 ml gleichem Puffer gewaschen. Die
gebundenen Proteine wurden graduell mit einer Mischung von 30 mM Na Acetat pH 5.5
Puffer und 1 M NaCl, 30 mM Na Acetat pH 5.5 Puffer eluiert. Das Gradientenvolumen betrug
ca. 40 ml. Das Eluat wurde fraktioniert und gesammelt.

3.6.4 Reversed-Phase-Chromatographie tiber Amberlite XAD7 Matrix
Diese Methode wurde bereits von (Buhot et al 2004) zur Reinigung von pflanzlichen
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Lipidtransfer-Proteinen aus Tabak verwendet, es wurden aber in dieser Arbeit einige Schritte
der Methode gedndert. Amberlite XAD?7 ist eine industrielle adsorbierte Matrix zur Reinigung
von Peptiden, Proteinen und kleinen Molekilen aus wassrigen Losungen durch die Reversed-
Phase-Chromatographie. Die unpolaren Amberlite XAD-Harze werden im Allgemeinen fiir
die Adsorption von organischen Stoffen aus wassrigen Systemen und polaren Losungsmittel
verwendet. Amberlite XAD?7 ist ein polymeres Adsorbens aus weil’en unléslichen Kugelchen.
Es ist ein nichtionischer, aliphatischer Acryl-Polymer, der seine adsorptiven Eigenschaften
aus seiner patentierten makroretikuldren Struktur mit grofRer Oberflaiche und dem
aliphatischen Charakter seiner Oberflache erhalt. Diese makroretikuldre Struktur gibt auch
dem Amberlite XAD7 hervorragende physikalische und thermische Stabilitat. Aufgrund der
chemischen Beschaffenheit seiner Oberflache ist Amberlite XAD7 ein nitzliches Adsorbens
fur wenig polare Verbindungen aus nicht-polaren Ldsungsmitteln. Es wurde benutzt, um
relativ polare Verbindungen von nicht-wéssrigen Losungsmitteln und nicht-aromatische
Verbindungen aus polaren Lésungsmitteln zu entfernen. Der pH-Bereich ist 0-14, mit einer

maximalen Gebrauchstemperatur von 150 °C.

Der Trennungsmechanismus in der Reversed-phase-Chromatographie ist abhangig von der
hydrophoben Wechselwirkung zwischen den geldsten Molekdilen in der mobilen Phase und
den immobilisierten hydrophoben Liganden in der stationdren Phase. Die Trennung erfolgt
hier aufgrund der unterschiedlichen hydrophoben Eigenschaften der zu trennenden Molekiile,
wobei hydrophile Molekile als erstes eluiert werden. Die relativ unpolaren Medien
(Amberlite XAD7) werden als stationdre Phase bei dieser Chromatographie verwendet. Als
mobile hydrophile Phase wurde ein organisches Ldsungsmittel in wéssriger Losung (wie
Acetonitril, Methanol und Isopropanol) verwendet. Eine schnelle Auftrennung und eine gute
Auflosung der Einzelkomponenten kdnnen durch diese Chromatographie ermoglicht werden.
Je hydrophiler eine Substanz ist, desto leichter wird sie sich in der hydrophilen, mobilen
Phase bewegen und schneller von dem stationdren Medium eluiert. Umgekehrt gilt: je
hydrophober eine Komponente in der Probe ist, desto eher wird sie an die hydrophoben

Liganden in der stationdren Phase binden und auf der S&ule zurtickgehalten werden.

Die Amberlitematrix wurde in eine kleine Saule (Hohe 10 cm, Durchmesser 1 cm) gefiillt.
Die Saule wurde zwischen eine peristaltische Pumpe und einen UV-Detektor geschaltet. Nach
5 Tagen Kultivierung wurde der WAX9-Kulturtiberstand oder CPP-Rohextrakt nach
Zentrifugierung bei 13.000g9/30 min/4 °C zurtickgewonnen. Der pH Wert der L6sung wurde

auf 2 mit TFA eingestellt. Nach dem Aquilibrieren der Amberlite XAD7-Saule mit 0.1 %
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wassrigem TFA wurde der Kulturtiberstand auf die Sdule aufgetragen und mit 0.1 % TFA und
10 % CH3CN 0.1 % TFA gewaschen. Nach dem Waschen wurde das Protein durch 40 %
CH3CN, 0.1 % TFA eluiert (Buhot et al 2004). TFA (Trifluoressigsaure) im Eluat wirkt als
lonenpaarbildner. Sie formt lonenpaare mit den Peptiden/Proteinen. Von dem Eluat wurde in
originalen Methode von (Buhot et al 2004) das Acetonitril verdampft, die getrockneten
Proteinfraktionen mit einem Puffer resuspendiert, auf pH 7 eingestellt und Gber die

lonenaustauschsaule (Trisacryl SP) nochmal gereinigt.

Um die Arbeitsschritte zu verkirzen, die Verlust des Proteins durch die Reinigung Uber die
zweiten Sdule zu vermeiden und die Proteine in Trockenform zu bekommen wurde diese

Methode wie am folgenden Abbildung geéndert:

Proteinkulturiiberstand pH 2 mit TFA

v

Amberlite XAD7-Sdule

v

Eluieren mif. Acetonitril-TF.A

v

Neutralisierung mit Tris-Base

v

Verdampfitng des Acetonitrils in Speed Vac

v

Resuspendieren, Entsalzung und Test

Abbildung 2: Aufreinigung Uber Amberlite XAD7

Die mit Acetonitril eluierten Proteine wurden mit Tris-Base auf pH 8 neutralisiert und in der
Speed Vac fir 5-7 Stunden oder . N angesetzt, um das Acetonitril zu verdampfen.
AnschlieRend wurden die getrockneten Proteinfraktionen mit einem Puffer resuspendiert,
entsalzt und fir die nachsten Experimente (LTP-, Frostschutz-, Bradford-Test, und SDS-
Gelelektrophorese) vorbereitet. Die getrockneten Proteine kodnnen bis 4 Monate im

Kuhlschrank aufbewahrt werden.
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3.6.5 Kolorimetrische Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradfordtest

Gemall dem Bradfordtest bilden die basischen und aromatischen Aminoséuren-Seitenketten
von Proteinen mit Coomassie Brilliant Blue G250 einen Protein-Farbstoff-Komplex, der in
Losung blau erscheint. Das Absorptionsmaximum dieses Komplexes liegt bei 595 nm. Durch
die Zunahme der Absorption bei OD595 im Vergleich mit einer Eichkurve kann die
Konzentration eines Proteins bestimmt werden. Die Intensitat der Farbung ist proportional zu

der Menge des Proteins im Reaktionsansatz (Bradford 1976).

100 pl Proteinprobe wurde mit 700 pl H,O und 200 pl der Roti-Quant-Ldsung gemischt.
Nach 5 bis maximal 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben
photometrisch bei 595 nm gemessen. Fir den Nullabgleich wurden 800 ul H,O und 200 pl
Roti-Quant Lésung reguliert. Eine Eichkurve wurde mit (BSA) Rinderserumalbumin mit
Konzentrationen zwischen 2 und 2000 pg/ml in Probenpuffer hergestellt. Die Ermittlung der
Proteinkonzentration erfolgte durch den Vergleich mit den Werten der Eichkurve.

3.6.6 Proteinfallung

3.6.6.1 Ammoniumsulfatfallung

Um das isolierte Protein zu fallen, wurde die Losung mit 60 % Sattigung Ammoniumsulfat
gefallt (390 g fir 1L) und eine Stunde im Kihlraum geriihrt. Die ausgefallte Proteinlésung

kann mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden.

3.6.6.2 Acetonféllung

Vier Volumen eiskaltes 100 %iges Aceton wurde mit der Proteinprobe gemischt und
mindestens eine Stunde bei -20 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die geféllten Proteine 30
min 15.000g, 4 °C abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit 90 % Aceton gewaschen und
nochmals abzentrifugiert und bei Raumtemperatur oder bei 37 °C getrocknet. Zur

Verwendung wurde das Sediment mit dem gewunschten Puffer aufgenommen.
3.6.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Gelelektophoresemethode wurde von Schagger und Jagow fiir die Trennung von
Proteinen benutzt. Die Elektrophorese stellt eine sehr effektive Methode zur Trennung von
Makromolekulen und der Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen dar. Sie beruht auf

der Eigenschaft, dass geladene Molekile im elektrischen Feld wandern. Diese
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Molekilenwanderung kénnen in Gelen aus Polyacrylamid durchgefiihrt werden (Schégger &
von Jagow 1987). Durch die Anlagerung von SDS Molekiilen erhalten alle Proteine die
gleiche negative Ladungsdichte und werden im elektrischen Feld unter Einfluss der
Polyacrylamidmatrix nur aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen aufgetrennt (Laemmli
1970).

3.6.7.1 Herstellung der SDS-Gele

Das Gel besteht aus zwei Trenngelschichten und einer kurzen Sammelgelschicht. Jede Schicht
hat eine bestimmte Konzentration von Acrylamid und Bisacrylamid. Durch den Vergleich mit
einem Proteinstandardgemisch (Mark 12™ Unstained Standard, Invitrogen) ist eine
GroRenabschatzung der zu untersuchenden Proteine moglich. Die Gele verhindern
Konvektionsstrome und dienen gleichzeitig als Molekularsieb und verbessern so die
Auflosung. Die Trenngel-Mischung wird mit dem Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS)
sowie dem Polymerisierungskatalysator Tetramethylendiamin (TEMED) versetzt und zigig
zwischen zwei abgedichtete Glasplatten gegossen. Zwischen den Glasplatten ist ein
Abstandhalter von 1 mm. Die verwendeten Gele hatten eine GroRe von 7x 8x 0.1 cm. Es
wurden zwei Trenngele hergestellt, wobei ein 16.5 %iges Gel von einem 10 %igen Trenngel
uberschichtet wurde. Das Sammelgel hatte einen Acrylamidgehalt von 4 %. Die
Polymerisation des 16.5 %igen Trenngels (6.5 ml) wurde mit 20l APS gestartet, die des 10
%igen Trenngels (2 ml) mit 8ul APS. Zuerst wurde das Trenngel 16.5 %, dann das Trenngel
10 % gegossen. Mit 2-Butanol oder H,O wurde das gegossene Gel iberschichtet. Nach etwa
45 Minuten ist das Trenngel auspolymerisiert und das Wasser oder 2-Butanol abgesaugt
worden. Danach wird das Sammelgel (2.5 ml) mit APS und TEMED versetzt und etwa einen
Zentimeter hoch Uber das Trenngel gegossen und der Kamm fir die Ausbildung der
Probentaschen platziert. Die Polymerisation des Sammelgels wurde mit 25 pl APS gestartet.
Nach etwa 20 Minuten ist auch dieses Gel auspolymerisiert und der Kamm kann entfernt

werden.

Die Proteinproben wurden erst in Gegenwart von einem anionischen Detergenz SDS
(Natriumdodecylsulfat) und einem Reduktionsmittel wie DTT (Dithiothreitol) bei 95 °C 10
Minuten gekocht und damit denaturiert. Der Probenpuffer wurde 1:3 mit den Proben
vermengt. Wird das negativ geladene SDS dem Proteingemisch hinzugefigt, 16st es alle nicht
kovalenten Bindungen der Proteine und bindet sich an die Hauptketten etwa ein SDS-Molekiil

pro zwei Aminosaureresten. Somit entsteht ein Komplex aus SDS und denaturierten
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Proteinen, dessen stark negative Ladung der Masse des Proteins ungefahr proportional ist. Die
Trennung der Proteine in der SDS-Polyacrylamidelektrophorese erfolgt also nicht aufgrund
der unterschiedlichen Ladungen der nativen Proteine, sondern wird bestimmt von deren
Molekulargewicht.

Die Proben wurden vor dem Auftragen kurz abzentrifugiert, um die unléslichen Bestandteile
zu entfernen. Der Proteinstandard Mark 12™ (Invitrogen) wurde auf das Gel aufgetragen, um
eine GrolRenbestimmung der Proteine nach dem Lauf zu ermdglichen. Die Elektrophorese-
Anodenkammer wurde mit dem Anodenpuffer und die Kathodenkammer mit dem
Kathodenpuffer geflllt. Jede Geltasche wurde mit ca. 20-25 pl Probe geladen. Nach dem
Probenauftrag bewegten sich die Proteine bei einer konstanten Spannung von 30 V durch das
Sammelgel. AnschlieRend wurde die Voltzahl auf 150 V konstant gesetzt. Die Auftrennung

dauerte etwa 1 bis 1.5 Stunden.

Tabelle 4: Gel-, Kathoden- und Anodenpuffer

Gelpuffer Kathodenpuffer Anodenpuffer
SDS 0.3% 0.1%
Tris 100 mM 200 mM 50 mM
Tricin 100 mM
pH 8.4 8.25 8.9

Ladepuffer oder Probenpuffer (3X)
0.135M Tris-HCI pH 6,8

30 % Glycerin

0.03 % Bromphenolblau

0.15 M (Dithiothreitol) DTT

3 % SDS (Natriumdodecylsulfat)

Stammldsungen

Acrylamid-Ldsung: Gemischlésung von 30 % Acrylamid: 0.8 % N, N"-Methylenbisacrylamid
37,51

APS: Ammoniumpersulfat, 10 %ige (w/v) Losung in A. bidest.

TEMED: N, N, N, N -Tetramethylethylendiamin

3.6.7.2 Coomassie —Farbung und Entfarbung

Die Gele wurden in 0.2 % Coomassie Brilliant Blau G-250 in 45 % Methanol (v/v), 10 %

Essigsédure (v/v) fir 45-60 Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. Dann wurden die Gele 3 bis
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12 Stunden in Entfarbeldsung entfarbt. Nach Entfarbung wurden die Gele 5-10 Minuten in 5

% (v/v) Glycerin angereichert.

Tabelle 5: Coomassie-Farbelésung und —Entfarbelésung

Farbeldsung Entfarbeldsung
45 % Methanol 45 % Methanol
10 % Essigsaure 5 % Essigsdure

0.2 % Coomassie Brillant R-250

3.6.7.3 Trocknen und Lagerung von SDS-Polyacrylamidgelen

Um die Gele zu bewahren, wurden sie in 5 % (v/v) Glycerin fur 5 min inkubiert und direkt

zwischen zwei Cellophanfolien getrocknet.

3.6.8 Western-Blot

3.6.8.1 Proteintransfer an eine Nitrozellulose-Membran

Der Western-Blot ermoglicht die Erkennung spezifischer Proteine. Nach einer
elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine von dem Gel an eine Nitrozellulose-
Membran gebunden und durch spezifische Antikorper identifiziert. Der Transfer von
elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen wird in Anlehnung
an Towbin (Towbin et al 1979) im Tank-Blot-Verfahren mit Blot-Apparaturen der Firma
BioRad (Deutschland) durchgefuhrt.

Die SDS-Gele werden im Transferpuffer (25 mM Tris, 100 mM Glycin, 20 % Methanol) fur
einige Minuten aquilibriert. Danach werden die Gele in einem luftblasenfreien Sandwich-Blot
zwischen zwei Schwdmme mit einer Nitrocellulose-Membran gepackt, so dass die
Nitrocellulose-Membranen (Protran® Nitrozellulose Transfer Membran; Schleicher &
Schuell, Deutschland) zur Anode zeigen. Das Sandwich-Blot wurde in einem mit
Transferpuffer (10x Reservoir Puffer = 190 mM Tris, 1.9 M Glycin, 20 % Methanol)
geflllten Blot Tank eingesetzt. Bei 100 mA Stromstarke, 14 Stunden und einer Temperatur

von 4 °C erfolgte der Transfer der Proteine vom Gel zur Membran.

3.6.8.2 Ponceaurotfarbung

Nach dem Transfer des Proteins auf einer PVDF- bzw. Nitrocellulose-Membran wurde die
Ponceaurotfarbung benutzt, um die Transfereffektivitat des Proteins zu prifen und sichtbar
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auf der Membran zu machen. Die Membranen wurden direkt nach dem Proteintransfer in die
Ponceauférbeldsung (0.2 % (w/v) Ponceau-Rot S, 3 % (v/v) Trichloressigsaure, 3 % (w/v)
Sulfosalicylséure) gelegt und fir 10 Minuten geféarbt. Anschlielend wurden sie mit H,O
zweifach gewaschen. Bei Verwendung des Standard Markers werden die Markerbanden auf

der Membran markiert.

3.6.8.3 Blockierung der freien Flachen der Membranen

Das Immunprinting diente zum spezifischen Nachweis von auf PVDF- bzw. Nitrocellulose-
Membranen durch Western-Blot immobilisierten Proteinen. Nach Transfer des Proteins wurde
die Membran 3-mal 15 min in 20 ml Blockierungspuffer auf einem Schiittler unter leichtem
Schiitteln geschwenkt, um die freien Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Als
Blockierungspuffer wurde MPT mit Casein verwendet. Dann wurde die Membran 1 Stunde
bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C mit dem ersten 1:500 im MPT-Puffer
verdiinnten polyklonalen Kaninchen Antikorper (Anti-WAX9) inkubiert. Nach der 3-maligen
5 Minuten in 30 ml MPT-Puffer Waschung wurde die Membran mit dem sekundaren 1:3000
im MPT-Puffer verdlnnten Antikorper (Anti-Rabbit Goat IgG (H+L) HRP Conjugate Bio-Rad) 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Erneut wurde 3-malig 5 Minuten mit MPT-Puffer

gewaschen.

3.6.8.4 Die Entwicklung: Farbung der gebundenen Proteine

Die Entwicklung der Membran erfolgte in Alkaline Phosphatase Puffer. Es wurden 33 pl
NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid, 50 mg/ml in 70 % Dimethylformamide) und 66 pl BCIP
(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat, 50 mg/ml in 100 % Dimethylformamide) pro 10 ml
Alkaline Phosphatase Puffer zugegeben. Um den Hintergrund gering zu halten, wurde die
Farbreaktion im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 5-30 Minuten ausgefuhrt. Nach dem
Erreichen der gewinschten Entwicklungsfarbe wurde die Reaktion durch Waschen in H,0O

beendet und die Membran an der Luft getrocknet. Die Farbereaktion wurde nicht geschuttelt.

Tabelle 6: MPT-, Blockierung-, und AP- Puffer

10x MPT-Puffer AP-Puffer (Alkaline Phosphatase)  Blockierungspuffer

100 mM Tris 100 mM Tris Ix MPT
1.5 M NaCl 100 mM NaCl 3 g/l Casein
0.5 % Tween 50 mM MgCI2

pH 7.4 mit HCI pH 9.5 mit HCI
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3.6.9 Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen tber Gelfiltration

Der Test erfolgt Gber die Gelfiltration an der Fractogel-Matrix TSK HW 50 (S). Durch diese
Matrix liefen die Proteine durch und ihre GréRe wurde abgeschétzt. Die Gelfiltration trennt
Molekiile mit unterschiedlichem Molekulargewicht. Die Elution erfolgt mit nur einem Puffer
und ohne Gradienten. Die Zusammensetzung des Puffers hat wenig Einfluss auf die
Trennung. Die Polymere des Gels bilden ein Netzwerk mit unterschiedlich groRRen Poren aus,
durch welche die Molekile hindurchflieBen konnen. Kleine Molekile kdnnen sich dort
einlagern, wéhrend die groBen daran vorbei diffundieren. Aus diesem Grund bleiben die
kleinen Molekiile langer in der Sdule zurlick. Wird eine Mischung verschieden grofRRer
Molekiile auf eine Saule dieses Materials aufgetragen, so kénnen die gréReren Molekule nicht

in die Poren hinein diffundieren und werden ohne oder mit nur geringem Widerstand eluiert.

Das Matrix Fractogel TSK HW 50 (S) hat 25-40 um Korngrolie. Die bendtigte Gelmenge
wurde Uber Fritte abgesaugt und im Standzylinder mit dem 6-8 fachen Wasser aufgerihrt
(kein Magnetriihrer). Die Loésung wurde 2-4 Stunden stehen gelassen, um das Gel zu
sedimentieren. Der triibe Uberstand wurde dekantiert und dieser Vorgang mehrfach
wiederholt, bis der Uberstand klar wurde. Das Gel wurde abgesaugt und im Becherglas mit
der 1-4 fachen Menge Puffer (50 mM Tris pH 8 mit HCI) 1-2 Minuten aufgeriihrt. Dann
wurde die Losung im Wasserstrahlvakuum entgast. Eine Saule (1.D 15 mm und Hohe ca.1m)
mit einem Reservoir wurde verwendet. Das Reservoir wurde mit Slurry geflllt. Bei
konstantem Fluss (20 ml/Stunde) wurde die Saule mit Hilfe einer Pumpe gepackt, und bis zur
Konstanz der Schreiber-Grundlinie mit Elutionsmedium aquilibriert. Die Bestimmung des
Molekulargewichtes erfolgte anhand eines Standards aus Proteinen verschiedener GroRe (69
KDa bovines Serumalbumin; 45 KDa Ovalbumin; 22 KDa Trypsin Inhibitor; 17 KDa:
Myoglobin; 5.7 KDa Insulin). Mit Hilfe des Pharmacia GradiFracto Systems (Pumpe,

Schreiber, Photometer 280 nm, Fraktionssammler).

1-2 mg von der Proteinprobe wurden in einer 2-3 ml (50 mM Tris, 20 % Saccharose pH 8 mit
HCI) gelost und auf der S&ule aufgetragen. Der Schreiber zeichnete einen bestimmten Peak
fir jedes Protein. Dieser VVorgang wurde mehrfach mit verschiedenen Proteinen wiederholt
und am Ende zusammen verglichen, um zu wissen, wie viel Elutionsvolumen jedes Protein
gebraucht hat. Im Prinzip brauchen die Proteine, die ein groRes Molekulargewicht haben, ein

geringes Elutionsvolumen verglichen mit den kleinen Proteinen. Mit dem Fraktionssammler
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wurden die Fraktionen, die den Peaks entsprechen, gesammelt und mit den SDS-Gelen,
Western-Blot, Frostschutz- und LTP-Test gepriift.

3.6.10 Test zum Nachweis von Proteinen mit Frostschutzaktivitat

Nach der Isolierung der photosynthetischen Membranen (Thylakoide) aus Spinatpflanzen
wurden die zu testenden Proteine auf ihre Frostschutzaktivitat im Reagenzglas unter genau
definierten Bedingungen gepruft. Dieser Test wurde nach Hincha und Schmitt durchgefihrt,
um die in Pichia pastoris uberexprimierten WAX9-Proteine und die Kontrollprobe X33 auf
thre moglichen kryoprotektiven Effekte zu prifen. Die Proteine wurden zu einer
Thylakoidsuspension gegeben und bei -20 °C eingefroren. Diesen membranhaltigen Ldsungen
kdénnen vor dem Einfrieren Stoffe zugesetzt werden, von denen man vermutet, dass sie
Gefrierschaden mildern. Nach einem Gefrier/Tau-Zyklus wird die Intaktheit der Membranen
bestimmt und auf diese Weise Schadigung oder Schutz festgestellt. Diese Proteine mit den
membranhaltigen Losungen werden nach dem Auftauen in Hdmatokritkapillaren gefullt und
zentrifugiert. Die GroRe der Pellets ist ein Mall fir das erhaltene Volumen der
Thylakoidmembranen nach dem Gefrier/Tau-Zyklus (Hincha & Schmitt 1992).

Wenn die Thylakoide in einer geringen Osmolaritat eingefroren und danach aufgetaut
wurden, platzen sie und kollabieren. Sie haben in diesem Fall weniger VVolumen verglichen
mit einem normalen Fall. Der Gefrierschutzstoff kann in diesem Fall das Gesamtvolumen der
Thylakoidmembranen vor einer Verkleinerung waéhrend eines Gefrier/Tau-Zyklusses
schiitzen. Deshalb kann das Volumen der sedimentierten Thylakoide ein Signal zur
Quantifizierung des Effekts von kryoprotektiven Proteinen zeigen. Zur Kalibrierung wird ein
Volumen mit gleicher Menge von kaltesensitiven Thylakoiden ohne Gefrier/Auftau-Zyklus
bestimmt, das die vollstandig geschutzten Thylakoide darstellt. Dieses VVolumen entspricht
dem Volumen bei 100 % Frostschutz. Mit Hilfe der PD10- oder NAP5-Saulen wurden die
Proteinproben entsalzt. 100 ul Thylakoidsuspension wurden mit 100 pl Proteinlésung und

Probenlésung vorsichtig gemischt. In drei Gruppen :

1- 100 ul Thylakoidsuspension + 100pul Proteinprobe
2- 100 pl Thylakoidsuspension + 100 pul Probenldsung (Null wert)
3- 100 pl Thylakoidsuspension + 100 pl CPP (Positivkontrolle)
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Der Ansatz wurde dann 2 Stunden bei -20 °C eingefroren. Die positive Kontrolle wurde mit
dem aus dem Kohl isolierten Kryoprotektin durchgefiihrt. Dies ermdglichte, den Testablauf
auf seine Gultigkeit hin zu beurteilen. Zwei Nullwerte-Ansdtze mit Probenlésung wurden
angesetzt; einer wurde bei -20 °C eingefroren und aufgetaut, der andere wurde auf Eis 2
Stunden inkubiert. Dieser Ansatz stellt die intakte Probe mit intakten Thylakoidmembranen
und infolgedessen ,,100 % Frostschutz* dar.

Nach 2 Stunden wurden die Ansatze 2 Minuten in Wasserbad bei Raumtemperatur aufgetaut
und mit einer Zugabe von einem gleichen Volumenteil 100ul Testlosung (10 mM MgCl,)
versetzt und gut gemischt. Die Ansétze wurden in Hamatokritkapillaren gefillt und diese in
der Hamatokritzentrifuge 15 min bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Lange der
entstandenen Sedimente wurde mit einer skalierten Lupe vermessen. Das 100 %ige vor Frost
geschtzte Thylakoidvolumen (100 % Frostschutzaktivitat) wird durch die Differenz aus der 0
°C und der -20 °C Kontrolle wiedergegeben. Die Frostschutzaktivitat wurde mit der

folgenden Formel errechnet:
TKV (+P,-20 °C) — TKV (-P,-20 °C) / TKV (-P, 0 °C) — TKV (-P,-20 °C) x 100 = % Frostschutz

TKV: ThylakoidpelletgroRe (mm)
+P: Ansatz mit Proteinproben
-P: Kontrollansatz ohne Proteinproben, nur mit Probenlésung

Tabelle 7: Wasch-, Proben- und Testlésungen

Probenlésung Waschlésung Testlésung
10 mM Saccharose 10 oder 5 mM NaCl 10 mM MgCl,
1 mM MnCl;

1 mM CaCl,

Die Probenlésung enthdlt Mangan und Calcium, weil die kryoprotektive Eigenschaft des
Proteins kationenabhéngig ist. Es benotigt zur Aktivitat sowohl Calcium als auch Mangan
(Sieg et al 1996) und ist mit dieser Eigenschaft einigen Lektinen aus Leguminosen ahnlich,

die ebenfalls Calcium- und Manganabhangig sind.
3.6.11 Test zum Nachweis von Proteinen mit Lipid-Transfer-Aktivitat

Unter der Katalyse von pflanzlichen Lipidtransferproteinen LTPs werden die Phospholipide
verstarkt zwischen Membranen ausgetauscht. Auf diese Weise kann man die Lipidtransfer-
Aktivitat durch die Messung des Transfers von Phospholipiden von einer Donor zu einer

Akzeptormembran abschatzen (Wirtz 1991). Die Lipidtransferproteine beglnstigen den
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Lipidaustausch und auch den Transport und die Verteilung von fluoreszenzmarkierten
Lipidemolekilen von den Donor- zu den Akzeptorvesikeln. Diese Methode wurde von
Geldwerth gewahlt (Geldwerth et al 1991).Um die Lipidtransfer-Aktivitat zu messen, wurden
zwei Typen von Lipidvesikeln hergestellt: Donorvesikel, die Phospholipide und einen
Fluoreszenzfarbstoff enthalten und Akzeptorvesikel, die Phospholipide ohne Markierung
haben. Die Donorvesikel bestanden aus einem Gemisch von 50 % NBD-C12-HPC, 40 % EPC
und 10 % an EPG. Die Akzeptorvesikel bestanden aus 90 % EPC und 10 % EPG. Die

folgende Tabelle gibt die genauen VVolumenangaben der Vesikelproben.

Tabelle 8: Puffer und Liposomen fur LTP-Test

Donorvesikel Akzeptorvesikel TES-Puffer
32 ul EPG 1/100 46 ul EPG 10 mM TES pH 7.4 mit NaOH
13 pl EPC 1/100 40 ul EPC

20 ul NBD-C12-HPC

EPG: Egg Phosphatidylglycerol (10 mg.mlI™), EPG 1/100 (0, 1 mg.ml™).

EPC: Egg Phosphatidylcholin (100 mg.mI™), EPC 1/100 (1 mg.mlI™)

NBD-C12-HPC: 2-(12-(7-Nitrobenz-2-oxa-1.3-diazol-4-yl) amino) dodecanoyl-Sn-glycero-3-
Phosphocholin (1.25 mg.ml™)

Alle Lipide werden in Chloroform gelést bei -20 °C gelagert
TES-Puffer: N-Tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethansulfonsaure

Die Ansdtze wurden erst mit gasformigem Stickstoff getrocknet. Um eine vollstandige
Trocknung zu erzielen wurden die Anséatze in einen Gefriertrockner gestellt. Da die Lipide in
Chloroform gelagert wurden, war eine vollstandige Trocknung der Gemische bzw.
Verdampfung des Losungsmittels wichtig. Die getrockneten Fette wurden jeweils in 500 ul 10
mM TES-Puffer aufgenommen, in einem Ultraschall-Wasserbad emulgiert und mit
Ultraschall in einem Eisbad bei 60 Watt 2 x 3 Minuten zu Vesikeln von einer GroRRe von ca.
25 nm Durchmesser geformt. Zwischendurch wurden die Ansétze fir 1 min abgekuhlt.

Die mit einem Fluorophor markierten Phospholipide der Donormembran (NBD-C12-HPC)
wurden in einer hohen Konzentration eingesetzt. Aufgrund der rdumlichen Né&he der
Fluorophore wurde das Fluoreszensignal gemindert. Zur Messung der Lipid-Transfer-Rate
wurden die zu testenden Proteine in eine Mischung aus Donor- und Akzeptorvesikel
zugegeben, wobei die Donorvesikel mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. Die
Fluoreszenzemission wurde in einem Fluorimeter gemessen. Wegen der Katalyse der

Lipidtransferproteine verlieRen die fluoreszenzmarkierten Lipide die Donormembran und
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wurden zur Akzeptormembran transportiert. Dieser VVorgang bewirkte eine Erhéhung der
gemessenen Fluoreszenz, weil die Selbstloschung der transportierten Lipide aufgehoben
wurde. Die Fluoreszenzzunahme pro Zeiteinheit stellt ein Mal} fur die Lipidtransferaktivitat
der zugegebenen Substanz (Kader 1996).

Normalerweise lauft der Lipidtransfer zwischen den Donor- und den Akzeptorvesikeln in
geringerem MaR auch ohne lipidtransferaktive Substanz ab. Deswegen wurde ein Leerwert
nur mit Testpuffer bei jedem Messvorgang angesetzt und anschlielend von den Messwerten
der getesteten Proteinproben abgezogen. Die Zunahme pro Minute der Fluoreszenzemission
beim Transfer der markierten Lipide wurde in einem Fluorimeter bei einer 530 nm
Emissionswellenldange und einer Anregungswellenlange von 475 nm gemessen. Vor jeder
Messreihe wurde das Fluorimeter auf 100 % relative Fluoreszenzemission kalibriert. Die
Kalibrierung wurde mit 2 ml TES-Puffer, 10 pl der Emulsion von Donorvesikeln, 10 ul
Akzeptorvesikel und 20 pl Triton x-100 Detergenz durchgefiihrt.

Das Detergenz Triton X-100 zerstort die Lipidmembran und ruft eine maximale Fluoreszenz
hervor (100 % rel. Fluoreszenz). Die Ansétze wurden in der Messkivette gemischt und in die
Messkammer gestellt. Ein Magnetrihrer in der Kivette sorgte flir eine homogene Mischung
wahrend der Messung. Die relative Fluoreszenzemission wurde jede 10 Sekunden eine

Minute lang protokolliert.

Material: 50ul Glasspitze, Lipide (NBD-C12-HPC, EPC, EPG), Glasréhrchen, N2-Begasung,
Vakuum-Anlage, Ultraschallwasserbad, Tip-Sonicator, Fluorometer mit Wasserkihlung.

Losungen: TES-Puffer (10 mM TES, pH 7.4 mit NaOH), 1 % Triton X-100
Kalibrierungsansatz: 2 ml TES-Puffer, 10 ul Akzeptorvesikel, 10 pul Donorvesikel, 20 ul 1
%iges (v/v) Triton X-100

Testansatz: 2 ml TES-Puffer, 10 ul Akzeptorvesikel, 10 pul Donorvesikel, 10 - 100 pl
Proteinprobe.

3.6.12 Bindungsstudien von Proteinen an Thylakoidmembranen

Um die Bindungstheorie zu bestétigen oder zu widerlegen, wurde ein Test zur Prifung der zu
testenden Proteine auf ihre Bindung an die Thylakoidmembranen im Reagenzglas unter genau
definierten Bedingungen durchgefiihrt (Abb. 3). Nach der Isolierung und der
Chlorophyllbestimmung  der  photosynthetischen ~ Membranen  (Thylakoide)  aus

Spinatpflanzen, werden diese mit den zu testenden Proteinen gemischt und in Eis 15, 30 und
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60 min inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 14000 rpm wurde das Pellet und der
Uberstand einer Probe mit SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot auf Anwesenheit des
Proteins gepruft. Die anderen Pellet-Proben wurden mit Waschlosung gewaschen und
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mehrmals wiederholt. Um das Chlorophyll von den SDS-
Gele-Proben zu entfernen, wurden zu den Proben 4-Volumen 100 % Aceton hinzugefugt und

diese fur 1 Stunde im Gefrierschrank inkubiert.

Mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot wurden die Proben getestet. Wenn
die Proteine an die Membranen binden, bleiben sie nach der Zentrifugation in den
Pelletproben. Die nicht an die Thylakoidmembranen gebundenen Proteine bleiben im
Uberstand. Dieser Test gibt uns ein deutliches Signal, ob die Proteine an die

Thylakoidmembranen binden oder nicht.
= ; - Inkubation der Thylakoidmembranen
mit Protein fiir 15-30 min im Eis
Zentrifugation bei 14000 rpm /5 min

'@ ? Priifung P1 und U1 bei SDS-Gelen

Waschen des Pellets mit neuem Puffer und
Inkubation im Eis
Zentrifugation bei 14000 rpm/5 min

Priifung P2 und U2 bei SDS-Gelen

Waschen des Pellets mit neuem Puffer und
Inkubation im Eis
Zentrifugation bei 14000 rpny/S min

Priifung P3 und U3 bei SDS-Gelen

Waschen des Pellets mit neuem Puffer und
Inkubation im Eis
Zentrifugation bei 14000 rpny/5 min

Priifung P4 und U4 bei SDS-Gelen

Abbildung 3: Bindungsversuch 1
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Als Entwicklung des Bindungsversuchs wurden andere Versuche durchgefiihrt (Abb. 4),
dabei wurde jedes Mal eine neue Thylakoide nach der Zentrifugation zu dem Uberstand
hinzugefiigt, um zu sehen, ob das Ubrige Protein im Uberstand wieder an die neuen
Thylakoide bindet oder nicht. Es wurden die ganzen Pelletproben und die ganzen
Uberstandsproben mit der SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot auf Anwesenheit des

Proteins getestet.

| ! i i Inkubation der Thylakoidmembranen mit Protein
fiir 15-30 min im Eis
Zentrifugation bei 14000 rpm /5 min

Priifung P1 und U1 bei SDS-Gelen

Hinzufiigen neuer Thylakoide zum Uberstand
Inkubation und Zentrifugation

Priifung P2 und U2 bei SDS-Gelen

Hinzufiigen neuer Thylakoide zum Uberstand
Inkubation und Zentrifugation

’ Priifung P3 und U3 bei SDS-Gele

Abbildung 4: Bindungsversuch 2

Um zu ermitteln, wie viele Thylakoidmolekiile an die Proteinmolekiile binden, wurde ein
anderer Versuch durchgefuhrt (Abb. 5). Dabei wurde zu einer bestimmten
Proteinkonzentration steigende Chlorophyllkonzentration (steigende Thylakoidmengen)
hinzugefugt, inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Geméal der Bindung von Protein an die
Thylakoidmembranen bleibt das Protein entweder beim Pellet oder beim Uberstand.
Deswegen wurde jeder Uberstand auf die Frostschutzaktivitat und Lipidtransferaktivitat
gepruft.
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Wenn das Protein an Thylakoidmembranen bindet, bleibt es nicht mehr oder in nur niedriger
Konzentration beim Uberstand, was zu keiner oder niedriger Frost- oder Lipidtransfer-
Aktivitat fuhrt.

Protein 100 pg
Chlorophyll 25 50 75

100 125 150
Inkubation ' ﬁ ﬁ
15Min/ 4 °C \' '

Zentrifugation 14000 rpm / 5 Min
Priifung der Uberstéinde fiir LTP- und Frostschutztest

VIV TY

Abbildung 5: LTP — und Frostschutz-Test nach Bindungsversuch

175 200 pg

3.6.13 Verwendete Mutanten

Die Computersimulationen und molekularen Modelung der Bindung von Proteinen an die
Membranen (In der Zusammenarbeit mit Dr. De Lamotte - Frankreich, Montpellier-UNI)
vorhersagen, dass die kryoprotektiven Proteine an die Membranen in bestimmten Situationen
binden und auf diesem Weg die Thylakoidmembranen vor Frostschadigungen schiitzen. Der
Zusammenhang zwischen Proteinen und der Membrane basiert auf einer starken Bindung
durch spezifische Aminosduren. Um diese Bindung zu prifen wurde diese spezielle
Aminoséure in der Proteinsequenz ausgewechselt oder mit anderen Aminosduren anders
Proteins umgetauscht. Diese Verdnderung wurde von Dr. Silke Schilling mittels codon usage
von Pichia pastoris durchgefihrt, wobei die Aminosdauresequenz des originalen Proteins
erhalten blieb. Es wurden 3 unterschiedliche Konstrukts generiert. Die drei neuen Mutanten
wurden in E. coli und Pichia pastoris kloniert und mit SDS-Gelen, Western-Blot gepruft, um
ihr Molekulargewicht zu testen. Sie wurden auch auf ihre Frostschutz- und Lipidtransfer-

Aktivitat und auch auf ihre Bindungsfahigkeit an die Thylakoidmembranen gepruft. Nach
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Analyse der Mutanten kdnnte moglicherweise geklart werden, welcher Teil der Molekile

Lipidtransfertatigkeit oder kryoprotektive Aktivitat angibt.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung der wax9-Gene

Da die Expression in Pichia pastoris einen grofen Vorteil gegentiber bakteriellen
Expressionssystemen hat, mussten alle wax9-Gene in Pichia pastoris kloniert und exprimiert
werden. WAX9B, WAX9D und WAX9E wurden in Pichia pastoris bereits von der
Arbeitsgruppe Kkloniert und exprimiert. In dieser Arbeit wurde versucht, die anderen WAX9-
Vertreter (WAX9A und WAXO9C) in Pichia pastoris zu klonieren und zu exprimieren.
Wahrend die Klonierung des WAX9C leider erfolglos war, konnte das WAX9A wie folgt

Kloniert werden.
4.1.1 Isolation genomischer DNA und PCR-Amplifikation des wax9A-Gens

Wie in 3.5.1. beschrieben, wurde die genomische DNA von Wirsingkohl (Brassica oleracea)
nach einem Standardprotokoll der CTAB-Methode (Sambrook et al 1989) isoliert. Durch die
PCR-Amplifikation und Sequenzierung der Amplifikationsprodukte, konnte nachgewiesen
werden, dass im Genom von Wirsingkohl (Brassica oleracea) die genetische Information fiir
die WAX9-Proteine vorhanden ist. Wahrend WAX9A und WAX9E im 5" UTS-Bereich 100 %
identisch sind, sind im Leaderbereich 3 Basen, in der Gensequenz 8 Basen und im 3"UTS-
Bereich 5 Basen Unterschied. Bei den kodierenden Sequenzen von WAX9A und WAX9E
sind 5 Aminosauren Unterschied (Abb. 6).

wax9E ACCCAAATATCTTACTTAAACACATTTTCTTTTGCAAACCAACAGAAACACTAATAGAAA
wax9A ACCCAAATATCTTACTTAAACACATTTTCTTTTGCAAACCAACAGAAACACTAATAGAAA

R R A b b b b b b b b A b A b A b A b b b b A b A b A b A b b b b b b A b A b d b A b b b b R b A b A b A b g b g
wax9E AATGGCCGGGGTGATGAAGTTGGCATGCTTGGTCTTGGCCTGCATGATTGTGGCAGGTCC
wax9A AATGGCCGGTGTGATGAAGTTGGCATGCTTGGTCTTGGCCTGCATGATTGTGGCAGGTCC

R I b b b dh SR 2 2 g b b b b S I db 2 b b b b b b dh 2 b b b b b b S e b b b b b dh g 2 b b b b b b dh S g b b b
wax9E CATCACAGCGAACGCAGCTCTGACCTGTGGCACCGTTAACAGCAACGTGGCACCGTGCAT
wax9A CATCACAGCGAACCGAGCTCTGACCTGTGGCACCGTTAACAGCAACGTGGCACCGTGCAT

kkhkkhkkhkhkkhkhkhkkkkk*k R IR b b b b b dh 2 2 b b b b b S dh b b b b b b b g b b b b b b dh S 2 b b b b b b 4
wax9E TGGCTACATAACCCAAGGTGGACCCCTTCCCAGAGCGTGCTGCACCGGTGTTAGTAAGCT
wax9A TGGCTACATAACCCAAGGTGGAACCCTTCCCGGAGCGTGCTGCACCGGTGTTAGTAAGCT

hokkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkk hrkkhkhkhkk khkkokkkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*
wax9E TAACAGCATGGCCCGTACAACCCCGGACCGTCAGCAAGCTTGTCGTTGCCTTAAAACTGC
wax9A TAACAGTATGGCCCGTACAACCCCGGACCGGCAGCAAGCTTGCCGTTGCCTTGAAACTGC

hhkkhkhkkhkk Khkhkkhkhkhkkhkhhkkdhhkkhhhkkhhhkkhkhhkdh hhkkhkkhkhkkhkkhhkkhkhhk *hkkdkrhkk hhkkx kkxkhkkhkk
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wax9E TGCAAGCGCCTTAGGCCCTAATCTCAACGCTGGCCGTGCAGCTGGAATTCCCAAGGCATG
wax9A TGCTAGAGCCTTAGGCCCTAATCTCAACGCTGGCCGTGCAGCTGGAATTCCCAAGGCATG

RO SR A SR a4 I dh db i db SR i S R S R S S R S S R S I R S b R S dh e S IR S b B S SR S b R S S SR S I R S 2 R S A 4

wax9E TGGAGTCAGTGTTCCTTTCCCAATCAGCACCAACACCAACTGCAACAACGTGAAATGAGC
wax9A TGGAGTCAGTGTTCCTTTCCCAATCAGCACCAACACCAACTGCAACAACGTGAAATGAGC

R R e d b e dh b I S R S SR i I R i S R S I I S I R S IR R S R R S dR e S SR e S R B S SR S b R S 2 R S dh R S 2 R S AR 4

wax9E GACAGTGTGATGAAGCTTTAGGGGACGTTCCGAATATTATAATATGGATCAGAATATTAA

wax9A GACAGTGTGATGAAGCTTTAGGGGACGTTCCGAATATTATAATATGGATCAGAATATTAA
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkxkxk x k%

wax9E ATAAGAAATGTTCGAATGGATGTTTTAAAAATGTTTTCTAATTTCTTTTCCTTTTTTAAT

WAX9A ATAAGATATGTTCGAATGGATGTTTTAAAAATGTTTTCTAATTTCTTTTC=TTTTTTAAT
hkkkkk hkhkkkhkkkhhkkhkkkkkkkkkkhhkkhkkkkkkkkkkhkkkkkkkk *kkkkkkxk

wax9E ATGGCGATCAATATCATATATTCCTATGAACTGGTCGTTTGTACTATGTTATCGAACAAC

wax9A ATGGCGATCAATATCATATATTCCTATGAACTGGTCGTTTGTACTATGTTATCGAACAAC
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok % ok k ok % ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k

wax9E GTTATATGAAATTCAGATTT-GAAGTTTATATC

wax9A GTTATATGAAATTCAGATTTCGAAGCTT-TATCATTCTTCCGTGTTGTACCGCCTCTTAT
kxkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkx *hkkkkkkx *Kkkk

WAX9A MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANRALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGTLPGACCTGVSKL
WAX9E MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANAALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGPLPRACCTGVSKL

khkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkd *khkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrkh **x *khkhkhkrkhkhkh*k

WAX9A NSMARTTPDRQQACRCLETAARALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNTNCNNVK
WAX9E NSMARTTPDRQQACRCLKTAASALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPEFPISTNTNCNNVK

R b b b b b b b b b b b b b b SN b I S b b b b b b S b b b b b b b S b S b b i S b b b S b S b S i b i 4

Abbildung 6: Die Nukleotid und Aminosauresequenzen der wax9A/E-Gene aus B. oleracea

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet, die Start- und Stoppkodons sind unterstrichen, die Leadersequenz ist rot, die
untranslatierten 5°- und 3"-UTS Bereichen sind grau und die wax9-Gensequenz ist schwarz
gedruckt. Die unterschiedlichen Nucleotid bzw. Aminoséuren sind mit gelbem Hintergrund
gedruckt.

Da die kodierenden Sequenzen der wax9-Genfamilie sehr &hnlich sind, konnten keine Primer
gewahlt werden, die innerhalb der kodierenden Sequenz binden. Deswegen konnte keine
spezifische einzelne Amplifikation fur wax9-Gene durchgefiihrt werden. Jedes wax9-Gen
sollte zwei Mal mit PCR amplifiziert werden. Im 5°- und 3"- UTS untranslatierten Bereich
unterscheiden sich die Nukleotidsequenzen aller wax9-Gene sichtlich voneinander. Durch
diese Unterscheidung war es mdoglich, entsprechende Primer fur die wax9-Gene-

Amplifikation zu wéhlen (Schilling 2003). Aufgrund der einfachen Unterschiede zwischen
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wax9A- und wax9E-Genen im Leaderbereich gewahrleisten moglicherweise die

genspezifischen Primer in diesem Bereich eine Amplifikation der einzelnen Gene.

Um die wax9A-Expressionsklone herzustellen, wurde zuerst genomische DNA aus
Wirsingkohl mit genspezifischen Forward-Primer (F-Wax9A) aus dem Leaderbereich nach
dem Startkodon und Reverse-Primer (R-Wax9A) aus dem 3"-UTS-Bereich hinter dem
Stoppkodon (Tabelle. 9) amplifiziert. Als Polymerase wurde Dream Taq der Firma Fermentas
benutzt. Bei dieser PCR-Amplifikation wurde das Gen von dem Leaderbereich bis zum 3’-

UTS-Bereich nach dem Stoppkodon mit Intron (ca. 630-640 bp) amplifiziert.

Tabelle 9: Primer fur die PCR-Amplifikation des wax9A-Gens

Primer Sequenz

F-wax9A 5- GTCCCATCACAGCGAACCG-3

R-wax9A 5-TTAAAACATCCATTCGAACATA-3

F/Ex-wax9A 5- CCGCTCGAGAAAAGAGCTCTGACCTGTGGC-3
R/Ex-wax9A 5-GCTCTAGACTATTTCACG.TTGTTGCAGTTGGTGTTG-3

Bei der zweiten PCR-Amplifikation wurden die ersten PCR-Produkte mit entsprechenden
Expressionsprimern amplifiziert. Da in dieser Arbeit der pPICZa-Vektor aus Pichia pastoris
als Expressionsvektor verwendet wurde, wurden gleich mit in den Expressionsprimern (Tab.
9) Schnittstellen fur pPICZe (fur Xbal und Xhol Enzyme) eingefugt. Der Forward-
Expressionsprimer F/Ex-wax9A besteht aus Schnittstelle fir Xbal Enzyme und 19 Basen aus
dem Anfang des ersten Exons ohne Leadersequenz. Der Reverse-Expressionsprimer R/Ex-
wax9A besteht aus Schnittstelle flir Xhol Enzyme und 18 Basen aus dem Ende des ersten
Exons, die gesamten 7 Basen des zweiten Exons mit Stoppkodon ohne Basen des Introns. Mit
Verwendung dieser Expressionsprimer wurde das wax9A-Gen mit der korrekten Sequenz mit
Stoppkodon sowie den Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung in den Expressionsvektor,
ohne Leaderbereich und ohne Intron amplifiziert (Abb. 7 und 8).
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F-Wax9A4
5°-UTS ATG = 3°-UTS
R- Wax94
Schnittstelle Xbals, F/Ex-Wax94
Stop
h - - - - - - -
@ Schnittstelle Xhal
Schnittstelle Xbal
- [
@ Schnittstelle Xhal
Schnittstelle Xbal
Resultat

Schnittstelle Xhal

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Amplifikationsvorgangs von wax9A-Gen

1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

Stopp- und Startkodon sind rot gedruckt. Leadersequenz ist schwarz mit

unterstrichen. Intron ist orange, die untranslatierten 5°-und 3"-UTS Bereiche sind grau

atcttactta aacacatttt cttttgcaaa ccaacagaaa cactaataga aaaatggccg

cgaaccgagc_tctgacctgt ggcaccgtta acagcaacgt ggcaccgtgc attggctaca
taacccaaqqg tggaaccctt cccggagcgt gctgcaccgg tgttagtaaqg cttaacagta
tggccecgtac aaccccggac cggcagcaag cttgccgttg ccttgaaact gctgctagag
ccttaggcce taatctcaac gctggccgtg cagctggaat tcccaaggca tgtggagtca

gtgttccttt cccaatcagc accaacacca actgcaacaa taatttgatg
aactctcaca

gtacgtatat

aactcttaat

tttaatgtaa
ataatgattc
tactatatta
gtgatgaagc
tatgttcgaa
tcaatatcat

gaaattcaga

ctcgctcttg
agaaaactct
agcaagtata
acgatgttgt
tttaggggac
tggatgtttt
atattcctat
tttcgaagct

tcceggtcta
cataaaaagg
gtttgattgg
gttccgaata
aaaaatgttt
gaactggtcg
ttatcattct

tatattaacg
acaatgttat
tttgtttagt
gcgtggttge
ttataatatg
tctaatttct
tttgtactat
tccgtgttgt

gttttatgtt
aaaggaaatt
agaaatttga
agcgtgaaat
gatcagaata
tttctttttt
gttatcgaac

accgcctctt

ttaatagttt
ttgagttttt
ggttctcata

gagcgacagt
ttaaataaga
aatatggcga
aacgttatat

ca

Abbildung 8: Die Nukleotidsequenzen des originalen wax9A-Gens

Linie

gedruckt. Die wax9A-Gensequenz ist dick unterstrichen. Die im ersten PCR verwendeten
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Primern sind grin und die in weitern PCR verwendeten Expressionsprimern sind blau
gedruckt.

Nach Auftrennung von Aliquotes der ersten PCR-Reaktionsansatze auf einem 1.5 %igen
Agarosegel konnten in allen Reaktionsansatzen DNA-Fragmente im Grol3enbereich von ca.
630-640 bp lokalisiert werden, welche mit der erwarteten L&nge des Fragments
ubereinstimmten. Die aus dem Agarosegel mittels Gelextraktion isolierten DNA-Fragmente
wurden bei der zweiten PCR-Amplifikation mit Expressionsprimern (Tab. 9) ohne Intron und
Leaderbereich amplifiziert. Die L&nge der Fragmente waren 270-300 bp, welche mit der

erwarteten Lange des Fragmentes ohne Intron Gbereinstimmen.
4.1.2 Klonierung in den pJetl.2/Blunt-Vektor und DNA-Sequenzierung

Nach dem zweiten PCR-Vorgang wurden die aus dem Agaroasegel isolierten DNA-
Fragmente mittels Gelextraktion ber QIAGEN-Kit gereinigt und ohne Modifikation der
Enden (wie unter 3.5.6 beschrieben) in den Vektor PJetl.2/blunt ligiert. Der Ligationsansatz
wurde Uber Nacht bei 16 °C inkubiert, in den E. coli-Stamm XL-blue transformiert und auf
LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Es konnten 6 Klone isoliert werden. Jeder Klon wurde in neuem ampicillinhaltigem LB-
Medium Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Klone-PCR wurde durchgefuhrt, um die
richtigen Grolken zu priifen. AnschlieBend wurden die Amplifikationsansatze auf 1.5 %iges

Agarosegel aufgetragen.

Die Plasmide der Klone 1-6 zeigten die erwarteten GroRen der Plasmide. Ein einzelner Klon
wurde auf neue LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen und ber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Eine Plasmidprdparation ber Mini-Praparation QIAGEN-Kit wurde durchgefiihrt. Die
Plasmide wurden zur Sequenzierung an eine Firma (GATC Biotech AG- Deutschland)
geschickt, sequenziert und ein Homologievergleich mit verschiedenen WAX9-Proteinen

durchgefiihrt.

Geméall der Sequenzierung und des Vergleichens zwischen wax9A (Genbank) und dem

Klonierten wax9A-Gen zeigten alle Plasmide die richtige DNA-Sequenz mit zwei

unterschiedlichen Nucleotiden, die zu einer Mutante mit zwei Aminosduren bei neuen

klonierten WAX9A flhren (Abb. 9 und 10). Obwohl hier eine Mutante vorlag wurde mit

diesem Konstrukt weitergearbeitet, um zu sehen, ob diese Mutante in den beiden
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Aminosauren zu einem wichtigen Unterschied zwischen dem originalen und dem mutierten

wax9A fihrt oder nicht. Deswegen wird das klonierte wax9A-Gen als wax9Am bezeichnet.

AGAATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATCCGCTCGA
AGAATAARAGAAGAACATCGALT T TICCATGGLCAGULTGAGAATATITGIAGGAGATCTICIAGAAAGATL

CCTTCCCGGAGCGTGCTGCACCGGTGTTTGTAAGCTTAACAGTATGGCCCGTACAACCCCGGACCGGCAGCAAGC
TTGCCGTTGCCTTGAAACTGCTGCTAGAGCCTTAGGCCCTAGTCTCAACGCTGGCCGTGCAGCTGGAATTCCCAA
GGCATGTGGAGTCAGTGTTCCTTTCCCAATCAGCACCAACACCAACTGCAACAACGTGAAATAGTCTAGAGCATC

mmEem COCCACTRC
TTGCTAAAAACCGAGTACA

Abbildung 9: Nukleotidsequenzen des klonierten wax9Am-Gens

Die wax9Am-Sequenz ist schwarz, die Forward- und Reverse-Expressionsprimer-wax9Am
sind unterstrichen und die Schnittstellen fur Xbal und Xhol sind bunt gedruckt.

Das originale wax9A wurde von Dr. Silke Schilling kloniert und ebenfalls in dieser Arbeit

verwendet.
4.1.3 Klonierung im Expressionsvektor pPICZa.

Um das rekombinante WAX9Am-Protein zu exprimieren wurde Pichia pastoris benutzt. Der
Expressionsvektor pPICZo. ist ein Shuttle-Vektor, der sowohl in E. coli, als auch in Pichia
pastoris repliziert werden kann. Die PCR-Produkte (wax9Am-Gen) wurden aufgereinigt, Gber
Xbal und Xhol Enzyme aus dem pJetl.2/blunt Vektor geschnitten, isoliert und in den mit
Mssl linearisierten pPICZa-Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde uber Nacht bei 16 °C
inkubiert. Am folgenden Tag wurde der Ligationsansatz in den E. coli-Stamm XL1-Blue
transformiert und in einem Zeocinhaltigen LB-Medium (ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach
der Inkubation bei 37 °C konnten 5 Kolonien gepickt und eine Klone-PCR durchgefiihrt

werden, um die Transformation zu tberprifen.

Die Plasmide der Klone 1-5 zeigten die erwarteten GroRen der Plasmide. Die Plasmide
wurden zur Sequenzierung an eine Firma (GATC Biotech AG- Deutschland) geschickt. Alle
Plasmide zeigten die richtige DNA-Sequenz. VVon einem einzelnen Klon mit Insert wurde eine
Plasmidprdparation ~ Uber  Mini-Praparation-Kit ~ (QIAGEN)  durchgefuhrt.  Der
Expressionsvektor pPICZa-Vektor wurde mit (Mssl=Pmel) linearisiert, und fur Ligation und

Transformation in Pichia pastoris vorbereitet.
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4.1.4 Transformation von Pichia pastoris mit pPICZa-Vektor

Zur Expression des WAX9Am-Proteins wurde die methylotrophe Hefe Pichia pastoris,
Stamm X33 ausgewahlt. Die Selektion positiver Transformanten erfolgte tUber ihre F&higkeit,
im Zeocinhaltigen Medium wachsen zu kdnnen. Zur Transformation in Pichia pastoris wurde
ein EasyComp Transformation-Kit verwendet. Die praparierten Plasmide wurden mittels
Mssl-Enzyme linearisiert, Uber Hitzeshock in kompetente Pichia pastoris X33-Zellen
transformiert und in Zeocinhaltigem YPD-Medium 3-10 Tage inkubiert. Von den
Transformanten wurden mindestens drei mittels Klone-PCR auf die Integration der
Expressionsvektor getestet. Die Plasmide der 6 Klone zeigten die erwartete und richtige
GroRe. Nach erfolgreicher Transformation in Pichia pastoris wurden einzelne Klone zur
Kultivierung ausgewdhlt, die Plasmidpréparation uber Mini-Praparation QIAGEN-Kit
durchgefiihrt und zur Sequenzierung geschickt. Alle Plasmide zeigten die richtige DNA-
Sequenz. Verglichen mit dem originalen wax9A-Gen gab es lediglich die gleiche Mutante mit

zwei Aminosauren von Serin nach Cystein und auch von Asparagin nach Serin (Abb. 10).

WAXO9A MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANRALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGTLPGACCTGVSKL
WAXO9Am MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANRALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGTLPGACCTGVCKL
R R R R R R R R R R e R i
WAXS9A NSMARTTPDRQOACRCLETAARALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNTNCNNVK
WAX9Am NSMARTTPDRQOACRCLETAARALGPSLNAGRAAGIPKACGVSVPEFPISTNTNCNNVK

R R R S b S b S b S b I S b I 2 b I b b S SR S b b S b S b I S b I S b B S b I 2 b I db b S db S db S 4

Abbildung 10: Aminosauresequenz derWAX9A und WAX9AmM-Proteine

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet. Die unterschiedlichen Aminosduren sind mit gelbem Hintergrund gedruckt.

4.2 Expression des rekombinanten WAX9Am-Proteins in Pichia pastoris

Nach erfolgreicher Klonierung und Transformation des wax9Am-Gens in Pichia pastoris
wuchsen die positiven transformierten Hefeklone fir 4 Tage bei 30 °C auf YPD-Platten. Die
anfingliche Uberexpressionskultur (Vorkultur) erfolgt tiber Nacht mit 100 ml von BMGH-
Minimalmedium (mit Glycerin) in einem 500 ml-Kolben. Am ndchsten Tag wurden 200 ml
von BMMH-Minimalmedium (mit Methanol) in einem 2L-Kolben fir 72 Stunden

Uberexpression benutzt.

58



Ergebnisse

4.2.1 Prufung der Uberexpression von WAX9-Proteinen

Um die Proteinsynthese wahrend der Induktion zu tberpriifen wurden im Zeitabstand von 24
h von den Hefekulturen vor der Methanolzugabe ein Aliquot entnommen, der Uberstand von
den Hefezellen separiert und durch SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Eine
ausreichende Luftzufuhr ist neben der Methanolzugabe ein wichtiger Faktor fur eine gute
Proteinliberexpression in Pichia pastoris. Deswegen wurden die 2L-Kolben mit einer
luftdurchlassigen sterilen Gaze verschlossen. Unter diesen Bedingungen wuchsen die
Hefezellen und fuhrten zur erfolgreichen Expression der rekombinanten WAX9-Proteine. Die

proteinbanden konnten mit Coomassie gefarbten Proteingelen leicht detektiert werden.

WAX9AmM
Western-Blot

El T2 T3 T4

Abbildung 11: Priifung der Uberexpression von WAX9AmM

Westernanalyse und Coomassie gefarbtes SDS-Gel des Uberexprimierten WAX9Am-Proteins.
Im Zeitabstand von 24 h wurden Proben entnommen, der Uberstand von den Hefezellen
separiert und durch Western-Blot und SDS-PAGE analysiert. Die Proben setzen sich aus 50
pl Proteinfraktion und aus 50 pl Probenpuffer zusammen, davon wurden 20 pl pro Tasche
aufgetragen. Die Proteine wurden ca. 1.5 Stunden bei 150 V aufgetrennt. T1 wurde von den
200 ml-Kolben (BMGH-Medium mit Glycerin) nach einem Tag genommen. T2, T3 und T4
wurden von den 2L-Kolben mit BMMH-Medium mit Methanol nach zwei, drei und vier
Tagen genommen.

Wie in der Abb. 11 dargestellt, konnten bei Coomassie-gefarbten SDS-Gelen nur schwache
Expressionsbanden mit der erwarteten GrofRe zwischen den 6-14 KDa-Markerbanden
nachgewiesen werden. Die spezifische Immunodetektion mit Anti-WAX-Antikorper konnte
auf einer Nitrozellulose-Membran positive Protein-Signale im Uberstand mit der erwarteten

GroRe zwischen den 6-14 KDa-Markerbanden zeigen. Uberexprimierte WAX9Am befindet
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sich in beiden Uberexpressionsmedien, aber es war in BMMH (mit Methanol) stirker als in
BMGH (mit Glycerin).

4.3 Reinigung von WAX9-Proteinen

In diesem Teil der Arbeit wurden die (Uberexprimierten Proteine (ber verschiedene

Reinigungsmethoden gereinigt.

4.3.1 Entsalzung von WAX9 an einer Sephadex-Matrix G25

100 ml von dem Kulturiiberstand der Uberexprimierten WAX9-Proteine (ca. 30 % des
Bettvolumens) wurde auf die Sephadex G25 aufgeladen. Mit Hilfe eines Gradi-Frac-Systems
ergab sich das nachste Diagramm. Der verwendete Puffer war 30mM Na-Acetat pH 5.5.
Dieser Vorgang wurde 7-9-mal wiederholt, um eine ausreichende Menge von den
entsalzenden WAX9-Proteinen zu erreichen (Abb.12).
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Elutionzeit 30 60 90 min

Elutionsvolumen 100 200 300 400 500 600 700 800 900 ml

Abbildung 12: die Entsalzung tber Sephadex-Saule und die Leitfahigkeitsmessung

Der WAX9-Kulturiiberstand von 100 ml wurde auf die Séule (Sephadex G25-FINE Hdohe 30
cm Durchmesser 5 cm, mit Bettvolumen von ca. 415 ml) aufgetragen und mit 30 mM Na-
Acetat Puffer pH 5,5 eluiert. Die Durchflussrate betrug ca.10 ml/min. Der Schreiber hatte eine
Geschwindigkeit von 2 mm/min. Alle Fraktionen wurden gesammelt und eine
Leitfahigkeitsmessung durchgefuhrt. Um die Ergebnisse der Entsalzung zu bestétigen, wurde
die Leitfahigkeitsmessung fir alle gesammelten Fraktionen mit dem Gerét (Konduktometrie
CG855) auf 20 mS/cm gemessen.
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4.3.2 Auftrennung von WAX9 mit dem Kationenaustauscher CM52

WAX9-Proteine als Mitglieder der Lipidtransferproteine weisen einen basischen
isoelektrischen Punkt bei einem pH-Wert von 9.4 auf (Kader 1996). Die uberexprimierte
WAX9-Proteinsuspension wurde tber Sephadex G25-Sdule entsalzt und in einen Puffer mit
einem pH-Wert von 5.5 Gbernommen. Infolgedessen wurden die Proteine protoniert, so dass
sie auf einer Kationenaustauschermatrix binden konnen. AnschlieBend wurden sie auf der
Kationenaustauschersdaule (CM52) aufgetragen. Nach Beginn des Gradienten wurde ein
einziger deutlicher Peak auf dem Chromatogramm aufgezeichnet. Die Fraktionen wurden bei

Gelelektrophorese untersucht (Abb. 13).

o.o3| = EE

0.02

Extinktion 280 nm

0.01

0.00
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WAX9E / CM52

A0 A1 El E2 E3 E4 M E5 E6

Abbildung 13: Auftrennung mit dem Kationenaustauscher CM52 und SDS-Gel
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Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms und Coomassie gefarbtes
Polyacrylamid-Gel und Westernanalyse von WAXO9E-Protein wéhrend der Auftrennung mit
dem Kationenaustauscher CM52. Nach Aquilibrieren der Saule (Hohe 9 cm, Durchmesser 0.8
cm mit Bettvolumen von 4-5 ml) mit 30mM Na-Acetat Puffer pH 5.5 wurde der entsalzte
WAX9E-Kulturiberstand (1L) in gleichem Puffer (30mM Na-Acetat Puffer pH 5.5)
ubernommen und auf der Kationenaustauscherséule (CM52) aufgetragen. Die Durchflussrate
betrug ca.10 ml/min. Der Schreiber hatte eine Geschwindigkeit von 1 mm/min. Mit gleichem
Puffer wurde die Sdaule gewaschen und mit einem Gradientenvolumen von 40 ml (Mischung
von 30mM Na-Acetat pH 5.5 Puffer und 30mM Na-Acetat pH 5.5 Puffer, 1 M NaCl) wurden
die gebundenen Proteine eluiert. Es wurden 6 Elutionsfraktionen, eine Fraktion AO bei dem
Durchlauf, und eine Fraktion Al bei dem Waschschritt gesammelt. Die Fraktionen Al, AO
stellen die auf der Kationenaustauschersaule ungebundenen Proteine dar. Die gesammelten
Fraktionen werden bei Gelelektrophorese untersucht. Auf dem Gel sind in der Reihenfolge
von links nach rechts zu sehen: A0, Al, E1-E4, Marker E5, E6. Die gleiche Reihenfolge ist
auf der Nitrocellulose-Membran. Die Proben setzen sich aus 50 pl Proteinfraktion und aus 50
pl Probenpuffer zusammen, davon wurden 25 pl pro Tasche aufgetragen. Die Proteine wurden
ca. 1-1.5 Stunden bei 150 V aufgetrennt.

Die SDS-Gel und Western-Blot-Analyse mittels eines Antikorpers konnte zeigen, dass die
uberexprimierten WAXO9-Proteine sich nicht in den Durchlaufsfraktionen AO oder in der

Waschschrittsfraktion Al befinden, sondern nur in bestimmten Fraktionen des Elutionspeaks.
4.3.3 Auftrennung von WAX9 mit dem Kationenaustauscher SP-Sepharose

Als Kationenaustauschermatrix wurde auch SP-Sepharose verwendet. Dieser Versuch sollte
klaren, ob der Entsalzungsschritt, der fur CM52-Chromatographie notig war, eingespart
werden konnte. Deswegen wurde bei diesem Versuch der pH-Wert des WAXO9-
Kulturtiberstands mit Phosphorsdure auf 2.5 erniedrigt, um die positive Ladung des Proteins
zu verstarken und die Bindung an die SP-Sepharose-Matrix zu ermoglichen. Eine SP-
Sepharose-Sdule (H6he 9 cm, Durchmesser 0.8 cm) wurde benutzt. Mit ca. 100 ml 25 mM
Na-Phosphat-Puffer pH 2.5 wurde die Saule gewaschen. Nach der Einstellung des pH-Werts
des Kulturiiberstands auf 2.5 wurde direkt ohne Entsalzung auf die SP-Sepharose-Séaule
aufgetragen und die Saule mit 25 mM Na-Phosphat-Puffer pH 2.5 gewaschen. Die Elution
erfolgte dann graduell mit einer Mischung von 25 mM NA-Phosphat-Puffer und 25 mM Na-
Phosphat-Puffer, 1 M NaCl. Das Gradientenvolumen betrug 40 ml. Nach Beginn des
Gradienten ist es ein deutlicher Elutionspeak zu erkennen. 5 Elutionsfraktionen, eine Fraktion
A0 bei dem Durchlauf, und eine Fraktion Al bei dem Waschschritt wurden gesammelt. Die
Fraktionen hatten jeweils ein Volumen von ca. 1 ml. Die Fraktionen Al, AO stellen die auf
der Kationenaustauschersdule ungebundenen Proteine dar. Die Fraktionen wurden bei

Gelelektrophorese untersucht (Abb. 14).
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Abbildung 14: Auftrennung mit dem Kationenaustauscher SP-Sepharose und SDS-Gel

Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms und Coomassie gefarbtes
Polyacrylamid-Gel und Westernanalyse von WAX9E-Protein wahrend der Auftrennung mit
dem Kationenaustauscher SP-Sepharose. Nach Aquilibrieren der Saule (Hohe 9 cm,
Durchmesser 0,8 cm mit Bettvolumen von 4-5 ml) mit 25mM Na-Phosphat-Puffer pH 2.5
wurde der pH-Wert des WAX9E-Kulturiiberstands auf 2.5 eingestellt und auf der
Kationenaustauschersiule SP-Sepharose aufgetragen. Die Durchflussrate betrug ca. 5 ml/min.
Der Schreiber hatte eine Geschwindigkeit von 1 mm/min. Mit gleichem Puffer wurde die
Séule gewaschen und mit einem Gradientenvolumen von 40 ml (Mischung von 25 mM NA-
Phosphat Puffer und 25 mM Na-Phosphat Puffer, 1 M NaCl, pH 2.5) wurden die gebundenen
Proteine eluiert. Es wurden 5 Elutionsfraktionen, eine Fraktion AO bei dem Durchlauf, und
eine Fraktion Al bei dem Waschschritt gesammelt. Die Fraktionen A1, AO stellen die auf der
Kationenaustauscherséule ungebundenen Proteine dar. Die gesammelten Fraktionen werden
bei Gelelektrophorese untersucht. Auf dem Gel sind in der Reihenfolge von links nach rechts
zu sehen: Elutionsfraktionen E1-E5, Marker, und AO, Al. Die gleiche Reihenfolge ist auf der
Nitrocellulose-Membran. Die Proben setzen sich aus 50 pl Proteinfraktion und aus 50 pl
Probenpuffer zusammen, davon wurden 25 pl pro Tasche aufgetragen. Die Proteine wurden
ca. 1 Stunden bei 150 V aufgetrennt. Die Fraktion A0 wurde aus dem Durchlaufschritt,
Fraktion Al aus dem Auswaschschritt gesammelt.
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Nicht alle WAX9-Proteine binden an die Kationenaustauschermatrix SP-Sepharose, weil die
WAX9-Proteine sich in den Durchlaufsfraktionen A0, in der Waschschrittsfraktion Al und
auch in Elutionsfraktionen des Elutionspeaks befinden. Sie zeigen starke Signale auf dem Gel
und auf der Membran nach Immundetektion. Das bedeutet: Die Reinigung (ber den
Kationenaustauscher SP-Sepharose zeigt einen starken Verlust an Protein. Der hohe
Salzgehalt des gepufferten Minimalmediums verhindert die Bindung von WAX9-Proteinen an

dem Kationenaustauscher.
4.3.4 Auftrennung von WAX9 mit der Reverse-Phase Amberlite XAD7-Saule

Bei diesem Versuch wurde 1L Uberexprimierte WAX9-Proteinsuspension auf pH 2 mit TFA
eingestellt und direkt ohne Entsalzung auf einer kleinen Amberlite-Sdule aufgetragen. Der
verwendete Puffer war 0.1 % TFA (Buhot et al 2004). WAX9-Proteine binden an die
Amberlite XAD7-Matrix und die Sdule wurde nicht tiberladen, so dass WAX9-Proteine bei
dem Auftrag- oder Auswaschschritt ausgewaschen worden wéren. Die Fraktionen wurden bei
Gelelektrophorese untersucht (Abb. 15).
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Abbildung 15: Auftrennung mit der Reverse-Phase-Matrix Amberlite XAD7

Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms und Coomassie geféarbtes
Polyacrylamid-Gel und Westernanalyse von WAX9E/D-Proteinen wéhrend der Auftrennung
mit der Reverse-Phase-Matrix Amberlite XAD7. Ca 1L WAXO9E/D-Proteinkulturiiberstand
wurde auf die Séule (HO6he 10 cm, Durchmesser 1 cm mit Bettvolumen von 4-5 ml)
aufgetragen, mit ca.100 ml 10 % CH3CN, 0.1 % TFA wurde die Sdule gewaschen und mit ca.
50 ml Gradienten 40 % CH3CN, 0.1 % TFA wurden die gebundenen Proteine eluiert und
gesammelt. Nach Beginn des Gradienten wurde ein einziger Peak auf dem Chromatogramm
aufgezeichnet. Die gesammelten Fraktionen wurden mit Tris-Base auf pH 8 neutralisiert, in
einer UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge unter Vakuum 0. N. gehalten, um das CH3CN
zu verdampfen, bis die Proben ganz trocken werden. Die getrockneten Proteine-Proben
wurden mit 50 pl Probenpuffer gelost, davon wurden 20 pl pro Gel-Tasche aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Die Proteine wurden ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt. Auf dem Gel
sind in der Reihenfolge von links nach rechts zu sehen: WAX9E oder WAX9D-Fraktionen,
A0, Al. Die gleiche Reihenfolge ist auf der Nitrocellulose-Membran. Die Fraktion A0 wurde
aus dem Durchlaufschritt, Fraktion Al aus dem Auswaschschritt gesammelt.

Wie in der Abb. 15 zeigen SDS-Gel und Western-Blot-Analyse, dass die Uberexprimierten
WAX9-Proteine sich nicht in der Durchlaufsfraktion A0 oder in der Waschschrittsfraktion Al

sondern nur in bestimmten Fraktionen des Elutionspeaks.
4.4 l1solierung und Reinigung von Kryoprotektin aus dem Wirsingkohl

Wirsingkohl wird in Topfe verpflanzt und, wie in Material und Methoden (3.3.3) beschrieben,
gehéartet und fur langfristige Lagerung bei -20 °C eingefroren. Von diesen geharteten
Wirsingkohlpflanzen wurde das Protein mit kryoprotektiver Aktivitat isoliert, mit 60 %
Sattigung Ammoniumsulfat gefallt und fir mehrere Monate bei 4 °C gelagert und flr weitere
Proteinexperimente vorbereitet. 200 ml von dem mit Ammoniumsulfat gefallten Kohlextrakt

wurde auf 12000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit ca.15-20 ml 0.1 % TFA gel6st und
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auf pH 2 mit TFA eingestellt und direkt ohne Entsalzung auf die Amberlite XAD7-Séule mit
einer Pumpe aufgetragen. Bei der Elution wurde ein einziger deutlicher Peak auf dem

Chromatogramm aufgezeichnet (Abb. 16).

Die mit Acetonitril eluierten Proteine wurden mit Tris-Base auf pH 8 neutralisiert und in
Speed Vac fiir 5-7 Stunde oder . N angesetzt, um das Acetonitril zu verdampfen.
AnschlieBend wurden die getrockneten Proteinfraktionen mit einem Puffer resuspendiert,
entsalzt und fiir die ndchsten Experimente vorbereitet. Bei Gelelektrophorese wurden die

Fraktionen untersucht.
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Abbildung 16: Reinigung der CPP tber Amberlite XAD7-Saule und das Coomassie Gel

Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von CPP wéhrend der Auftrennung mit
der AmberliteXAD7-Matrix und ein Coomassie gefarbtes Polyacrylamid-Gel der CPP-
Fraktionen. Die Flussrate betrug 2 ml/min. Der Schreiber hatte eine Geschwindigkeit von 2
mm/min. 20 ml von CPP-Kohlextrakt wurde mit der Pumpe auf die Sdule (H6he 10 cm,
Durchmesser 1 cm mit Bettvolumen von 4-5 ml) aufgetragen. Nach dem Waschen mit 0.1 %
TFA und 0.1 % TFA, 10 % CH3CN wurden die gebundenen Proteine mit 0.1 % TFA, 40 %
CH3CN eluiert. AO ist eine Fraktion aus dem Durchlauf, Al aus dem Waschschritt. Das Eluat
wurde in 9 Fraktionen gesammelt und mit Tris-Base auf pH 8 neutralisiert. Beim Speed Vac
flir 5-7 Stunden oder 0. N wurde das Acetonitril verdampft. Die getrockneten Proteine wurden
durch Gelelektrophorese untersucht.

4.5 Bradfordtest und die Ausbeute von Proteinen

Die Proteinmenge wurde nach dem Bradfordtest fiir die ber Kationenaustauscher bzw.
Amberlite XAD7 gereinigten WAX9-Proteine bestimmt. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 10: Die Proteinausbeute

Von 1L Kulturiberstand WAX9A WAX9B WAXID WAX9AmM WAX9E CPP*
CM 52 6-7mg 6-7.5mg 7-8mg 6-8 mg 7-8 mg 47 mg
Amberlite XAD7 10-11mg 9-10mg 11-13mg 9-11mg 10-11mg 60 mg

* CPP ist Rohextrakt.

Da die Reinigung der WAX9-Proteine Uber Amberlite XAD7-S&ule ohne Entsalzung erfolgt
ist und die Ausbeute des Proteins besser als die bei anderen Methoden war, wurden nur mit
dieser Methode die WAX9-Proteine und CPP weitergereinigt. Einen wichtigen anderen
Vorteil bietet die Verwendung der Amberlite XAD7-Matrix: Die getrockneten
Proteinfraktionen konnen bis 4 Monaten im Kuhlschrank aufbewahrt werden und aktiv

bleiben.
4.6 Molekulargewichtsbestimmung von CPP und WAX9-Proteinen

Um eine Antwort auf die Frage zu erhalten, wie groR die CPP und WAX9-Proteine sind,
wurde der Gelfiltrationsversuch durchgefiihrt. Als Gelfiltrations-Matrix wurde Fractogel TSK
HW-50s verwendet. Eine grof’e Saule von 100 cm wurde mit Gelmatrix gepackt, mit 50 mM
Tris-HCI pH 8 aquilibriert und mit bekannten Standard Proteinen geeicht. Jedes Protein hat

ein bestimmtes Elutionsvolumen (Abb. 17), das dem Molekulargewicht dieses Proteins

entspricht.
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Abbildung 17: Darstellung der Standardproteine nach Fractogel-Saule

67



Ergebnisse

Tabelle 11: Molekulargewicht und Elutionsvolumen verschiedener Proteine

Protein MW Da Log MW Elutionsvolumen ml
BSA 69000 4.84 49
Ovalbumin 45000 4.65 59.5
Tr. Inhibitor 22000 4.34 82.5
Myoglobin 17000 4.23 92
Insulin 5700 3.75 149

Eine Beziehung zwischen Elutionsvolumen des Proteins und seinem log Molekulargewicht

wurde in

der Tabelle 11 und der Abbildung. 18 gezeigt.
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Abbildung 18: Eichkurve der Fractogel-TSK HW-50(S)-Saule

ausgefallten Wirsingkohlproteinlésung wurden ca. 100 ml genommen, zweimal
iert, iber PD10 S&ulen entsalzt und anschlielend auf der Fractogelsdule beladen. Mit
GradiFracto-System wurde die Aufzeichnung in Abb. 19 dargestellt.

19 zeigt drei deutliche Peaks. Durch einen Vergleich mit der Eichkurve findet man,
erste groRBe Peak (Fr. 11) einem Molekulargewicht von 34-35 KDa, der zweite (Fr.
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12) einem von 28-29 KDa, und der dritte (Fr. 20) einem von 7-8 KDa entspricht. Auf dem Gel
konnten viele Banden erkennbar gezeigt werden, welche auch mit dem WAX9-Antikdrper
reagierten und auf der Membran im Bereich von 6-14 KDa gezeigt werden. Diese Ergebnisse
stimmen teilweise mit den Ergebnissen von Hincha, 1989 (berein. Hincha hat fur die
Gelfiltration das Material Sephacryl S-200 benutzt, und hat gefunden, dass das CPP ein
Molekulargewicht von 28.5 KDa besitzt (Hincha et al 1989b). Die Fraktionen wurden mit

dem Speed Vac-Gerét konzentriert und wurde ein Frostschutz-Test fur alle CPP-Fraktionen

durchgefiihrt.
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Abbildung 19: CPP nach Fractogel und Coomassie Gel
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Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von CPP wéhrend der Auftrennung mit
der Gelfiltration tber Fractogel-Matrix und ein Coomassie geférbtes Polyacrylamid-Gel der
CPP-Fraktionen nach der Filtration. 20 ml Hitze-behandelte und mit Ammoniumsulfat
gefallte CPP-Kohlextrakt wurde mit einem pH-Wert von 2 (mit TFA) in 0.1 % TFA
aufgenommen und auf die Amberlite XAD-Sdule (H6he 10 cm, Durchmesser 1 cm mit
Bettvolumen von 4-5 ml) aufgetragen. Die gebundenen Proteine wurden mit 0.1 % TFA, 40
% CH3CN eluiert. Das Eluat wurde mit Tris-Base auf pH 8 neutralisiert und beim Speed Vac
fiir 5-7 Stunden oder 0. N wurde das Acetonitril verdampft. Die getrocknete CPP von 1mg/ml
wurde in 50 mM Trispuffer pH 8 aufgenommen und auf die Fractogelséule aufgetragen. Die
gesammelten CPP-Fraktionen wurden unter Vakuum konzentriert. Der Frostschutztest und die
Auftrennung durch SDS-Gele wurden durchgefuhrt.

Wahrend die Fraktion 12 mit einem Molekulargewicht von 28 KDa die hoéchste
Frostschutzaktivitat von 36 % hatte, zeigte die Fraktion 13 mit einem Molekulargewicht von
35 KDa ca. 32 % Frostschutzaktivitat und die Fraktion 20 mit dem Molekulargewicht von 7-8
KDa eine geringe Frostschutzaktivitdt von ca. 24 %. Es konnte sein, dass das CPP ein
Pentamerprotein oder Tetramerprotein ist, so dass jede Untereinheit ca. 7 KDa betrug. Nach
dieser Analyse stellt die kleinste Grofie des CPP ein Monomer, der Zweite ein Tetramer von 4

Untereinheiten und das GroRte ein Pentamer von 5 Untereinheiten dar.

Der gleiche Gelfiltrationsversuch wurde fur alle WAX9-Proteine durchgefthrt, um ihr
Molekulargewicht zu bestimmen. Durch einen Vergleich mit der Eichkurve zeigten die
Experimente, dass fir alle WAX9-Proteine zwei Peaks aufgezeichnet wurden. Der erste Peak
entspricht einem Molekulargewicht von 14-19 KDa, der zweite Peak einem von 7-12.5 KDa
(Abb. 20 bis 23). Die gesammelten Fraktionen wurden unter Vakuum konzentriert und jede
Fraktion mit Probenpuffer gelost, davon wurden 20 ul pro Tasche auf dem Polyacrylamid-Gel
aufgetragen und ca. 1.5 Stunden bei 150 V aufgetrennt. Auf der Membran konnte man
erkennbar Banden bemerken, die ein Molekulargewicht zwischen 6-14 KDa hatten. Es kdnnte
sein, dass die WAX9-Proteine dimere Proteine mit 6-7 KDa pro Untereinheit sind. Wegen der

Mengeprobleme konnte keine Aktivitdt von WAX9-Proteinen gemessen werden.
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Abbildung 20: Molekulargewichtsbestimmung von WAX9E Uber Fractogelsaule

Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von WAX9E wahrend der Gelfiltration
Uber Fractogel-Matrix und ein Coomassie geféarbtes Polyacrylamid-Gel. Die gesammelten
Fraktionen wurden unter Vakuum konzentriert und jede Fraktion mit Probenpuffer gel6st,

davon wurden 20 pl pro Tasche auf dem Polyacrylamid-Gel aufgetragen und ca. 1.5 Stunde
bei 150 V aufgetrennt.
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Abbildung 21: Molekulargewichtsbestimmung von WAX9A Uber Fractogelsaule

Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von WAX9A wahrend der Gelfiltration
Uber Fractogel-Matrix und ein Coomassie geféarbtes Polyacrylamid-Gel. Die gesammelten
Fraktionen wurden unter Vakuum konzentriert und jede Fraktion mit Probenpuffer gel6st,
davon wurden 20 pl pro Tasche auf dem Polyacrylamid-Gel aufgetragen und ca. 1.5 Stunde
bei 150 V aufgetrennt.
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Abbildung 22: Molekulargewichtsbestimmung von WAX9B Uber Fractogelsaule
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Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von WAX9B wéhrend der Gelfiltration
Uber Fractogel-Matrix und ein Coomassie geféarbtes Polyacrylamid-Gel. Die gesammelten
Fraktionen wurden unter Vakuum konzentriert und jede Fraktion mit Probenpuffer gel6st,
davon wurden 20 pl pro Tasche auf dem Polyacrylamid-Gel aufgetragen und ca. 1.5 Stunde
bei 150 V aufgetrennt.
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Abbildung 23: Molekulargewichtsbestimmung von WAX9D (ber Fractogelsaule

Beispiel einer Aufzeichnung eines Chromatogramms von WAX9D wahrend der Gelfiltration
Uber Fractogel-Matrix und ein Coomassie geféarbtes Polyacrylamid-Gel. Die gesammelten
Fraktionen wurden unter Vakuum konzentriert und jede Fraktion mit Probenpuffer gel6st,
davon wurden 20 pl pro Tasche auf dem Polyacrylamid-Gel aufgetragen und ca. 1.5 Stunde
bei 150 V aufgetrennt.
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4.7 Frostschutzaktivitat von WAX9-Proteinen

Der Frostschutztest wurde bei den nach Reverse-Phase-Chromatographie tber die Amberlite
XDAT7-Matrix gesammelten WAX9A/B/D/E und WAX9Am-Proben sowie bei der
Negativkontrollprobe  (Pichia pastoris Wild Typ X33) durchgefiihrt, deren
Elutionschromatogramme in den Abbildungen 15 und 16 dargestellt wurden. Ein Paralleltest
mit Kohlextrakt (CPP) als Positivkontrolle wurde bei allen Tests durchgefiihrt. Die
Proteinkonzentrationen (1 mg/ml) der WAX9-Proben und des Kohlextrakts CPP wurden mit
Hilfe der Bradford-Methode bestimmt. Wie in 3.6.10 beschrieben wurde, bestehen die
Versuchansdtze aus 100 pl Thylakoidsuspension von 1 mg Chlorophyll/ml und 100 pl
Proteinprobe, so dass die Endkonzentration des getesteten Proteins halbiert wird. Die

Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung aufgefuhrt.
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Abbildung 24: Frostschutzaktivitat des CPP und von WAX9-Proteinen

Die nach Reverse-Phase-Chromatographie Uber Amberlite XAD7-Matrix gesammelten
WAX9-Proteine und CPP wurden nach der Verdampfung des Acetonitrils Giber Speed Vac mit
der Probenlésung (10 mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,) resuspendiert und tber
NAP5-Sdule entsalzt. Die Proteinproben wurden von einer 1 mg/ml Proteinstammldsung
genommen. 100 pl Thylakoidsuspension (von 1 mg Chlorophyll/ml) wurde mit 100 pl
Proteinprobe 2-3 Stunden bei -20 °C eingefroren, so dass die Endkonzentration des getesteten
Proteins 0.5 mg/ml betrug, aufgetaut und die Frostschutzaktivitat gemessen. Die Ergebnisse
stellen den Mittelwert mit der Standardabweichung von drei getesteten Proben dar.

Die Abb. 24 zeigt die Aktivitatswerte aller getesteten Proben. WAX9D zeigt als Bestandteil
des Kryoprotektins (Hincha et al. 2001) eine kryoprotektive Wirkung von ca. 43.5 %,
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Kohlextrakt eine von 70.2 %. WAX9B zeigt die ungeféhr gleiche Aktivitat wie WAX9D.
WAX9E, WAX9A und WAX9Am, die in der vorliegenden Arbeit Uberexprimiert und
getestet wurden, hatten keinen Frostschutzeffekt. Wie Schilling 2003 gezeigt hat, wies
WAXOE in E. coli tberexprimiert keine Aktivitat auf. Die Negativkontrolle Pichia pastoris
X33-Probe wies auch keine Frostschutzaktivitat auf und dies zeigt, dass native Hefeproteine
keine kryoprotektive Wirkung besitzen. Die Gefrierschutzaktivitat a&ndert sich nicht weder mit

noch ohne Calcium und Mangan-lonen in Probenlésung.

Unter der Annahme, dass sich die Frostschutzaktivitat linear zu der Proteinkonzentration
verhadlt (Hincha & Schmitt 1992a) wurden die spezifischen Frostschutzaktivitaten pro mg

Proteindquivalent berechnet, um die Proben zu vergleichen.

Tabelle 12: Spezifische Frostschutzaktivitaten der WAX9-Proteine und CPP

Protein % Frostschutz fiir 0.5 mg/ml  Konz. mg/ml fiir 100% Frostschutz
CPP 70.2 0.712
WAX9A 4.4 11.36
WAX9B 44.2 1.13
WAX9D 435 1.14
WAX9E 3.4 14.7
WAX9AM 3.6 13.8

Die Tabelle 12 stellt die Werte der spezifischen Frostschutzaktivitdten der WAX9-Proteine
sowie die theoretischen Proteinkonzentrationen, die 100 % Frostschutz gewéhrleisten, dar.
Die verwendeten Endkonzentrationen der Proteine in den Versuchsansdtzen betrugen 0.5
mg/ml. Die 2. Spalte stellt die gemessenen Aktivitaten dar. Die Proteinkonzentrationen, die
100 % Frostschutzaktivitdt ermdéglichen, wurden in Spalte 3 ermittelt. Mit einer
Proteinkonzentration von 0.712 mg/ml zeigt der Kohlextrakt die hochste Aktivitat, die 100 %
Frostschutz gewaéhrleistet. Der aufgearbeitete Kohlrohextrakt nach Reverse-Phase-
Chromatographie wies spezifische Frostschutzaktivitat von 372 % pro mg Protein auf (Sieg et
al 1996). Bei Hincha 2002 wies das von Cabbage isolierte CPP eine spezifische
Frostschutzaktivitdt von 266 % pro mg Protein (Hincha 2002). De Oliveira-Funk hat
gefunden, dass WAXAD in vitro einen kryoprotektiven Effekt von 70 %, WAX9E von 37 %
und das CPP von 273 % pro mg/ml besitzen (De Oliveira-Funk 2005).

Die aufgearbeitete Kohlextraktprobe nach Reverse-Phase-Chromatographie wies in dieser
Arbeit eine spezifische Frostschutzaktivitit von 140.4 % pro mg Protein auf. Der
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Messungsunterschied der spezifischen Frostschutzaktivitaten im Vergleich mit Sieg et al 1996
und Hincha 2002 koénnte auf die Isolierung des Kohlextrakts zuriickzufiihren sein. Die
Frostschutzaktivitat kann auch von einem Kohlextrakt zum anderen unterschiedlich sein. Die
WAX9D-, WAX9B-Proben zeigen mit ca. 1.13 mg/ml Proteinkonzentration die hdchste
Aktivitdt (100 % Frostschutz) der Uberexprimierten Proteine. Die beiden WAX9D und
WAX9B zeigten eine spezifische kryoprotektive Wirkung von ca. 87 % pro mg bei WAX9D
und von 88.4 % pro mg bei WAX9B. Diese Wirkungen waren gering im Vergleich mit dem
Kohlextrakt (140.4 % pro mg Protein). Schilling zeigte auch, dass das in E. coli exprimierten
WAXOID eine sehr hohe Frostschutzaktivitat mit einem gemessenen Wert von 57 % pro 15 pg
Protein (3800 % pro mg Protein) besitzt (Schilling 2003).WAX9E zeigt keine oder sehr
geringe Frostschutzaktivitat, was mit den Ergebnissen von Schilling Gbereinstimmt. WAX9A,
WAX9AmM wiesen sehr geringe Frostschutzaktivitat auf. Schilling konnte aber eine klare
Frostschutzaktivitat fir WAX9A messen.

Tabelle 13: Frostschutzaktivitaten von verschiedenen Molekulen

% Frostschutz CPP WAX9A  WAX9B WAX9D WAX9E
pro 1 mg/ml
In dieser Arbeit 140.4 8.8 88.4 87 6.8
Schilling 2003 - - - 3800 0
Sieg 1996 375 - - - -
Hincha 2002 266 - - - -
De Oliveira-Funk 273 - - 70 37

Es wurde auch eine Beziehung zwischen den Proteinkonzentrationen und den WAX9/CPP-
Proben dargestellt. Verdinnungsreihen von Proteinkonzentrationen wurden mit Probenldsung
erstellt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Frostschutzaktivitat in Abhangigkeit mit der Proteinkonzentration

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine und CPP wurden nach der
Verdampfung des Acetonitrils tiber Speed Vac mit der Probenlésung (10 mM Saccharose, 1
mM MnCl,, 1 mM CaCly) resuspendiert und uber NAP5-Saule entsalzt. Eine
Proteinkonzentrationsreihe (0-1mg/ml) wurde genommen. 100 pl Thylakoidsuspension (von 1
mg Chlorophyll/ml) wurden mit 100 ul Proteinprobe 2 Stunden bei -20 °C eingefroren,
aufgetaut und die Frostschutzaktivitat gemessen.

Bis zu 0.5 mg/ml zeigen die WAX9B und WAX9D ansteigende Beziehung zwischen den
Proteinkonzentrationen und den gemessenen Frostschutzaktivitaten. Die Beziehung bleibt so
stabil bis zu 0.7 mg/ml, dann beginnt die Sattigung. Der Konzentrationseffekt bei CPP-Proben
steigt ebenfalls bis 0.5 mg/ml und ist starker ausgeprégt als bei WAX9D/WAX9B. Bei allen
niedrigen bzw. hohen Proteinkonzentrationen von WAX9E, WAX9A, und WAX9Am konnte
keine oder nur sehr geringe kryoprotektive Aktivitit nachgewiesen werden.

4.8 Lipidtransferaktivitat von WAX9-Proteinen

Die in diesem Teil der Arbeit durchgeflihrten Experimente zeigen eine Lipidtransferaktivitat
bei WAX9- und CPP-Proben, die nach Reverse-Phase-Chromatographie tber Amberlite
XAD7-Matrix gesammelt wurden. Fir die Durchfuhrung des LTP-Tests wurden 10 pl
Donorvesikel, 10 pl Akzeptorvesikel und 2 ml TES-Puffer in einer Messkiivette gemischt.
50ul von der 1mg/ml Proteinstammlésung wurden zu der Mischung hinzugefiigt (25 pg
Proteinendkonzentration/ml), zusammen gemischt und mit Fluorimeter gemessen. Eine Pichia
pastoris Wild Typ X33-Probe wurde als Negativkontrolle getestet. Nach der Messung wurde
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der Unterschied AF/min zwischen dem ersten Wert (0 Sekunden) und dem letzten Wert (60
Sekunden) genommen. Ein hoher Wert fiir AF/min entspricht also einer hohen Lipid-Transfer-

Aktivitat. Die Lipidtransferaktivitatswerte sind in der Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: LTP-Test WAX9 und CPP-Proben

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine und CPP wurden nach der
Neutralisierung in einer UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge unter Vakuum (i. N)
gehalten, um das CH3CN zu verdampfen. Die getrockneten Protein-Proben wurden mit
Probenlésung (10 mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,) gelost, Gber NAP5-Séulen
entsalzt und mit LTP-Test gepruft. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der
Standardabweichung von drei getesteten Proben dar. AF pro Min = Veranderung der
Fluoreszenz pro Minute.

Die Abb. 26 zeigt die Lipidtransferaktivitdtswerte der WAX9-Proben und CPP, die
Bindungsaffinitdt zu der Amberlitematrix aufwiesen und mit dem Elutionspuffer eluiert
wurden. Die Endkonzentration des Proteins betrug 25 pg/ml. Die in Pichia pastoris
Uberexprimierten WAX9A, WAX9E und WAX9Am besitzen die héchsten Lipidtransferwerte
mit ca. 73 AF pro min. Sie zeigen deutlich den Charakter der Lipidtransferproteine. Die
WAX9D, WAX9B und CPP haben schwache Lipidtransfer-Aktivitatswerte von 5 bis 6 AF
pro min. Die Negativkontrolle (Pichia pastoris Wild Typ X33) wies keine
Lipidtransferaktivitat auf und dies zeigt, dass weder native Hefeproteine noch Proteine aus

dem Kulturmedium die Messungen der WAX9-Proteinproben stéren bzw. verfalschen.

Es wurde eine spezifische Lipidtransfer-Aktivitat pro mg Proteindquivalent berechnet, um die

Proteinproben zu vergleichen.
78



Ergebnisse

Tabelle 14: Spezifische Lipidtransferaktivitat der WAX9-Proteine und CPP

LTP LTP1
Protein 25ug/ml mg/mi
CPP 6.2 248
WAX9A 71.3 2852
WAX9B 5.2 208
WAX9D 7.2 288
WAX9E 73.4 2936
WAX9AmM 72.7 2908

Die Tab. 14 stellt die Werte der Lipidtransferaktivitat der WAX9- und CPP-Proben pro
Versuchansatz sowie die theoretischen spezifischen Lipidtransferaktivitit AF/min pro mg
Protein dar. Die verwendeten Konzentrationen der Proteine in den Versuchsansétzen betrugen
0,025 mg/ml. Die 2. Spalte stellt die gemessenen Aktivitaten dar. Es wurden Lipidtransfer-
Aktivitdtswerte AF/ min pro mg Protein berechnet (Spalte 3). Die Experimente zeigen bei
WAX9E, WAX9A und WAX9AmM den ungeféhr gleichen Lipidtransferaktivitatswert (von
2850-2936 AF/min pro mg). Bei Schilling besitzen die in E .coli tberexprimierten WAX9-
Proteine eine ahnliche spezifische Aktivitat von 2933 AF/min pro mg fiir WAX9E. WAX9A
zeigte bei Schilling keine Lipidtransfer-Aktivitat. Die in dieser Arbeit verwendeten WAX9B,
WAX9D-Proteine zeigten mit 208-288 AF/min pro mg Protein eine nahe Aktivitit zu der von
dem isolierten Kryoprotektin (CPP) aus dem Kohlextrakt (248 AF/min pro mg Protein).

Tabelle 15: Lipidtransferaktivitat von verschiedenen Molekulen

LTP 1 mg/ml CPP WAX9A WAX9B WAXID WAX9IE
Schilling 2003 0 267 267 2933
De Oliveira-Funk 255 288 1800
In vorliegender Arbeit 248 2852 208 288 2936

Unter der Annahme des Einflusses der Proteinkonzentration auf die Wirksamkeit wurde eine
Beziehung zwischen Lipidtransferaktivitdt und Proteinkonzentrationen der WAX9 und CPP-
Proben dargestellt (Abb. 27). Die Verdunnungsreihen wurden mit Testpuffer erstellt.
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Abbildung 27: Lipidtransferaktivitat in Abhangigkeit mit der Proteinkonzentration

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine und CPP wurden nach der
Verdampfung des Acetonitrils tiber Speed Vac mit der Probenlésung (10 mM Saccharose, 1
mM MnCl;, 1 mM CaCl,) resuspendiert, tber NAP5-Sdule entsalzt und fur LTP gepriift. Die
Ergebnisse stellen den Mittelwert von drei getesteten Proben dar. AF pro Min =Verénderung
der Fluoreszenz pro Minute.

Die Proteinendkonzentrationen wurden mit der Bradford-Methode ermittelt. Bei der
gemessenen Lipidtransferaktivitait von WAX9A, WAX9E und WAX9Am gab es einen
deutlichen Anstieg bis zur letzten Konzentration. Bei allen Proteinkonzentrationen von
WAX9B, WAX9D und CPP konnte keine oder nur sehr geringe Lipidtransfer-Aktivitaten (bis

ca. 7 AF pro min) nachgewiesen werden.

4.9 Prifung der Aktivitaten mit und ohne Calcium und Mangan-lonen

(Sieg et al 1996) zeigten, dass Kryoprotektin kationenabhéngig ist. Es bendtigt zur Aktivitat
sowohl Calcium als auch Mangan und ist mit dieser Eigenschaft einigen Lektinen aus
Leguminosen &hnlich, die ebenfalls Calcium- und manganabhangig sind. Die
Frostschutzaktivitdt von CPP bzw. Wax9-Proteinen wurde in dieser Arbeit mit und ohne

Kationen gepruft. Es konnte keine unterschiedliche Gefrierschutzaktivitdt wvon
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kryoprotektiven WAX9-Proteinen und auch von CPP mit und ohne Calcium und Mangan-

lonen nachgewesen werden (Abb. 28).
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Abbildung 28: Die Frostschutzaktivitat mit und ohne Kationen

Die nach Reverse-Phase-Chromatographie uber Amberlite XAD7-Matrix gesammelten
WAX9-Proteine und CPP wurden nach der Verdampfung des Acetonitrils tber Speed Vac mit
Probenlésung (ohne und mit Kationen) resuspendiert und tber NAP5-Sdule entsalzt. Die
Proteinproben wurden von einer 1 mg/ml Proteinstammlésung genommen. 100 pul
Thylakoidsuspension (von 1 mg Chlorophyll/ml) wurde mit 100 ul Proteinprobe 2-3 Stunden
bei -20 °C eingefroren, so dass die Endkonzentration des getesteten Proteins 0.5 mg/ml
betrug, aufgetaut und die Frostschutzaktivitdit gemessen. Die Ergebnisse stellen den
Mittelwert mit der Standardabweichung von drei getesteten Proben dar.

Die Lipidtransfer-Aktivitat der WAX9-Proteine bzw. CPP in Gegenwart von Calcium und

Mangan-lonen wurde leicht verringert (Abb. 29).
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Abbildung 29: Lipidtransferaktivitat mit und ohne Kationen

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine und CPP wurden nach der
Neutralisierung in einer UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge unter Vakuum (U. N)
gehalten, um das CH3CN zu verdampfen. Die getrockneten Protein-Proben wurden mit
Probenlésung (ohne und mit Kationen) geldst, Uber NAP5-S&ulen entsalzt und mit LTP-Test
geprift. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der Standardabweichung von drei
getesteten Proben dar. AF pro Min = Veranderung der Fluoreszenz pro Minute.

4.10 Mischung aller WAX9-Proteine und Prifung der Aktivitaten

Um zu sehen ob die Mischung von mehreren WAXO9-Proteinen eine Rolle bei der
Frostaktivitat sowie bei der Lipidtransfer-Aktivitat spielen, wurde dieser Test durchgefiihrt.
Die kryoprotektiven WAX9B und WAX9D Proteine und die LTPs WAX9A und WAX9E
wurden zusammengemischt und erst auf LTP-Tests getestet. Die Ergebnisse sind in der

folgenden Abbildung gezeigt.
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Abbildung 30: Lipidtransferaktivitat der Mischung von WAX9-Proteinen

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine wurden nach der
Neutralisierung in einer UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge unter Vakuum (U. N)
gehalten, um das CH3CN zu verdampfen. Die gereinigten Proteinproben wurden mit
Probenlésung (10 mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,) gel6st, tber NAP5-S&ulen
entsalzt und mit LTP-Test gepriift. Die WAX9-Proteine wurden zusammen und einzeln im
LTP-Test geprift. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der Standardabweichung von
drei getesteten Proben dar. AF pro Min =Verénderung der Fluoreszenz pro Minute.
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Die Abbildung 30 zeigt, dass die Mischung von WAX9A und WAXO9E eine hohere
Lipidtransfer-Aktivitat verglichen mit den einzelnen Proteinen aufweist. Zwischen der
Mischung der beiden LTPs (WAX9A, WAX9E) und der Mischung aller WAX9-Vertreter gab
es keinen oder nur einen geringen Unterschied in der Lipidtransfer-Aktivitat, was uns zeigen
kann, dass die kryoprotektiven WAX9B und WAX9D keine Beeinflussung auf die
Lipidtransfer-Aktivitat der LTPs WAX9A und WAXO9E hatten.

Um zu sehen, ob die LTPs WAX9A und WAXOE die kryoprotektiven Proteine WAX9B und
WAX9D ohne eigene kryoprotektive Aktivitat beeinflussen oder nicht, wurde eine Mischung
von beiden kryoprotektiven bzw. die LTPs herstellt und auf Frostschutzaktivitét gepruft. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 31 gezeigt.
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Abbildung 31: Frostschutzaktivitat der Mischung von WAX9-Proteinen

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine wurden nach der
Neutralisierung in einer UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge unter Vakuum (U. N)
gehalten, um das CH3CN zu verdampfen. Die getrockneten Protein-Proben wurden mit
Probenlésung (10 mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,) gelost, tber NAP5-S&ulen
entsalzt und mit Frostschutztest gepriift. Die WAX9-Proteine wurden zusammen und einzeln
im  Frostschutz-Test gepruft. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der
Standardabweichung von drei getesteten Proben dar.

Die Abb. 31 zeigt, dass die Mischung von beiden kryoprotektiven Proteinen WAX9B und

WAXO9D eine hohere Frostschutzaktivitit verglichen mit den einzelnen Proteinen besitzt.
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Zwischen der Mischung der beiden kryoprotektiven Proteine (WAX9B und WAX9D) und der
Mischung aller WAX9-Vertreter gab es keinen oder nur einen geringen Unterschied in der
Frostschutzaktivitdt, was uns zeigen kann, dass die LTPs WAX9A und WAXO9E Kkeine
Beeinflussung auf die kryoprotektive Aktivitdt der WAX9B und WAX9D hatten. Die
Mischung von den beiden kryoprotektiven WAX9B und WAX9D Proteinen zeigte die gleiche
Frostschutzaktivitat wie CPP (ca. 70 %).

4.11 Bindungsstudien von WAX9 und CPP an den Thylakoidmembranen

Nach der Inkubation der WAX9-Proteine bzw. von Kohlextrakt (wie unter 3.6.12) mit den
Thylakoiden wurde die Mischung mehrmals zentrifugiert und das Pellet gewaschen. Um das
Protein zu konzentrieren und das Chlorophyll zu l6sen, wurden die Proben vor der
Elektrophorese mit dem vierfachen Volumen 100 % Aceton behandelt. Auf die Anwesenheit
des Proteins im Pellet und auch im Uberstand wurden die Proben mittels SDS-PAGE und
Western-Blot getestet. Wenn das Protein im Uberstand blieb, bedeutete dies, dass es nicht an
die Thylakoide bindet. Wenn das Protein an den Thylakoidmembranen bindet, erscheint es
auf den Pelletproben und nicht mehr in den Uberstandproben (Abb. 32-36).
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Abbildung 32: Bindungsversuch von WAX9D/WAX9E mit Thylakoidmembranen

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 3) wurde eine Mischung (500 ul) von
WAXID/WAXO9E Proteinen (100pg) mit den Thylakoidmembranen (100 pg Chlorophyll) in
5x Eppies fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm fiir 5 min)
wurden der Uberstand und das Pellet eines Eppis bei SDS-PAGE und Western-Blot getestet.
Die Uberstande der anderen 4x Eppies wurden weggenommen und die Pellets mit 300 pl
neuem Puffer gewaschen und nochmal zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 4-5 Mal
wiederholt. Die Proben wurden mit 1 ml 100 % Aceton fur 1 Stunde in -20 °C inkubiert. Nach
der Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 50 ul Probenpuffer resuspendiert
und fir 10 min bei 100 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 25 ul pro Geltasche aufgetragen,
ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-Membran (bertragen.
9D=WAX9D, 9E=WAXO9E, Thy=Thylakoide, P=Pellet, U=Uberstand, Mix = Mischung
zwischen Protein und Thylakoiden.
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Kryoprotektin WAX9B W= LTP WAX9A
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Abbildung 33: Bindungsversuch von WAX9B/WAX9A mit Thylakoiden

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 3) wurde eine Mischung (500 ul) von
WAX9IB/WAXID Proteinen (100ug) mit den Thylakoidmembranen (100 pg Chlorophyll) in
4x Eppies fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm X 5 min)
wurden der Uberstand und das Pellet eines Eppis bei SDS-PAGE und Western-Blot getestet.
Die Uberstiande der anderen 4x Eppies wurden weggenommen und die Pellets mit 300 pl
neuem Puffer gewaschen und nochmal zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 4-5 Mal
wiederholt. Die Proben wurden mit 1 ml 100 % Aceton fiir 1 Stunde in -20 °C inkubiert. Nach
der Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 50 ul Probenpuffer resuspendiert
und fir 10 min bei 100 °C inkubiert. Anschliefend wurden 25 ul pro Geltasche aufgetragen,
ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-Membran (bertragen.
9B=WAX9B, 9A=WAX9A, Thy=Thylakoide, P=Pellet, U=Uberstand, Mix=Mischung
zwischen Protein und Thylakoiden.

Wie man in den Abbildungen 32 und 33 erkennen kann, wiesen bei den Banden, die beli
einem Molekulargewicht von 6-14 KDa detektierbar sind, alle WAX9-Proteine eine Bindung
an die Thylakoide auf. WAX9B und WAX9D erscheinen immer in Pellets und nicht mehr ab
dem zweiten Waschschritt in Uberstanden, so dass die Proteine beim Waschen der
Thylakoide nicht wieder entfernt wurden. WAX9A und WAX9E wurden beim Waschen

entfernt und sind immer in Uberstianden bis zum letzten Waschschritt erschienen.

Der Kohlextrakt bleibt auch immer im Pellet und erscheint nicht ab dem zweiten Waschschritt
im Uberstand (Abb. 34). Das bestétigt, dass das Kryoprotektin CPP sich wie das WAX9D und
WAX9B verhélt und besser als die LTPs WAX9A und WAXOE an der Thylakoidmembranen
bindet.
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Abbildung 34: Bindungsversuch zwischen CPP und Thylakoidmembranen

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 3) wirde eine Mischung (500 ul) von
gereinigtem Kohlextrakt CPP (100ug) mit den Thylakoidmembranen (100 pg Chlorophyll) in
4x Eppies fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm x 5 min)
wurden der Uberstand und das Pellet eines Eppis bei SDS-PAGE und Western-Blott getestet.
Die Uberstande der anderen 4x Eppies wiirden weggenommen und die Pellets mit 300 pl
neuem Puffer gewaschen und nochmal zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 4-5 Mal
wiederholt. Die Proben wurden mit 1ml 100 % Aceton fur 1 Stunde in -20 °C inkubiert. Nach
der Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 50 pl Probenpuffern resuspendiert
und fir 10 min bei 100 °C inkubiert. Anschlielend wurden 25 ul pro Geltasche aufgetragen,
ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-Membran Ubertragen.
CPP=Kohlextrakt Thy=Thylakoide, P=Pellet, U=Uberstand, Mix=Mischung zwischen CPP
und Thylakoiden.

Bei einem anderen Versuch, der durchgefuhrt wurde, wurde jedes Mal eine neue Thylakoide
nach der Zentrifugation zu dem Uberstand hinzugefiigt, um zu sehen, ob das iibrige Protein

im Uberstand wieder an die neue Thylakoide bindet oder nicht.
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Abbildung 35: Zweite Bindungsversuch von WAX9E/D mit Thylakoiden
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Eine Mischung (500 ul) von WAX9E/WAX9D-Proteinen (100 pg) wurde flr 15 Minuten auf
Eis mit den Thylakoidmembranen (100 pg Chlorophyll) inkubiert und bei 14000 rpm fir 5
min zentrifugiert. Es wurden flr jede Proteinprobe 4x Eppis eingesetzt (wie in Material und
Methoden 3.6.12 Abbildung 4). Das gesamte Pellet und der gesamte Uberstand eines Eppis
wurden mit SDS-Gel und Western-Blot getestet. Die Uberstande der anderen Eppies wurden
genommen und jeweils neue Thylakoide (100 pg Chlorophyll) hinzugefiigt und wieder
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 3-4-mal wiederholt. Das gesamte Pellet und der gesamte
Uberstand der gepriiften Eppis wurden jeweils mit 1ml 100 % Aceton fiir 1 Stunde in -20 °C
inkubiert. Nach der Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 100 pl
Probenpuffer resuspendiert und fur 10 min bei 100 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 25 pl
pro Geltasche aufgetragen, ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-
Membran tibertragen. 9D=WAX9D, 9E=WAX9E, Thy=Thylakoiden, P=Pellet, U=Uberstand,
Mix=Mischung zwischen Protein und Thylakoiden.
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Abbildung 36: Zweite Bindungsversuch von 9A/9B mit Thylakoiden

Eine Mischung (500 ul) von WAX9A/WAX9B-Proteinen (100 ug) wurde fir 15 Minuten auf
Eis mit den Thylakoidmembranen (100 pg Chlorophyll) inkubiert und bei 14000 rpm fir 5
min zentrifugiert. Es wurden flr jede Proteinprobe 4x Eppis eingesetzt (wie in Material und
Methoden 3.6.12 Abbildung 4). Das gesamte Pellet und der gesamte Uberstand eines Eppis
wurden mit SDS-Gel und Western-Blot getestet. Die Uberstinde der anderen Eppies wurden
genommen und jeweils neue Thylakoide (100ug Chlorophyll) hinzugefiigt und wieder
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 3-4-mal wiederholt. Das gesamte Pellet und der gesamte
Uberstand der gepriiften Eppis wurden jeweils mit 1ml 100 % Aceton fiir 1 Stunde in -20 °C
inkubiert. Nach der Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 100 pl
Probenpuffer resuspendiert und fir 10 min bei 100 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 25 pl
pro Geltasche aufgetragen, ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-
Membran Gbertragen 9A=WAX9A, 9B=WAX9B, Thy=Thylakoiden, P=Pellet, U=Uberstand,
Mix=Mischung zwischen Protein und Thylakoiden.

Die Abbildungen 35 und 36 zeigen, dass WAX9B, WAX9D ab dem zweiten Waschschritt
nicht in den Uberstinden vorhanden waren. Wahrend WAX9A, WAX9E immer in den
Uberstanden bis zum letzten Waschschritt blieb. Das heit: WAX9B und WAX9D, die
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kryoprotektive Wirkung zeigten, wiesen eine stabile Membranbindung mit den
Thylakoidmembranen auf und WAX9A und WAXOE, die Lipidtransferaktivitit hatten,
zeigten keine stabile Membranbindung mit den Thylakoiden. Sror hat experimentell eine
Membranbindung gefunden und zeigte, dass die kryoprotektive Wirkung sich als resistent
gegen die Waschschritte erwies (Sror et al 2003).

Es wurde die Bindungsfahigkeit zwischen den WAX9E/WAX9D-Proteinen und
Thylakoidmembranen mit und ohne Calcium und Mangan geprift. Nach der Inkubation der
WAX9-Proteine und mit den Thylakoiden wurde die Mischung zentrifugiert und das Pellet
gewaschen. Die Proben wurden mittels SDS-Gelen und Western-Blot wie in der ndchsten
Abbildung gepraft.

WAX9D Ohne Kationen 36.5 Mit Kationen
31
21
L 14.4
) & (

3 5 R ) | e wil
9D Thy Mix U1 P1 U2 P2 U3 P3 U4 P4 9D Thy Mix U1 P1 U2 P2 U3 P3 U4 P4
WAX9E  Ohne Kationen Mit Kationen

'36.5
31
21
14.4
‘ o 6 ' ®3¢

9E Thy Mix U1 P1 U2 P2 U3 P3 U4 P4 9E Thy Mix U1 P1 U2 P2 U3 P3 U4 P4

Abbildung 37: Bindungsversuch von 9E/9D mit Thylakoiden mit und ohne Kationen

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 3) wurde eine Mischung (500 ul) von
WAXI9D/WAX9E-Proteinen (100ug) mit den Thylakoidmembranen (100 pug Chlorophyll) in
4x Eppies fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm fur 5 min)
wurden der Uberstand und das Pellet eines Eppis mit SDS-PAGE und Western-Blot getestet.
Die Uberstiande der anderen 4x Eppies wurden weggenommen und die Pellets mit 300 pl
neuem Puffer gewaschen und nochmal zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 4-5 Mal
wiederholt. Die Proben wurden mit 1 ml 100 % Aceton fur 1 Stunde in -20 °C inkubiert. Nach
der Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 50 pl Probenpuffer resuspendiert
und fir 10 min bei 100 °C inkubiert. Anschliefend wurden 25 ul pro Geltasche aufgetragen,
ca. 1 Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-Membran Gbertragen.
9D=WAX9D, 9E=WAXO9E, Thy=Thylakoide, P=Pellet, U=Uberstand, Mix=Mischung
zwischen Protein und Thylakoiden.
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Wie die Abbildung 37 zeigt, blieb das lipidtransferaktive WAX9E immer in Uberstanden bis
zum letzten Waschschritt und zeigte auf den Membranen einen starken Signal in den Proben,
die Kationen enthalten, verglichen mit den anderen, die keine Kationen hatten. Wéhrend das
kryoprotektive WAX9D ohne Kationen ab dem zweiten Waschschritt nicht im Uberstand
vorhanden war, blieb das mit Kationen immer in geringen Mengen bis zum letzten
Waschschritt im Uberstand. Das heift: Das kryoprotektive WAX9D wies ohne Kationen eine
stabile Membranbindung mit den Thylakoiden auf. Es kdnnte sein, dass die Ladungen von

Thylakoiden eine wichtige Rolle bei der Bindung an den Membranen spielen.

4.12 Prifung der Aktivitaten nach dem Bindungsversuch

Bei der Bindung von Protein an die Thylakoidmembranen bleibt das Protein entweder beim
Pellet oder beim Uberstand. Um die Frage, wie viel Proteinmolekiile an die Membranen
(gemessen (ber die Chlorophyllmenge) binden zu beantworten, wurde eine bestimmte
Proteinkonzentration bei steigender Chlorophyllkonzentration (steigender Thylakoidmengen)
hinzugeflgt, inkubiert und abschlieBend zentrifugiert. Die Frostschutzaktivitat und
Lipidtransferaktivitat des Uberstands wurden gepriift (Abb. 38 und 39).
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Abbildung 38: Frostschutztest von CPP nach Bindungsversuch
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Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 5) wurden 100 pg Protein mit den
unterschiedlichen Thylakoidmengen (0-200 pg Chlorophyll) fir 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Das Endvolumen war 200 ul. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm X 5 min) wurden die
Uberstinde auf Frostschutzaktivitat gepriift. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der
Standardabweichung von drei getesteten Proben dar.

Die hochste Frostschutzaktivitat von CPP war ca. 70 %. Nach der Mischung des CPP mit
Thylakoidmembranen, Inkubation und der Zentrifugation wurden die Uberstande auf
Frostschutzaktivitat getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass die die restliche
Frostschutzaktivitat des gepriiften Uberstands umso geringer ist, je groRer die Konzentration
der Thylakoidmembranen (Chlorophyll) ist. Bei der Mischung 100 ug CPP mit 100 pg
Chlorophyll blieb ein Uberstand von CPP, der eine Frostschutzaktivitit von 25 % anzeigte.
Mit 200 pg Chlorophyll/ml blieb gar nichts von CPP im Uberstand. Man kann von dem
Grafik ablesen, dass man ca. 85-90 pg Chlorophyll (Thylakoide) braucht, um die halbe
Aktivitat des Proteins (entspricht ca. 35 %) zu entfernen. Um die ganze Aktivitat des CPP zu

entfernen, braucht man ca. 200 pg Chlorophyill.
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Abbildung 39: Frostschutztest von WAX9D nach Bindungsversuch

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 7) wurden 100 pg Protein mit den
unterschiedlichen Thylakoidmengen (0-200 pg Chlorophyll) fur 15 Minuten auf Eis inkubiert
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(das Endvolumen 500 ul). Nach einer Zentrifugation (14000 rpm x 5 min) wurden die
Uberstande auf Frostschutzaktivitat gepraft.

Bei WAXO9D war die hochste Frostschutzaktivitat von ca. 44 %. Die Aktivitat sinkt mit dem
Steigen der Chlorophyllkonzentration. Je grofRer die Konzentration von Chlorophyll
(Thylakoidmembranen) ist, desto geringer ist die restliche Frostschutzaktivitat des gepriften
Uberstands. Die abnehmende Frostschutzaktivitat in den untersuchten Uberstandproben ist ein
klarer Beweis flir die schwindende Menge an Protein im Uberstand und ist somit ein MaR fir
eine Bindung von WAX9D-Protein an die Thylakoidmembranen. Nach der Mischung 100 ug
WAX9D mit 100 pg Chlorophyll und Zentrifugation blieb ein Uberstand von WAX9D, der
eine Frostschutzaktivitat von 15 % anzeigte. Mit 175-200 pg Chlorophyll blieb gar nichts von
WAX9D im Uberstand. Man kann von der Grafik schlieRen, dass man ca.85-90 pg
Chlorophyll (Thylakoide) braucht, um die halbe Aktivitdt des WAX9D-Proteins (entspricht
ca. 22 %) zu entfernen. Um die ganze Aktivitat des WAX9D zu entfernen, braucht man ca.
180-200 pg Chlorophyll.

Die Uberstande wurden auch nach der Mischung des lipidtransferaktiven WAX9E mit
Thylakoidmembranen mit LTP-Test getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass es keinen oder nur
kleinen Unterschied in Lipidtransfer-Aktivitdt zwischen den WAX9E-Proben gab, was
bestatigt, dass das WAX9E immer im Uberstand bleibt und schwach an die

Thylakoidmembranen bindet.
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Abbildung 40: LTP-Test von WAX9E nach der Bindung an die Thylakoiden

91



Ergebnisse

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 5) wurden 100 ug WAX9E-Protein mit
den unterschiedlichen Thylakoidsmengen (0-200 pg Chlorophyll) fur 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm x 5 min) wurden die Uberstande auf
Lipidtransferaktivitdt geprift. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der
Standardabweichung von drei getesteten Proben dar. AF pro Min =Verdnderung der
Fluoreszenz pro Minute.

4.13 Test zum Nachweis von modifizierten Proteinen

Dr. De Lamotte aus Frankreich hat durch die Computersimulation der Bindung von Proteinen
an die Membranen vorhergesagt, dass das kryoprotektive WAX9D Protein an die Membranen
mit hoherer Affinitdt verglichen zu lipidtransferaktiven WAX9E bindet, was mit den
Ergebnissen dieser vorliegenden Arbeit Gbereinstimmt. Er hat vorhersagt, dass die Bindung
mit den Membranen auf bestimmten Aminosduren basiert. Auf diesem Weg schitzt das
Protein die Membranen vor Frostschadigungen. Durch die gerichtete Mutagenese in diesen
Aminosauren kénnte moglicherweise klaren, welcher Teil der Molekile Lipidtransfertatigkeit

oder kryoprotektiven Aktivitat angibt bzw. erzeugt.

Bei dem kryoprotektiven WAX9D findet man an Position 27 des reifen Proteins ein Threonin
(T) und an Position 35 ein Serin (S). Nach der Computer-Simulation und der molekularen
Modellierung von Fred De Lamotte sind hauptsachlich diese beiden Aminosauren fur die
Bindung an die Thylakoidmembranen wichtig. Diese beiden Aminosduren wurden einzeln
und zusammen von Dr. Silke Schilling verandert. Diese Verdnderung wurde mittels codon
usage von Pichia pastoris durchgefthrt, wobei die Aminoséuresequenz von WAX9D erhalten

blieb. Es wurden 3 unterschiedliche Konstrukte wie folgt generiert:

1- WAXO9DE-T27R - Austausch der Aminosdaure T (Position 27 WAX9D) nach R
(Position 27 WAX9E).

2- WAXO9DE-S35K - Austausch der Aminosaure S (Position 35 WAX9D) nach K
(Position 35 WAX9E).

3- WAX9DE-T27R-S35K (Doppelmutante) Austausch der Aminosduren S (Position
35) nach K (WAXO9E) und T (Position 27) nach R (WAXO9E).

WAX9D .ALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPTACCSGVTSLNNMARTTPDROQACRCLVGAAN. .
WAX9D/E27 .ALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPRACCSGVTSLNNMARTTPDROQACRCLVGAAN. .
WAX9D/E35 ..ALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPTACCSGVTKLNNMARTTPDROQACRCLVGAAN. .

WAX9D/E27.35 ..ALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPRACCSGVTKLNNMARTTPDRQQACRCLVGAAN. .

R R e S b I S b I S b S SR S I b B S R S b R S R b b b S b I S b i S S b B A b S b S 2 R S b R S b e S b S

Abbildung 41: Aminosauresequenz der einzelnen und doppelten Mutanten
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Der Vergleich ist nur bei dem reifen Protein ohne Leadersequenz. Die identischen Bereiche in
den Aminosduresequenzen sind unter der Sequenz mit einem * gekennzeichnet. Bei den
einzelnen Mutanten sind die unterschiedlichen Aminosauren mit blauem Hintergrund
gedruckt. Bei der doppelten Mutante sind die unterschiedlichen Aminosduren mit gelbem
Hintergrund gedruckt.

Alle drei modifizierten Proteine wurden nochmal in Pichia pastoris kloniert, Gberexprimiert
und mittels SDS-PAGE und Western-Blot geprift.

| SE 9D E'D D/E D/E
2E3S; 2T 35

Abbildung 42: Coomassie-Gel und Westernanalyse von modifizierten Proteinen

Fur alle drei Mutanten wurde ein Frost-Test durchgefuhrt, um zu sehen, ob die Modifizierung
eine Wirkung bei der Frostaktivitéat hat (Abb. 43).
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Abbildung 43: Frostschutz der modifizierten bzw. originalen WAX9-Proteine

Die nach Reverse-Phase-Chromatographie ber Amberlite XAD7-Matrix gesammelten und
neutralisierten Proteine wurden nach der Verdampfung des Acetonitrils tber Speed Vac mit
der Probenlésung (10 mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,) resuspendiert und tber
NAP5-Sédule entsalzt. Die Proteinproben wurden von einer 1 mg/ml Proteinstammldsung
genommen. 100 pl Thylakoidsuspension (von 1 mg Chlorophyll/ml) wurde mit 100 pl
Proteinlosung 2 Stunden bei -20 °C eingefroren, aufgetaut und die Frostschutzaktivitét
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gemessen. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der Standardabweichung von drei
getesteten Proben dar. * Die Wertadnderung bei der doppelten Mutante WAX9D/E27.35 ist
nach dem T-Test signifikant verglichen mit dem WAX9D Protein.

Die Beziehung zwischen den Proteinkonzentrationen und der Frostschutzaktivitit wurde auch
in der Abbildung 44 dargestellt: Eine Verdinnungsreihe von Proteinkonzentrationen wurde

mit Probenldsung erstellt.

100
==¢=—CPP
90

= === \\Vax9A
s
'S Wax9B
)
Acé == \Nax9D
N
5 ¥ \Wax9E
c
[}
§] Wax9Am
3
H -
T Wax9DE27
N Wax9DE35

Wax9DE27.35

Proteinendkonzentration 0-1mg/mi

Abbildung 44: Frostschutzaktivitat in Abhangigkeit von Proteinkonzentrationen

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine und CPP wurden nach der
Verdampfung des Acetonitrils tiber Speed Vac mit der Probenldsung (10 mM Saccharose, 1
mM MnCl;, 1 mM CaCl,) resuspendiert und (iber NAP5-Sdule entsalzt. Die Proteinproben
wurden von einer Konzentrationsreihe (0-1mg/ml) genommen. 100 pl Thylakoidsuspension
(von 1 mg Chlorophyll/ml) wurden mit 100 pl Proteinprobe 2-3 Stunden bei -20 °C
eingefroren, aufgetaut und die Frostschutzaktivitat gemessen.

Wie aus der Abbildung 44 Klar ersichtlich ist, bleibt die Frostschutzaktivitat der einzelnen
modifizierten Proteine WAX9D/E27 und WAX9D/E35 gleich wie bei WAX9D und es gab
keine groRe Anderung. Bei dem doppelten modifizierten Protein WAX9DE27.35 sieht man
ganz klar, dass sich die Frostschutzaktivitat bis ca. 9 % senkt. Das bedeutet: das neue doppelte
modifizierte Protein WAX9DE?27.35 verliert seine Frostschutzaktivitit. Ein LTP-Test wurde
auch durchgefuhrt, um zu sehen, ob die Modifizierung eine Wirkung bei der Lipidtransfer-
Aktivitat hat. Der LTP-Test wurde in der Abbildung 45 dargestellt.
94



Ergebnisse

100 -
90
80 - 71.3 73.4 72.7
S 70 -
= 60 -
£ so0-
= 40 -
3
< 30 - .
20 - 10.7
10 1 ©2 5.2 7.2 4.4 4.9
0.6
o L mil mm N min  wim
] v D Q < & A 2 %
g o S S S Az % e &
C + N F N \a & N A +
N N - - U
N G ) Q
& & @%‘9
Protein 25pg/ml

Abbildung 45: Lipidtransferaktivitat bei verschiedenen Proteinen

Die nach Amberlite-Séule gesammelten WAX9 bzw. CPP-Proben wurden nach
Neutralisierung in einer UNIVAPO150H Concentrator Zentrifuge unter Vakuum 0. N
gehalten, um die CH3CN zu verdampfen. Die getrockneten Proteine-Proben wurden mit
Probenlésung (10 mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,) gelost, Gber NAP5-Séulen
entsalzt und wie in Material und Methoden 3.6.10 mit LTP-Test gepruft. 50pl 1mg/ml
Proteinprobe wurden zu dem Testansatz von 2ml hinzugefiigt (Endkonzentration 25 pg
Protein /ml). Die Ergebnisse stellen den Mittelwert mit der Standardabweichung von drei
getesteten Proben dar.* Die Wertdnderung bei der doppelten Mutante ist nach dem T-Test
signifikant verglichen mit dem originalen Protein WAX9D. AF pro Min =Verénderung der
Fluoreszenz pro Minute.

Die Beziehung zwischen den Proteinkonzentrationen und der Lipidtransfer-Aktivitat wurde
auch in der Abbildung 46 dargestellt. Eine Verdinnungsreihe von Proteinkonzentrationen

wurde mit Probenldsung erstellt.

95



Ergebnisse

100 —o—CPP
== \Wax9A
=== \Wax9B
=== \Wax9D
== Wax9E
Wax9Am

AF pro Min

Wax9DE27
Wax9DE35

Wax9DE27.35

Proteinendkonzentration 0-25 pp/ml

Abbildung 46: Lipidtransferaktivitat in Abhangigkeit von Proteinkonzentrationen

Die nach Amberlite XAD7-Matrix gesammelten WAX9-Proteine und CPP wurden nach
Neutralisierung und Verdampfung des Acetonitrils Gber Speed Vac mit der Probenlésung (10
mM Saccharose, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl2) resuspendiert und tiber NAP5-Sdule entsalzt.
Die Proteinproben wurden von einer Konzentrationsreihe (0-25ug/ml) genommen und auf
LTP geprift. AF pro Min =Verénderung der Fluoreszenz pro Minute.

Um die Bindungstheorie zu bestatigen oder zu widerlegen wurden die neuen Mutanten auch

auf ihre Bindungsféahigkeit an die Thylakoidmembranen getestet.

Wahrend die einzelnen modifizierten Proteine WAX9D/E27 und WAX9D/E35 gleich wie
WAX9D waren, war es klar, dass das doppelte modifizierte WAX9D/E 27.35 Protein seine
Bindungsfahigkeit verringert hatte, was das vorherige Ergebnisse bestétigt, dass die
kryoprotektive Eigenschaft mit einer Bindung des Kryoprotektins an die Membranen
korreliert ist (Abb. 47).
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Abbildung 47: Bindungsversuch von modifizierten WAX9-Proteinen mit Thylakoiden

Wie in 3.6.12 in Material und Methoden (Abbildung 3) wurde eine Mischung (500 ul) von
den neuen Mutanten WAX9D/E27, WAX9D/E35 und WAXI9D/E27.35-Proteinen bzw. von
WAX9D (100 pg) mit den Thylakoidmembranen (100 pg Chlorophyll) in 5x Eppies fur 15
Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (14000 rpm x 5 min) wurden der
Uberstand und das Pellet eines Eppis bei SDS-PAGE und Western-Blot getestet. Die
Uberstinde der anderen 4x Eppies wiirden weggenommen und die Pellets mit 300 pl neuem
Puffer gewaschen und nochmal zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 5 Mal wiederholt. Die
Proben wurden mit 1 ml 100 % Aceton fir 1 Stunde in -20 °C inkubiert. Nach der
Zentrifugation wurden die sedimentierten Proteine mit 50 ul Probenpuffer resuspendiert und
fiir 10 min bei 100 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 25 ul pro Geltasche aufgetragen, ca. 1
Stunde bei 150 V aufgetrennt und in einer Nitrocellose-Membran tbertragen. 9D=WAX9D,
D/E27=WAX9D/E27, D/E35=WAX9D/E35, D/E27.35=WAX9D/E27.35, Thy=Thylakoide,
P=Pellet, U=Uberstand, Mix=Mischung zwischen Protein und Thylakoiden.
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5 Diskussion

5.1 Klonierung und Expression und von WAX9-Proteinen

Trotz des Erfolgs der Klonierung und der einfachen Expression aller wax9-Gene in E. coli
war die bisherige Ausbeute der Proteine sehr gering (Schilling 2003). Dartiber hinaus gab es
viele Schwierigkeiten, um die exprimierten Proteine in léslicher Form zu bekommen. Da die
exprimierten Proteine in ,,inclusion bodies* in der bakteriellen Zelle angereichert wurden,
mussten diese unldslichen Einschlusskdrper am Ende der Induktionszeit per Ultraschall
zerstort werden. Ein Fusionsteil wurde mitexprimiert, um die Loslichkeit der Proteine in den
Einschlusskoérpern zu erhdhen. Um diesen Fusionsteil zu entfernen, wurde dann eine
Enterokinase eingesetzt. Nach dem Entfernen des Fusionsteils neigen die WAX9-Proteine zu
prazipitieren. Deswegen wurden infolgedessen die in vitro durchgefiihrten Frostschutz- und
LTP-Test modifiziert. Das Enterokinase wird in einem Glycerin-Puffer, das haufig als
Cryoprotektant  verwendet, gelagert, was moglicherweise die Messungen der
Frostschutzexperimente  beeinflusst. AulRerdem wurden die Proteine nach der
Enterokinasebehandlung mittels verschiedener Methoden konzentriert, um die anschlieBende
Experimenten durchzufiihren (Schilling 2003). Neben den vorherigen Schwierigkeiten und
der geringen Proteinausbeute bei der E. coli-Klonierung- und Expressionssystem befindet sich
normalerweise das Zytoplasma von E. coli in einem reduzierten Zustand und enthalt
reduzierende Komponenten, die die Bildung von den 4 stabilen Disulfidbriicken -als Merkmal
aller unspezifischen Lipidtransferproteine sowie die WAX9-Proteine- verhindern oder nicht
zulassen (Stewart et al 1998). Deswegen missen E. coli- Mutanten, die sich das Zytoplasma
in einem oxidierenden Zustand befindet und die Bildung von Disulfidbriicken ermdglicht, bei

der E. coli-Klonierung- und Expressionssystem verwendet werden (Prinz et al 1997).

Um alle diese Schwierigkeiten zu Uberwinden und die Ausbeute von Klonierten Proteinen zu
verbessern wurde daher in dieser Arbeit das eukaryotische Expressionssystem in Pichia

pastoris verwendet.

Wie im Abschnitt Ergebnisse gezeigt wurde, konnten wegen der Ahnlichkeit der kodierenden
Sequenzen der wax9-Gene keine Primer gewdhlt werden, die innerhalb der kodierenden
Sequenz binden. Deswegen konnte keine spezifische einzelne Amplifikation flr die wax9-
Gene durchgefuhrt werden. Die Nucleotidsequenzen aller wax9-Gene im 5°- und 3'-

untranslatierten Bereich unterscheidet sich sichtlich voneinander. Durch diese Unterscheidung

98



Diskussion

war es moglich, entsprechende Primer zu wahlen und die einzelne wax9-Gene durch zwei

Amplifikationsschritte zu amplifizieren (Schilling 2003).

Als Template fir den ersten PCR-Schritt wurde die genomische DNA aus Brassica oleracea
verwendet. Aufgrund des einfachen Unterschieds zwischen wax9A und wax9E von zwei
Nucleotidsequenzen im Leaderbereich konnten der genspezifischen Forward-Primer von
diesem Bereich bzw. der Reverse-Primer aus dem 3"-UTS-Bereich eine Amplifikation des
einzelnen wax9a-Gens mit Intron gewahrleisten. Die kodierenden Sequenzen des wax9a-Gens
sollte ohne Leadersequenz und Intron benutzt werden, um eine Expressionskonstrukt
herzustellen. Deswegen war es notwendig fur die weitere PCR-Amplifikation, die
entsprechenden Forward und Reverse Expressionsprimern so zu wahlen, dass die
Schnittstellen fir Expressionsvektor enthalten. Durch diese zweite PCR-Amplifikation wurde
das wax9A-Gen mit der korrekten Sequenz ohne Leaderbereich und Intron amplifiziert (Abb.
9 und 10).

Bei der Klonierung vom wax9A-Gen gab es in der Sequenz eine Mutante mit zwei
Aminoséuren (in Position 33 von Serin nach Cystein und in Position 62 von Asparagin nach
Serin) verglichen mit dem originalen wax9A aus der Genbank. Trotz der Mutante gab es keine
ausgewiesene Beeinflussung auf die Wirkungen des Proteins, da es keine Unterschiede
zwischen dem originalen und dem klonierten WAX9Am-Protein in Bezug auf ihre
Lipidtransfer- und Frostschutz-Aktivitdt gab. Es kdnnte sein, dass diese Mutante eine
natlrliche Mutante ist und diese Aminosduren nicht wichtig sind, so dass der Austausch
zwischen diesen Aminoséuren keinen erheblichen Einfluss auf das Protein oder seine
Wirksamkeit hat.

Mit Hilfe des Expressionsvektor pPICZo. wurden die WAX9-Proteine in der Hefe Pichia
pastoris exprimiert. Da dieser Vektor zusétzlich eine Signalsequenz enthélt, welche die
Sekretion des Proteins in das Expressionsmedium ermoglicht, wird die Schwierigkeit
Uberwunden, das Protein aus den produzierenden Zellen zu isolieren. Das aus den
produzierenden Zellen gewonnene Protein liegt in relativ reiner Form vor, weil die Hefe
insgesamt nur recht wenig zelleigenes Protein in diese Expressionsmedien sezerniert. Flr die
Expression von WAX9-Proteinen in Pichia pastoris wurde in der vorliegenden Arbeit das
Minimalmedium (wie in 3.5.9) verwendet. Bei allen WAX9-Proteinen konnte nach der

Induktion mit diesem Medium eine verstarkte Expression festgestellt werden. Die
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entsprechende GroRe von den exprimierten Proteinen konnte per SDS-PAGE festgestellt

werden.
5.2 Struktur- und Sequenzanalysen von WAX9-Proteine

5.2.1 Nucleotidsequenzen

Die wax9-Gene aus Brassica oleracea wiesen einen hohen Grad an Ahnlichkeit auf (Abb.
48). Neben den Basenaustauschen betreffen die Unterschiede in den Nucleotidsequenzen
zwischen allen funf wax9-Vertretern eine geringe Anzahl von kurzen Einschiben. Die
Unterschiede betragen nur ca. 32 %, da von ca. 357 Nucleotiden nur 118 Nucleotide bzw.
Einschiiben unterschiedlich sind. Alle wax9-Gene weisen einen Sequenzabschnitt von 75 bp
auf, der fur die Leadersequenz der Proteine kodiert. Die Leadersequenz wird nach dem
Transport der Proteine in die unterschiedlichen Kompartimente der Zelle, bzw. in den
Interzellularraumen wieder entfernt (Schilling 2003). In den Datenbanken fiir das wax9E ist
nur die cDNA-Sequenz dargestellt. Es ist das einzige, das mittels RT-PCR amplifiziert
werden konnte (Schilling 2003). Die GroRe des kodierenden Bereiches sowie des Introns der
wax9-Gene ist unterschiedlich (Tab. 16).

Tabelle 16: Das Intron und der kodierende Bereich der wax9-Gene

WAX9-Gene  Kaodierende Bereich mit Leder ohne Intron Intron
wax9A 357 bp 241 bp
wax9B 354 bp 271 bp
wax9C 363 bp 165 bp
wax9D 357 bp 269 bp
wax9E 357 bp --

Die wax9-A/B/C/D-Gene enthalten jeweils ein Intron. Hinter dem Intron befinden sich 9
Nucleotide. Abweichend von den anderen vier Genen besitzt wax9C ein TAA statt einem
TGA als Stoppkodon und einen zusétzlichen Sequenzabschnitt an den Positionen -317 bis -
228 (Abb.48).

wax9A ATGGCCGGTGTGATGAAGTTGGCATGCTTGGTCTTGGCCTGCATGATTGTGGCAGGTCCC
wax9E ATGGCCGGGGTGATGAAGTTGGCATGCTTGGTCTTGGCCTGCATGATTGTGGCAGGTCCC
wax9C ATGGCCGGTCTAATGAAGTTGGCATGCTTGGTCTTGGCCTGCATGATTGTGGCAGGTCCA
wax9B ATGGCTGGTCTAGTGAAGTTGTCATGCTTGGTCTTGGCCTGCATGATTGTGGCCGGTCCA
wax9D ATGGCTGGTCTAATGAAGTTGGCATGCTTGATCTTCGCCTGCATGATCGTGGCCGGTCCA

Xk kkk KKk * khkkhkhkkhkkhkhkk khkkhkhkkhkkhkhkk khkkhkk khkkhkhkhkkhAkhkhkkhkhk *hkkhkkk *kkhkkk

Konsensus ATGGCcGGtcTaaTGAAGTTGgCATGCTTGgTCTTgGCCTGCATGATEGTGGCaGGTCCa
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wax9A ATCACAGCGAACCGAGCTCTGACCTGTGGCACCGTTAACAGCAACGTGGCACCGTGCATT
wax9E ATCACAGCGAACGCAGCTCTGACCTGTGGCACCGTTAACAGCAACGTGGCACCGTGCATT
wax9C ATCACATCAAAGGCGGCTTTGAGCTGTGGCACGGTTAACACCAACGTGGCGGCATGCATT
wax9B ATAGCAACGAACGCGGCTCTAAGCTGTGGAACCGTTAGCGGTAATTTGGCAGCATGCATT
wax9D ATCACATCGAACGCGGCTCTGAGTTGTGGCACCGTTAGCGGCTACGTGGCACCTTGCATT

* * *K* Kk k%K *Kkk kK *khkkkk Kk Kkhkkk Kk * * Kk Kk Kk * Kk k Kk Kk kK

Konsensus ATcaCAgCgAAcgcgGCTcTgAgecTGTGGCcACCcGTTAaCagcaAcgTGGCacCgTGCATT

wax9A GGCTACATAACCCAAGGTGGAAC---CCTTCCCGGAGCGTGCTGCACCGGTGTTAGTAAG
wax9E GGCTACATAACCCAAGGTGGACC---CCTTCCCAGAGCGTGCTGCACCGGTGTTAGTAAG
wax9C GGCTACTTGACCGTGGGCG---C—-—-—-CCTTCCCAGAGCGTGCTGCACCGGTGTTAGTAAG
wax9B GGCTACTTAACCCAAAATGGGCC---TCTTCCCAGAGGGTGCTGCACTGGCGTTACTAAT
wax9D GGCTACCTGGCCCAGAATGCGCCGGCCGTTCCCACAGCGTGCTGCAGCGGCGTTACTAGT
*Kkkkkk Kk * * * * * Kk Kk Kk k * Kk Ak kkkkk Kk * Kk kkkk kK

Konsensus GGCTACaTaaCCcaaggtGgacC ccTTCCCagAGcGTGCTGCACcGGEGTTAgTAag

wax9A CTTAACAGTATGGCCCGTACAACCCCGGACCGGCAGCAAGCTTGCCGTTGCCTTGAAACT
wax9E CTTAACAGCATGGCCCGTACAACCCCGGACCGTCAGCAAGCTTGTCGTTGCCTTAAAACT
wax9C CTTAACAGTATTGCCCGTACAACTCCCGACCGTCAGCAAGCTTGTCGTTGCCTTAAAACT
wax9B CTAAACAACATGGCCCGTACAACCCCGGACCGTCAGCAAGCTTGCCGTTGCCTTGTAGGA
wax9D CTAAACAACATGGCCCGTACAACCCCAGACCGTCAGCAAGCTTGCCGTTGCCTTGTAGGA

* Kk kk kK Kk kkhkkhkkkhkkhkhkkhkkhkhkk kkhk kkhkkhkhkk kAkhAkhkAkhAkhkAkhkhkk KAAhkhkkAhkhk kKK *

Konsensus CTtAACAgcATgGCCCGTACAACCcCCgGACCGLCAGCAAGCTTGCCGTTGCCTTgaAact

wax9A GCTGCTAGAGCCTTAGGCCCTAATCTCAACGCTGGCCGTGCAGCTGGAATTCCCAAGGCA
wax9E GCTGCAAGCGCCTTAGGCCCTAATCTCAACGCTGGCCGTGCAGCTGGAATTCCCAAGGCA
wax9C GCTGCAAGCGCCTTAGGCTCTGGTCTCAACGCTGGCCGGGCAGCTGGACTTCCTAAGGCA
wax9B GCCGCTAACTCCTT---CCCTACTCTCAACGCTGCCCGTGCTGCTGGACTTCCTAAGGCA
wax9D GCCGCTAACGCCTT---GCCTACTATCAACGTTGCCCGTGCAGCTGGACTTCCTAAGGCA

*k*x kkx K * kK Kk * * * Ak kkhkkk kk hkkhkk kk khkkkkhkk khkkk Ak khkkKkk

Konsensus GCtGCtAgcgCCTTaggccCTaaTcTCAACGCTGgCCGLtGCaGCTGGACTTCCLtAAGGCA

wax9A TGTGGAGTCAGTGTTCCTTTCCCAATCAGC--ACCAACAC——————— CAACTGCAACAAC
wax9E TGTGGAGTCAGTGTTCCTTTCCCAATCAGC--ACCAACAC——=———— CAACTGCAACAAC
wax9C TGTGGAGTCAATGTTCCTTTCCCCATTAGCTTACTAACACGGTGCATCAACTGCAACAGC
wax9B TGTGGAGTCAATATTCCTTACAAAATCAGC--AAAAGCAC------~ CAACTGCAACAGC
wax9D TGTGGAGTCAACATTCCTTACAAGATCAGC--AAAACCAC——————— CAACTGCAACAGT
* ok Kk ok kK kk ok k ) kkkk*k *k * Kk Kk k% * * Kk x % K’ kkhkhkkhkkkhkkkkk
Konsensus TGTGGAGTCAatgTTCCTTtCccaATcAGC AccAaCAC CAACTGCAACAAC
wax9A GTGAAATGA
wax9E GTGAAATGA
wax9C GTGAAATAA
wax9B GTTAGATGA
wax9D GTGAAATGA

*k ok kk K

Konsensus GTghaaTgA
Abbildung 48: Vergleich der Nucleotidsequenzen der wax9-Gene

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet, die Start- und Stoppkodons sind unterstrichen, die Leadersequenz ist rot, Die
unterschiedlichen Nucleotide sind unter der Sequenz ohne * gedruckt. Die Konsensussequenz
ist blau gedruckt.
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5.2.2 Struktur und Aminosauresequenzen der WAX9-Proteine

Da die Aminosauresequenz der WAX9-Proteine zu ca. 50 % identisch zu der von nicht
spezifischen pflanzlichen Lipidtransfer Proteine mit nachgewiesener Lipidtransfer Aktivitat
war, wurde die WAX9-Proteinfamilie in der Klasse der Lipidtransfer Proteine eingeordnet
(Pyee et al 1994).

In der Abbildung 49 ist die 3D-Struktur eines Lipidtransfer Proteins aus Z. mays dargestellt.
Das LTP besteht aus 4 a-Helices (H), die untereinander mit 3 flexiblen Loops (L) verbunden
sind. In der dreidimensionalen Struktur von LTPs unterscheiden sich drei Doméanen
Regionen. Die duBerst hydrophobe N-Terminal Region, die durch Wechselwirkung an
Membranen bindet, die in der Mitte stark geladene Region und die hydrophile C-Terminal
Region (Tchang et al 1988).

Abbildung 49: Darstellung (3D) ein Maize Nonspicific LTP

Die 3D-Abbildung wurde aus PDB, Date Bank entnommen. Die 4 Disulfidbriicken sind mit
blauem, die konservierten Pentapeptide mit gelbem, die 4 a-Helices mit grauem und die 3
Loops sind mit hellblauem Hintergrund gezeichnet.

In den kodierenden Bereich weisen WAX9-Proteine als Merkmal aller unspezifischen
Lipidtransferproteine 8 hochkonservierte Cysteine (Abb. 50) auf, die wahrend der
Proteinfaltung 4 Disulfidbriicken bilden und die 4 a-Helices stabilisieren. Bei der Reduktion
der Disulfidbriicken wurde fur das LTP von Mais eine Inhibition der Lipidtransferaktivitét
festgestellt (Grosbois et al 1993). Aufgrund der Faltung wird eine hydrophobe Furche durch

die 4 a-Helices gebildet, die sich durch das gesamte Protein zieht. Durch das C-Terminal
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hochkonservierte Pentapeptide wird diese hydrophobe Furche abgedeckt. Die Aminosduren,
die sich an der Bildung dieser Furche beteiligen, sind in fast allen LTPs vorhanden. Durch
diese Furche binden die LTPs unterschiedliche Lipide. In den Sequenzbereichen von drei
Loops befinden sich die dazwischenliegenden hydrophileren Aminosauren (Kader 1996).

Eine spezifische Eigenschaft von Lipidtransfer Proteinen und auch WAX9-Proteinen sind ein
Mangel an aromatischen Aminosauren, insbesondere (W) Tryptophan (Kader 1996). Die 25
Aminosduren der Leadersequenz sind bei allen WAX9-Proteinen in ihrer Summe
uberwiegend hydrophobe Aminosauren. Durch diese Transitsequenz besitzen die WAX9-
Proteine eine extrazelluldre Lokalisation (Vergnolle et al 1988).

Bei der Sequenz von reifen Proteinen befinden sich besondere konservierte Aminoséuren wie
z.B die konservierte phenolische Aminoséure (Y) Tyrosin (Position 17) in der Nahe vom N-
Terminus, die moglicherweise essentiell fir die biologische Aktivitdt von Proteinen sind.
Ebenfalls spielen die beiden hochkonservierten Pentapeptide, die von Douliez 2000 als
Sequenzmotive vorgeschlagen wurden, eine entscheidende Rolle bei der Ligandenbindung.
Das erste Sequenzmotiv konnte innerhalb der WAX9-Proteine vollstandig identifiziert
werden (innerhalb der Erkennungssequenz des Anti-WAX9-Antikorpers). Bei dem zweiten
Sequenzmotiv findet man die phenolische Aminosdure Tyrosin Y wie bei Douliez auch in
WAX9B und WAX9D. Wogegen bei WAX9A, WAX9E und WAX9C die Aminosédure

Phenylalanin F zu finden ist.

Die Aminoséaure Prolin (P) und Glycin (G), die hoch konserviert und an der Bildung der
Loops beteiligt sind, befinden sich in den meisten Lipidtransfer Proteine. Sie spielen neben
den anderen hochkonservierten Aminosauren Asparagin (N), Arginin (R), und Tyrosin (Y)

eine grof3e und entscheidende Rolle bei der Ligandenbindung (Douliez et al 2000).

WAX9A MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANRALTEGTVNSNVAPEIGYITQ-GGTLPGAECTGVSK
WAX9E MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANAALTCGTVNSNVAPCIGYITQ-GGPLPRACCTGVSK
WAX9C MAGLMKLACLVLACMIVAGPITSKAALSCGTVNTNVAACIGYLTV-G-ALPRACCTGVSK
WAX9B MAGLVKLSCLVLACMIVAGPIATNAALSCGTVSGNLAACIGYLTQNG-PLPRGECTGVTN
WAXID MAGLMKLACLIFACMIVAGPITSNAALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPEACCSGVTS
*** ** ** ********* [ **-**** -* ****-- -* ** **

Konsensus MAGlmKLaCLleCMIVAGPItsnaALsCGTVnsnvApCIGYltqnggalPraCCtGVsk

WAX9A LNSMARTTPDRQOACRCLETAARALGPNLNAGRAAGI PKACGVSVPFPISTNTNCNNVK-

WAXOE LNSMARTTPDRQOACRCLKTAASALGPNLNAGRAAGI PKACGVSVPFPISTNTNCNNVK-

WAX9C LNSIARTTPDRQOACRCLKTAASALGSGLNAGRAAGLPKACGVNVPFPISLLTRCINCNS

WAX9B LNNMARTTPDRQOACRCLVGAANSFPT-LNAARAAGLPKACGVNIPYKISKSTNCNSVR-

WAXID LNNMARTTPDRQOACRCLVGAANALPT-INVARAAGLPKACGVNIPYKISKTTNCNSVK-
**_ Kk Ak hkhkkhkkhkkkkKkk*k * * . * **** * Kk Kk kK Kk :*: * K * *

Konsensus LNSmARTTPDRQQACRCLvtAAsalgpnlNagRAAGlPKACGanprIStnTnCnnvk
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WAXO9A -=
WAXOE -=
WAXO9C VK
WAX9B -—
WAX9D -=
Konsensus vk

Abbildung 50: Vergleich der Aminosauresequenzen der WAX9-Proteine

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet. Die 8 Cysteine sind mit grauem Hintergrund gedruckt, die Leadersequenz ist
rot, die Konsensussequenz ist blau gedruckt. Die 4 a-Helices sind mit ... unterstrichen. Die
Aminosduren, die an der Bildung der hydrophoben Furche beteiligen sind, sind dick
unterstrichen. Die Aminoséuren in Position 27 und 35 bei WAX9E und WAX9D sind mit
hellblauem Hintergrund gedruckt. Das C-Terminal hochkonservierte Pentapeptid ist mit
gelbem Hintergrund gedruckt. Die Tyrosine (Y) am Anfang und am Ende der Furche sind
dick und lila gedruckt. Die Erkennungssequenz fir den Anti-WAX9-Antikorper ist in der
Konsensussequenz kursiv-rot gedruckt. Die beiden hochkonservierten Sequenzmotive sind in
der Konsensussequenz doppelt unterstrichen.

In einigen Positionen kann in der Aminosauresequenz ein deutlicher Unterschied zwischen
allen  WAXO9-Proteinen gesehen werden. In der Erkennungssequenz des Anti-WAXO-
Antikorpers findet man bei WAX9B und WAX9D ein Asparagin N statt einem Serin S. Bei
Wax9C findet man anstelle eines Methionin M ein Isoleucin I. Dieser Austausch verhindert
bei WAXO9C die Bindung mit dem Antikorper (Schilling 2003). Dies fiihrt moglicherweise bei
WAX9D und WAXIB zu einer schwachen Bindung.

In der extrem hydrophoben Region z.B in der Anfangsndhe bzw. Endesndhe des ersten
Helices H1 des reifen Proteins (Ab. 50) befinden sich bei den LTPs unterschiedliche
Aminosduren, die moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Ligandenbindung oder bei
den biologischen Aktivitdten spielen. In Position 27 ist bei Z. mays ein (A) Alanin, bei
WAXO9A ein (G) Glycin, bei WAX9E/WAXI9C/WAX9B ein (R) Arginin und bei WAX9D
ein (T) Threonin. In Position 35 bei Z. mays und WAX9D st ein (S) Serin, bei
WAX9IA/WAXIE/WAXIC ein Lysin (K) und bei WAX9B ein (N) Asparagin. Die
Aminosduren in diesen beiden Positionen filhren vermutlich zu der unterschiedlichen
kryoprotektiven bzw. lipidtransferaktiven Wirkung der WAX9-Proteine. Um diese
Vermutung zu bestatigen wurden von Schilling die beiden Aminoséuren durch die gerichtete
Mutagenese in den beiden Positionen 27 und 35 einzeln und zusammen durchgefuhrt. Die

spezifische Funktion wurde in dieser Arbeit getestet.
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Nach Schilling 2003 zeigt die Stammbaumanalyse auf der Grundlage der kombinierten
Aminosauresequenzen, dass die WAX9-Proteine eine Gruppe bilden. WAX9A, WAX9E und
WAXO9C bilden eine eigene Untergruppe. Diese drei Proteine sind deutlich von den anderen
WAX9-Proteinen getrennt. WAX9A und WAXO9E weisen eine engere genetische Beziehung
zueinander auf als jeweils zu WAX9C. WAX9B und WAX9D bilden ebenfalls nach der
Stammbaumanalyse eine eigene Untergruppe mit einer geringeren genetischen Beziehung

(Schilling 2003). Diese Analyse basiert auf Ahnlichkeiten in der Proteinsequenz basiert.

Ein Vergleich der Nucleotidsequenzen bzw. der Aminosduresequenzen der kodierenden
Bereiche von WAX9A und WAXO9E mit Leadersequenz bestatigt, dass die beiden Gene sehr
identisch (ca. 96 %) sind und erklart die Ahnlichkeit in den Fahigkeiten von beiden Proteinen.
Von 357 Nucleotide waren nur 11 Nucleotide unterschiedlich, die nur 5 Aminosauren in den
Aminosduresequenzen entsprechen (Abb. 51).

1 10 20 30
WAX9A MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANRALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGTLPGACCTGVSKL
WAXOE MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANAALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGPLPRACCTGVSKL
hkhkkkhhhhkhkhkhhhkhkhkhhkhhkhkhhdk *hkhkkhhkkhhkkhrkhkhkhhkkhhkk *k kkkkkkkxk
40 50 60 70 80 90
WAXOA NSMARTTPDRQQACRCLETAARALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNTNCNNVK
WAXOE NSMARTTPDRQQACRCLKTAASALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNTNCNNVK

khkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkk :hkhkk khkkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkkkkkkkk

Abbildung 51: Vergleich der Aminosauresequenzen der WAX9A und WAX9E

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet, die Leadersequenz ist rot. Die unterschiedlichen Aminosduren sind mit
blauem Hintergrund gedruckt.

Der Vergleich von Nucleotidsequenzen bzw. der Aminosauresequenzen der kodierenden
Bereiche von WAX9B und WAX9D zeigt, dass die beiden Gene bei ca. 81 % nahezu
identisch sind (Abb. 52).

1 10 20 30
WAXO9B MAGLVKLSCLVLACMIVAGPIATNAALSCGTVSGNLAACIGYLTQONGP-LPRGCCTGVTN

WAXO9D MAGLMKLACLIFACMIVAGPITSNAALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPTACCSGVTS
dkkk sk khk s ckhkkkhkkkhdk . ckkhkkkhkkhhk ok kkkkkokk .k kk.kkk

40 50 60 70 80 90
WAX9B LNNMARTTPDRQQACRCLVGAANSFPTLNAARAAGLPKACGVNIPYKISKSTNCNSVR
WAXO9D LNNMARTTPDRQQACRCLVGAANALPTINVARAAGLPKACGVNIPYKISKTTNCNSVK

khkkhkkhkkkkkhkhkhkkhkhkhhhkhhkhkk . hk:k khhkkhkkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkkdk  kkkkkk .

Abbildung 52: Vergleich der Aminosauresequenzen der WAX9B und WAX9D

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet, die Leadersequenz ist rot. Die unterschiedlichen Aminosduren sind mit
blauem Hintergrund gedruckt.
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Ein Vergleich der Nucleotidsequenzen bzw. der Aminoséuresequenzen der kodierenden
Bereiche von WAX9D als Mitglied einer Untergruppe und WAXO9E als Mitglied einer
anderen Untergruppe zeigte einen signifikanten Unterschied (ca. 31 %) im Vergleich zu
einfachen Unterschiede zwischen den Mitgliedern der gleichen Untergruppe. Ca. 50 % des
Unterschieds zwischen WAX9D und WAX9E befand sich in der hydrophoben Furche, was
moglicherweise fur die Unterschiede in den Bindungsféhigkeiten sowie in den Aktivitaten
zwischen WAX9D und WAXO9E verantwortlich ist (Abb. 53).

1 10 20 30
WAXOE MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANAALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGP-LPRACCTGVSK
WAX9D MAGLMKLACLIFACMIVAGPITSNAALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVPTACCSGVTS

dkkskkkhkkk . ckhkkkhkkkhkk kkhkk-hkkk _ kkkkkkk: .k Kk Kk kkk.kk.

40 50 60 70 80 90
WAXOE LNSMARTTPDRQQACRCLKTAASALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNTNCNNVK

WAXOD LNNMARTTPDRQQACRCLVGAANAL-PTINVARAAGLPKACGVNIPYKISKTTNCNSVK
K*k kkkkkkkkhkkhkkhkkk _kk Kk Kk -k _kkkk.kkkkkk k. kk__kkkk k%

Abbildung 53: Vergleich der Aminosauresequenzen der WAX9D und WAX9E

Die identischen Bereiche in den Sequenzen sind unter der Sequenz mit einem *
gekennzeichnet, die Leadersequenz ist rot. Die unterschiedlichen Aminosduren sind mit
blauem Hintergrund gedruckt.

Sieg 1995 hat durch eine Heparin-Féllung gezeigt, dass eine Frostschutzaktivitat von CPP bei
GroRen von 7 KDa detektiert werden konnte. Der N-Terminus des 7 KDa Proteins wird uber
eine Lange von 23 Aminosduren bestimmt. Es wurde auch eine tryptische Spaltung des 7
KDa Proteins durchgefiihrt, dies ergibt zwei Peptide. Die Peptide wurden sequenziert. Alle
drei Peptide (die beiden tryptischen Peptide und der N-Terminus des 7 KDa Proteins) weisen
hohe Sequenzhomologien zu pflanzlichen Lipidtransferproteinen LTP auf (Sieg 1995).

1 23
Cryo ALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGT
WAXOE MAGVMKLACLVLACMIVAGPITANAALTCGTVNSNVAPCIGYITQGGP-LP-ACCTGVS
WAXO9D MAGLMKLACLIFACMIVAGPITSNAALSCGTVSGYVAPCIGYLAQNAPAVP ACCSGVT

Aminosdurevergleich des N-Terminus von Kryoprotektinpeptids mit WAX9E und WAX9D

Cryo CE---ASALGSNLNAGR------ ACGVNIPYK
WAXOE LNSMARTTPDRQQACRCLKTAASALGPNLNAGRAAGIPKACGVSVPFPISTNTNCNNVK
WAXO9D LNNMARTTPDRQQACRCLVGAANAL-PTINVARAAGLPKACGVNIPYKISKTTNCNSVK

Aminosaurevergleich zweier interner tryptischen Kryoprotektinpeptide* mit WAX9E/D

Abbildung 54: Vergleich der Aminosauresequenzen von WAX9D/E und CPP
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Die Leadersequenz ist rot, Die 23 Aminoséuren N-Terminus des Kryoprotektin sind dick
gedruckt, die erste tryptische Peptid ist blau und die zweite tryptische Peptid ist grin. Die
identischen Bereiche in den Sequenzen sind mit blauem Hintergrund gedruckt. *Das N-
Terminus und die beiden der tryptischen Spaltung des 7 KDa Kryoprotektins Peptide sind von
(Sieg 1995) sequenziert. Die beiden hochkonservierten Sequenzmotive sind in der WAX9D-
Sequenz doppelt unterstrichen.

Das erste Peptid (23 Aminosduren) ist ca. 91 % identisch zu WAXO9E (nur eine Aminosaure
unterschied) und nur 60 % zu WAX9D. Bei dem zweiten Peptid ist die Identitat zu WAX9E
ca. 86 % (4 Aminoséduren Unterschied) und zu WAX9D nur ca. 36 %. Wahrend es zwischen
dem dritten Peptid und WAX9E drei Aminosaure unterschied gab, war die ldentitat zu
WAX9D 100 %. Von diesem Vergleich kénnen wir schlie3en, dass die zuféllig von Sieg 1995
sequenzierten Bereiche des Kryoprotektins mehr identisch zum lipidtransferaktiven WAX9E

als zum kryoprotektiven WAX9D ist.

Es ist wichtig zu bemerken, dass das von Sieg 1995 sequenzierte Bereich des Kryoprotektins
klrzer ist als die untersuchten WAX9 Proteine. Daher endet dieser Bereich am Anfang der
hydrophoben Furche der WAX9 Proteine (Abb. 54). Auch die nach Fred De Lamotte fiir die
WAX9-Membran-Bindung identifizierten Aminosduren an Position 27 und 35 fehlen dem
sequenzierten Bereich des Kryoprotektins. Dies zeigt einen kritischen Punkt im Vergleich der
WAX9-Proteine zum CPP.

Es konnte sein, dass die fir kryoprotektive Aktivitat verantwortlichen Aminoséuren in den
noch nicht sequenzierten Bereich des Kryoprotektins vorliegen. Es kdnnte auch sein, dass die
Identitat des zweiten tryptischen Peptids mit WAX9D insbesondre mit dem Teil des zweiten
hochkonserverten Sequenzmotivs, eine wichtige Rolle bei der kryoprotektiven Aktivitét

spielt.
5.3 Entwicklung einer Reinigungsmethoden der WAX9-Proteinen und CPP

Fur die Reinigung der in Pichia pastoris (berexprimierten WAX9-Proteine wurden
verschiedene Methoden, die in der Literatur bereits zur Reinigung der lipidtransferaktiven
sowie kryoprotektiven Proteine beschrieben sind, durchgefihrt. Fir die Reinigung eines
Proteins Uber Kationsaustauschchromatographie (CM52 oder SP-Sepharose) ist auf alle Félle
vorher ein Entsalzungsvorgang noétig. Die Reinigung Uber den Kationenaustauscher SP-

Sepharose ohne Entsalzung zeigt einen starken Verlust an Protein. Da der Entsalzungsschritt
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des Proteinkulturliberstands Uber Sephadexsaule im LabormaRstab nur in der geringen Menge
von 100 ml durchgefiihrt werden konnte, sollte dieser Schritt mehrmals wiederholt werden,
um eine ausreichende Menge des Proteins zu erhalten. Die Ausbeute des gereinigten Proteins
uber CM52-Kationsaustauscher war gut, die Methode jedoch aufwendig.

In dieser Arbeit erfolgte die Aufreinigung der isolierten bzw. exprimierten Proteine mit der
Reverse-Phase-Chromatographie tUber Amberlite XAD7 Matrix, deren Verlauf in
Abbildungen 15 und 16 gezeigt ist. Diese Methode wurde bereits von (Buhot et al 2004) zur
Reinigung von pflanzlichen Lipidtransfer-Proteinen aus Tabak verwendet, wurde aber in
dieser Arbeit modifiziert, um die Arbeitsschritte zu verkiirzen und den Verlust des Proteins zu

reduzieren. Die Entwicklung dieser Methode wurde in der Abbildung 2 erklart.

Bei der originalen Methode wurden die Proteinfraktionen, nach der Verdunstung des
Acetonitrils unter Vakuum resuspendiert, auf pH 7 eingestellt, auf der lonenaustauschséule
(Trisacryl SP) aufgetragen und nochmal gereinigt. Dieser Schritt wurde in dieser Arbeit nicht
durchgefiihrt. Nach dem Eluat der Proteine mit Acetonitril und der Neutralisierung mit Tris-
Base wurde das Acetonitril in einer Speed Vac verdampft und das Protein in einer
getrockneten Form erhalten, was eine grof3e Rolle in der Lagerung und Aufbewahrung spielt.
Die tiber Amberlite XAD7 gereinigten Proteine konnten bis 4 Monate im Kihlschrank ohne
grolRe Beeinflussung ihrer Aktivitat aufbewahrt werden. Bei anderen Methoden sollte man die
gereinigten Proteinproben in den meisten Fallen in zwei Tagen fur Frost- und LTP-Tests

verwenden, um eine Aktivitat beizubehalten.

Neben der grolRen verwendeten Menge (bis 1.5 L) des Proteinkulturtiberstands, die auf einmal
auf eine kleine Sdule von ca. 5 ml Bettvolumen aufgetragen werden kann, was Zeit und
Material sparte, wurde auch in dieser Methode der Entsalzungsschritt gespart. Der wichtige
Grund flr die Benutzung der Reverse-Phase-Chromatographie uber Amberlite XAD7 Matrix
ist auch die grolRe Ausbeute des gereinigten Proteins, verglichen mit den anderen Methoden
(Tab.10). Gegeniber der Reinigung nach z.B Kationenaustauschchromatographie tiber CM52
wurde die Ausbeute von 6 mg/L auf 11 mg/L gesteigert.

Schilling hat berichtet, dass bei der Expression von WAX9-Proteine in E. coli Proteinbanden
von 3-6 KDa in der SDS-PAGE auftreten wurden, die sehr verstarkt werden, wenn die

Proteine einer starken Prazipitation unterlagen (Schilling 2003). Nach dieser
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Reinigungsmethode Uber Amberlite XAD7 wurden in der vorliegenden Arbeit diese
Proteinbanden in der SDS-PAGE nicht beobachtet.

Insgesamt zeigt diese Arbeit dass die Reverse-Phase-Chromatographie tber Amberlite XAD7
Matrix eine geeignete Aufreinigungsmethode ist, um gute Proteinkonzentrationen von WAX9

zu erreichen.
5.4 Molekulargewicht von CPP und WAX9-Proteinen

Die Molekulargewichtbestimmung des CPPs bzw. der rekombinanten WAX9-Proteine
wurden im nativen Zustand ber die Gelfiltrationschromatographie (Fractogel-Séule) und

unter denaturierten Bedingungen tber SDS-PAGE und Western-Blot durchgefiinhrt.

Die Gelfiltrationschromatographie (Abb. 19) zeigte, dass das CPP im nativen Zustand drei
verschiedene Molekulargewichte von ca. 35 KDa, ca. 28 KDa und von 7-8 KDa aufwies. Bei
allen drei Peaks des Kryoprotektins liefen die Banden im denaturierten Zustand in den SDS-
Page auf ca.7-9 KDa.

Heber berichtete, dass das Kryoprotektin ein hoheres Molekulargewicht als 7 KDa hat (Heber
& Kempfle 1970). In nativen Zustand gab es Hinweise darauf, dass das Kryoprotektin zur
Bildung von Aggregaten neigt (Sieg 1995). Die Molekulargewichtbestimmung Uber
Gelfiltrationschromatographie ist daher geeignet, das Aggregationsverhalten des
Kryoprotektins zu  bestdtigen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die
Aggregationsneigung von dem nativen Kryoprotektin, das einem erhdhten Molekulargewicht
deutlich zeigt. Es kdnnte sein, dass das CPP ein Pentamerprotein oder Tetramerprotein ist, so
dass jede Untereinheit ca. 7 KDa betrug. Nach dieser Analyse stellt die kleinste Grolke des
CPP ein Monomer, die zweite ein Tetramer von 4 Untereinheiten und das Grofite ein

Pentamer von 5 Untereinheiten dar.

Durch die Gelfiltration Uber Sephacryl S-200 zeigte Hincha 1989, dass das CPP ein
Molekulargewicht von 28 KDa besitzt (Hincha et al 1989a), exakt das Vierfache von 7KDa,

das Molekulargewicht des Kryoprotektins im denaturierten Zustand.

Nach Durchfuhrung der Frostschutztestes zeigten alle drei Fraktionen eine
Frostschutzaktivitait von 24-36 %, welche gering ist, verglichen mit den 70 %
Frostschutzaktivitat des CPP (Abb. 20). Sieg hat in seiner Arbeit wéhrend der Gelfiltration

Uber Superose 12-Matrix gezeigt, dass das CPP bei zwei GrélRen von 26 KDa und 7 KDa
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detektiert werden konnte. Die Frostschutzaktivitdt wurde nur bei 7 KDa detektiert (Sieg
1995).

Aufgrund seiner Ahnlichkeit in der Sequenz und in der Aktivitit zu pflanzlichen
Lipidtransferproteinen insbesondere WAX9-Proteinen konnte es sein, dass das aus
Wirsingkohlblattern isolierte kryoprotektive Protein CPP zur WAX9-Proteinfamilie oder
mindestens zu den LTPs gehort. Es handelt sich hierbei um eine Mischung aus mindestens
drei Proteinen (Hincha et al 2001).

Alle WAX9-Proteine besitzen ein errechnetes niedriges Molekulargewicht zwischen 9.38 -
9.56 KDa (Schilling 2003). Unter denaturierten Bedingungen lokalisieren alle WAX9-
Proteine auf den Gelen und Membranen in dem Bereich zwischen 6-14 KDa (Abb. 21-24),

welches mit dem errechneten Molekulargewicht Gbereinstimmt.

Bei den WAX9-Proteinen konnten in nativen Zustand zwei Grofien von 14-18 KDa und 7-11
KDa detektiert werden. Es konnte sein, dass jedes WAX9-Protein ein Dimerprotein ist, so
dass jede Untereinheit ein Molekulargewicht von ca.7-9 KDa besitzt. Dr. De Lamotte hat
durch die Computersimulationsstudien gezeigt, dass WAX9D und WAXO9E Dimerproteine
sind.

5.5 Analyse der Aktivitaten von WAX9-Proteinen und CPP

Trotz der hohen Sequenzahnlichkeit der vier untersuchten WAX9-Proteine (A, B, D und E),

konnten in vitro unterschiedliche Aktivitaten nachgewiesen werden.

Wie schon erwartet (Pyee & Kolattukudy 1995) zeigen einige WAX9-Proteine eine starke
Fahigkeit, Lipide zwischen Membranen zu transportieren. Es konnte auch in dieser Arbeit die
neue Eigenschaft des kryoprotektiven Effekts der wax9-Genfamilie bestétigt werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen ohne Zweifel die Ergebnisse von Schilling und Hincha,
dass das WAX9E, das aus der Cuticula von Brassica oleracea isoliert wurde, ein LTP und das
WAX9D ein Kryoprotektin ist. Aber in Bezug auf die anderen Protein WAX9A und WAX9B

waren die Ergebnisse ganz anders.

Trotz der Sequenzahnlichkeit zwischen WAX9A und WAXO9E, die nach der
Stammbaumanalyse von Schilling zur gleichen Untergruppe gehdren, berichtete Schilling,
dass das WAX9A, im Gegenteil von WAX9E, eine Frostschutzaktivitat von 27 % und keine
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Lipidtransferaktivitat aufweist. WAXO9E zeigte nach Schilling eine Lipidtransferaktivitat von
nur 44 AF /Min (Schilling 2003).

De Oliveira-Funk hat nur WAX9D und WAX9E gepriift und gefunden, dass WAX9E ein
LTP, WAX9D ein Kryoprotektin ist (De Oliveira-Funk 2005).

Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die beiden Proteine WAX9A und
WAXGOE sich neben der Ahnlichkeit bei den Aminosauresequenzen wie ein typisches LTP
verhielten. Die beiden Proteine besallen in dieser Arbeit ungefdhr die gleiche
Lipidtransferaktivitdt von ca. 70 AF/Min. Es konnte keine Frostschutzaktivitat bei den beiden
Proteinen festgestellt werden. Diese Ergebnisse wurden unterstiitzt durch die Ergebnisse des

Bindungsversuches an Thylakoidmembranen.

In Bezug auf das WAX9B wurde in allen vorherigen Arbeiten (Hincha, Schilling, Sror)
gezeigt, dass das WAX9B ein LTP ist und keine Frostschutzfahigkeit besitzt. Im Gegensatz
dazu zeigte sich in dieser Arbeit, dass das in Pichia pastoris Uberexprimierte WAX9B neben
der Sequenzahnlichkeit zu dem WAX9D eine Ahnlichkeit bei den getesteten Aktivitaten
hatte. Die beiden Proteine WAX9B und WAX9D waren im Frostschutztest deutlich aktiv und
zeigten eine Aktivitdt von ca. 40-44 %, jedoch zeigten keine oder nur geringe
Lipidtransferaktivitat von 5-6 AF/Min. Diese gemessenen Frostschutzwirkungen der WAX9B
und WAX9D waren gering verglichen mit CPP (70 %).

Die Beobachtung, dass die WAX9-Proteine offensichtlich nur jeweils eine dieser Aktivitaten
besitzen, konnte bereits in friiheren Arbeiten gezeigt werden (Sror, Schilling und Hincha).
Das Vorhandensein von beiden Eigenschaften in einem Protein konnte nicht beobachtet
werden. Diese Ergebnisse fiihren zu einer klaren funktionalen Unterscheidung von
Kryoprotektin und LTPs. Deswegen musste die urspriingliche Arbeitshypothese aufgegeben
werden, dass kryoprotektive Aktivitét eine pleiotrope Eigenschaft von LTPs ist (Hincha et al
1996). Es wurde vermutet, dass sich Kryoprotektin als eine Spezialisierung aus dem
Lipidtransport entwickelt hat. Nach diesen Ergebnissen gehdren die beiden Mitglieder der
WAX9-Proteinfamilie WAX9B und WAX9D aus Brassica oleracea, die vorher nur als LTP

identifiziert wurden, zur kryoprotektiven Proteinfamilie.

In Bezug auf die Fahigkeit, lasst sich schlieen, dass die WAX9-Familie die beiden
Fahigkeiten, Phosphatidylcholin zwischen Liposomen auszutauschen und Frostschutzaktivitat
unter in dieser Arbeit gewahlten Bedingungen, besitzt.

111



Diskussion

Die Sequenzanalyse des Kryoprotektins CPP, das von Wirsingkohlblattern Brassica oleracea
isoliert wurde, zeigt, dass es homolog zu den Sequenzen von WAX9-Proteinen ist und zur
Klasse der Lipidtransfer Proteine LTPs gehort (Sieg 1995). Neben der Sequnzenhomogenitat
zu den WAXO9-Proteinen besitzt das aus Wirsingkohlblattern isolierte Kryoprotektin CPP eine
hohe Frostschutzaktivitdt von 70 % und keine Lipidtransferaktivitiat. Diese Eigenschaften
unterstlitzen die Vermutung, dass das CPP zu den LTPs gehort. Aufgrund seiner Sequenz und
seiner Nahe zu pflanzlichen Lipidtransferproteinen kann man annehmen, dass die Struktur des

Kryoprotektins CPP von vier Disulfidbriicken gepragt ist.

Neben dem Unterschied im Verhalten der in vitro in dieser Arbeit untersuchten WAX9-
Proteinen und dem CPP, die natrlich in vivo auch eine voneinander verschiedene Rolle in
Pflanzen spielen, sind die Expression und die Lokalisation der Proteine im pflanzlichen
Organismus auch unterschiedlich. Die Lokalisation der WAX9-Proteine wurde in
Chloroplasten, Cytosol, Mitochondrien und den Zellkern von kalteakklimatisierten
Kohlpflanzen nachgewiesen (Schilling et al 2003b). Die WAXO9-Proteine exprimieren
offensichtlich auch in wachsenden Blattern ungehdrteten Pflanzen (Pyee et al 1994). Das CPP
bildet sich durch die Hé&rtungsprozesse. Unter Betrachtung der Reinigungsprozedur kann
angenommen werden, dass es nicht in der Wachsschicht lokalisiert ist.

5.6 Bindungsstudien an den Thylakoidmembranen

Hincha (1996) zeigte, dass fir die Schutzwirkung eine Interaktion von Kryoprotektin mit den
Membranen eine notwendige Bedingung ist. Bindungsstudien wurden durchgefihrt, um zu
Uberprufen, ob die rekombinanten WAX9-Proteine bzw. CPP mit den Thylakoidmembranen
eine Bindung eingehen. Die Ergebnisse der Bindungsstudien erlaubten ebenfalls eine
funktionale Unterscheidung von Kryoprotektin und LTP.

Es konnte nachgewiesen werden, dass zwei Vertreter der WAX9-Genfamilie stabil, die andere
zwei unstabil an die in vitro isolierten Thylakoidmembranen binden. Fir die
lipidtransferaktiven Proteine  WAX9A und WAX9E war die Bindung an die
Thylakoidmembranen unstabil und sie wurden bei den Waschschritten wieder entfernt. Im
Gegensatz dazu konnte eine stabile Bindung von beiden kryoprotektiven WAX9B und
WAX9D bzw. von CPP gezeigt werden.

Sieg hat berichtet, dass in Anwesenheit von Calcium- und Mangan-lonen der Schutz der

Thylakoidmembranen vor Frostschaden erhoht wird (Sieg 1995). Dies konnte in dieser Arbeit
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nicht bewiesen werden. Mit und ohne Calcium und Mangan-lonen konnte Kkeine
unterschiedliche Gefrierschutzaktivitat von beiden kryoprotektiven WAX9-Proteinen und
auch von CPP nachgewesen werden (Abb.28). Im Gegenteil dazu gab es einen Riickgang in
der Bindungsfahigkeit von beiden lipidtransferaktiven und auch von beiden kryoprotektiven
WAX9-Proteinen an der Thylakoidmembranen mit dem Vorhandensein von Calcium- und
Mangan-lonen (Abb. 37). Die Lipidtransfer-Aktivitat der WAX9-Proteine in Gegenwart von

Calcium und Mangan-lonen wurde auch leicht verringert (Abb. 29).

Einige Autoren beschrieben die Mdglichkeit, dass die Lipidtransferaktivitat von pflanzlichen
lipidtransferaktiven Proteinen in Gegenwart bestimmter Metallionen vermindert wird, da die
lonen mdoglicherweise die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen LTP und
Membranen verhindert (Kader 1996). Auf dieseWeise wurden moglicherweise auch die
Bindungsfahigkeiten von WAX9-Proteinen an die Thylakoidmembranen in Anwesenheit von

lonen verringert.
5.7 Prifung der modifizierten Proteine

Die Molekularmodelung und die Computersimulation der Bindung von Proteinen an die
Membranen haben vorhergesagt, dass das kryoprotektive WAX9D an die Membranen mit
hoherer Affinitat bindet, verglichen mit dem lipidtransferaktiven WAX9E. Durch bestimmte
Aminosauren erfolgt die Bindung und auf diese Weise schiutzt moglicherweise das

verbundene Protein die Membranen vor Frostschadigungen.

Der Vergleich der Aminosauresequenzen von WAX9-Proteinen zeigte, dass nur ein
préagnanter Austausch einiger Aminosduren zwischen den lipidtransferaktiven und den
kryoprotektiven WAX9-Proteinen existiert. Das reife WAXO9E besitzt in der hydrophoben
Furche in der Position 27 ein Arginin (R) und in Position 35 ein Lysin (K). Beim WAX9D
findet man an Position 27 des reifen Proteins ein Threonin (T), was mdglicherweise essentiell
fir die biologische Aktivitat ist, und an Position 35 ein Serin (S). In diesen beiden
Aminosduren war die Affinitat von lipidtransferaktiven WAX9E bzw. von kryoprotektiven
WAX9D an die Membranen unterschiedlich. Es wurde auch vermutet, dass die in vitro
unterschiedlichen Aktivitdten von WAXO9-Proteinen auf diesem Austausch in bestimmten

Orten zurickfihren ist.

Durch die gerichtete Mutagenese in den beiden Positionen 27 und 35 konnte diese VVorhersage

bestatigt werden. Diese beiden Aminoséuren wurden einzeln und zusammen von Dr. Silke
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Schilling mittels codon usage von Pichia pastoris verandert, wobei die Aminosauresequenz
von WAXO9D erhalten blieb. Bei den zwei einzelnen Mutanten gab es keinen Unterschied in
ihrer Frostschutz- und Lipidtransferaktivitdt. Bei der doppelten Mutante in beiden
Aminosdauren war es ganz Klar, dass die Frostschutzaktivitdt verloren ging. Dies kann
erklaren, dass der in vitro Unterschied in den Aktivitaten der WAX9-Proteine moglicherweise

zu diesem bestimmten Austausch der Aminoséuren gehort.

Eine Unterstitzung der Bindungshypothese konnte durch Bindungsstudien mit den
modifizierten Proteinen gezeigt werden. Nach der Inkubation der modifizierten WAX9-
Proteine mit den Thylakoidmembranen zeigten die einzelnen Mutanten (WAX9D/E27 und
WAX9D/E35) keinen Unterschied in ihrer Bindungsfahigkeit verglichen mit dem originalen
WAX9D. Die doppelte Mutante (WAX9D/E27.35) hat ihre Bindungsfahigkeit an die
Thylakoidmembranen verloren, welches Kklar zeigt, dass die beiden Aminosduren in
Positionen 27 und 35 und maoglicherweise andere bestimmte Aminosduren bei dem WAX9D
fir die Bindung an die Thylakoidmembranen wichtig sind, und die Bindungshypothese

unterstitzen.
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6 Zusammenfassung

Kryoprotektine sind Polypeptide, die zur LTP-Proteinfamilie gehdren. Diese Proteinfamilie
besteht bei B. oleracea aus fiinf Polypeptiden, die als WAX9-Protein bezeichnet werden. VVon
diesen finf Proteinen wurden in dieser Arbeit vier Proteine auf ihre LTP- bzw. Frostschutz-
Eigenschaften, ihre Bindungsfahigkeiten an die Thylakoidmembranen und ihr
Molekulargewicht hin untersucht. Neben den WAX9-Proteinen wurde das aus gehdrteten

Wirsingkohlblattern gewonnene CPP mitgepriift.

Wegen der auftretenden Schwierigkeiten und der geringen erhaltenen Proteinausbeute mit der
Verwendung von prokaryotischen E. coli-Expressionssystem habe ich in dieser Arbeit das
eukaryotische Expressionssystem in Pichia pastoris verwendet.

Nach der Entwicklung des Reinigungsvorgangs Uber eine Amberlitesdule konnte ich die
rekombinanten WAX9-Protein bzw. das aus Wirsingkohlblattern isolierte CPP in trockener

und I6slicher Form erhalten, die bis 4 Monate aktiv bleiben kdnnen.

In Rahmen dieser Arbeit konnte ich in vitro zeigen, dass neben der Ahnlichkeit in der
Sequenz die beiden WAX9A und WAXOE sehr ahnlich in ihren Aktivitdten waren. Beide
zeigten eine hohe Lipidtransfer-Aktivitdt und besallen keine Frostschutzaktivitat. Die
Bindungsfahigkeit von beiden lipidtransferaktiven Proteinen an die Thylakoidmembranen war

schwach.

Ebenfalls verhielten sich die weiteren Proteine WAX9B und WAX9D, die in der
Nucleotidsequenzen auch ahnlich sind, wie die Kryoprotektine und zeigten im Gegensatz zu
den vorherigen Proteinen keine Lipidtransferaktivitat. Diese beiden kryoprotektiven Proteine
zeigten in vitro eine starke Bindung an die Thylakoidmembranen sowie eine Resistenz gegen

die Waschungsschritte.

Das CPP zeigt einen hohen Schutz von 70 % der Thylakoidmembranen gegen Frost und auch
eine deutliche starke Bindung an die Thylakoidmembranen, besitzt aber in vitro keine
Lipidtransferaktivitat.

Es konnte kein Mitglied der WAXO9-Proteine identifiziert werden, das die beiden
Eigenschaften von Kryoprotektion und Lipidtransferaktivitat besitzt, was zu einer klaren
funktionalen Unterscheidung von Kryoprotektin und LTP fihrt.
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Durch die Computersimulation der Bindung von Proteinen an die Membranen konnte Herr
Dr. De Lamotte vorhersagen, dass zwei Aminosauren bei der kryoprotektiven WAX9D (an
Position 27 des reifen Proteins ein Threonin (T) und an Position 35 ein Serin (S)) eine
vermutete Rolle bei der Bindung an die Membranen spielen konnen. Diese beiden
Aminosauren wirden einzeln und zusammen durch die gerichtete Mutagenese zwischen dem
kryoprotektiven WAX9D und lipidtransferaktiven WAX9E vertauscht und geprtft, wobei die

Aminosauresequenz von WAX9D erhalten blieb.
Es wurden 3 unterschiedliche Konstrukte wie folgt generiert:

1- WAXO9DE-T27R - Austausch der Aminosaure T (Position 27 WAX9D) nach R
(Position 27 WAX9E).

2- WAXO9DE- S35K - Austausch der Aminosédure S (Position 35 WAX9D) nach K
(Position 35 WAX9E).

3- WAX9DE-T27R-S35K (Doppelmutante) Austausch der Aminosauren S (Position
35) nach K (WAX9E) und T (Position 27) nach R (WAX9E).

Die beiden einzelnen Mutanten zeigten keinen Unterschied in ihrer Frostschutz- und
Lipidtransferaktivitat sowie in ihrer Bindungsfahigkeit an die Thylakoidmembranen,
verglichen mit dem kryoprotektiven WAX9D. Eine deutliche Anderung zeigte die doppelte
Mutante in beiden Aminoséuren. Sie hat deutlich ihre Frostschutzaktivitdt sowie ihre
Bindungsfahigkeit an die Thylakoidmembranen verloren und hat eine schwache

Lipidtransfer-Aktivitat gewonnen.
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Summary

Cryoprotectins are polypeptides that belong to the lipid transfer protein family (LTP). This
protein family consists from five polypeptides in B. oleracea, which are called WAX9
protein. Of these five proteins in this work four proteins were tested for lipid transfer or
cryoprotective properties, their binding abilities to the thylakoid membranes and their
molecular weight. Cryoprotectin (CPP) isolated from hardened cabbage leaves was used as a

positive control.

WAX9 proteins were expressed in Pichia pastoris and purified by reverse phase

chromatography. The purified proteins remained active for at least 4 months.

In this work, | could show in vitro that in addition to the similarity in the nucleotide sequence
the two WAX9A and WAXOE proteins were very similar in their activities. Both showed a
high degree of lipid transfer activity and had no cryoprotective activity. The binding capacity
of two lipid transfer proteins to the thylakoid membranes was weak. The other two proteins
WAX9B and WAX9D, which are similar in nucleotide sequence, behaved as cryoprotectins
and showed no lipid transfer activity. These two cryoprotective proteins showed in vitro

strong binding to the thylakoid membranes.

The WAXO proteins studied had either lipid transfer or cryoprotective activity but not both

activities, resulting in a clear functional distinction between cryoprotection and lipid transfer.

Molecular modelling of the binding of proteins to the membranes (Dr. De Lamotte, personal
communication) predicted that two amino acids in the cryoprotective WAX9D (position To;
and Sgs of the mature protein) play a crucial role in the binding to the membranes. These two

amino acids were exchanged individually and together by directed mutagenesis.

When the corresponding amino acids from the lipid transfer protein WAX9E were inserted at
positions 27 and 35 of the cryoprotective WAX9D protein, the single amino acid substitutions
did neither change the cryoprotective behavior of WAX9D, nor did they increase the residual
lipid transfer activity. The double mutant, however, lost cryoprotective activity and gained a
weak lipid transfer activity.
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The experimental results confirmed the prediction from molecular modelling about the
strength of membrane binding of the WAX9 proteins and also showed the close correlation
between weak membrane binding and lipid transfer activity versus strong membrane binding

and cryoprotective activity.
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Abb Abbildung

A. Bidest Zweifach destilliertes Wasser
Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat
ATP Adenosin-5'-triphosphat
BMGH Buffered Glycerol-Minimal Medium
BMMH Buffered Methanol-Minimal Medium
BSA Bovine Serum Albumin

bp Basenpaare

bzw. Beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. Circa

cDNA komplementére DNA

C-

Terminal Carboxyterminal

CPP Kryoprotektin Protein

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
DMSO Dimethyl Sulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure
EPC Egg Phosphatidylcholin

EPG Egg Phosphatidylglycerol
Eppi Eppendorfgefaly

ER Endoplasmatisches Retikulum
F Fluoreszenz

EtOH Ethanol

et al und andere

h Stunde/Stunden

kb Kilobasenpaare

KDa Kilodalton

LB L-Broth Vollmedium

LTP Lipid Transfer Protein

L Liter

mA Milliampere

mM Millimolar

M Molar

mg Milligramm

Mg Mikrogramm

min Minute/Minuten
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ml Milliliter

ul Mikroliter

uM Mikromolar

MOPS 3-Morpholino-Propan-Sulfonsaure

MRNA Messenger RNA

NBD-C12-HPC 2-(12-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino)
dodecanol-hexadedecanoyl-sn-glycerol-3-phosohocholine.

nm Nanometer

Nr Nummer

NBT p-Nitrotetrazoliumblauchlorid

N-Terminal Aminoterminal

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Geleleketrophorese

PCR Polymerase Chain Reaction

PEG Polyethylenglycol

pl Isoelektrische Punkt

RNA Ribonukleinsdure

rpm Rotation per Minute

RT Raumtemperatur

SDS Sodium- Dodecyl-Sulfat

Tab Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus (thermophiler Prokaryot)

TBE Tris-Borsaure-EDTA

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N, N, N, N Tetramethyldiamin

TES N-Tris [Hydroxymethyl]-methyl-2-aminoethane Sulfonic Acid

TFA Trifluoressigsaure

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1.3- propandiol

U Units (Einheiten)

UTS Untranslatierten Seite

u.N uber Nacht

uv Ultraviolett

\ Volt

viv Volume per Volume

wiv Masse per Volume

YNB Yeast Nitrogen Base

YPD Yeast extract-Pepton-Dextrose

z.B Zum Beispiel

z. T Zum Teil
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