Biochemische Untersuchungen
zur Funktion, Struktur und Phosphorylierung
des Stressproteins CDeT11-24
aus der trockentoleranten Pflanze

Craterostigma plantagineum

Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét
der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn

vorgelegt von

Jan Petersen

aus
Liineburg

Bonn 2012



Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn

1. Gutachter: Frau Prof. Dr. Dorothea Bartels
2. Gutachter Herr PD Dr. Hans-Hubert Kirch
Tag der Promotion: 08.03.2013
Erscheinungsjahr: 2014



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Abkiirzungsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Wasser, ein limitierender Faktor fiir die Landwirtschaft

1.2 Anpassungen von Pflanzen an Wassermangel

1.3 Austrocknungstoleranz

1.4 Craterostigma plantagineum: ein Modellorganismus fiir Austrocknungstoleranz
1.5 Die molekulare Trockenstressantwort

1.6 ,Late Embryogenesis Abundant*“ Proteine
1.6.1  Nomenklatur

1.6.2 Funktion
1.6.3 Struktur

1.7 CDeT11-24: ein LEA-like Protein aus Craterostigma plantagineum
1.8 Phosphorylierung von Proteinen
1.9 Intrinsisch ungeordnete Proteine

1.10 Zielsetzung der Arbeit

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

2.2 Kits

2.3 Gerite

2.4 Enzyme und Marker

2.5 Sonstige Materialien

2.6 Software

2.7 Pflanzenmaterial
2.7.1  Austrocknung und Bestimmung des relativen Wassergehalts

2.8 Bakterienstimme

2.9 Vektoren

2.10 Primer

2.11 Mikrobiologische Methoden
2.11.1 Anzucht von Bakterien

V1

VI

IX

O 003 W A W N - .

—_—
—_—

12
15
17
19

20

20
20
20
21
22
22
23
23
23
24
24

25
25



2.11.2

Glycerin-Stammkulturen

2.12 Molekularbiologische Methoden

2.12.1
2122
2.123
2.124
2.12.5
2.12.6
2.12.7
2.12.8
2.129
2.12.10
2.12.11
2.12.12
2.12.13

Plasmid Isolierung im kleinen Maflstab
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion
Restriktionsverdau von DNA

Ligation

Herstellung Rubidiumchlorid-kompetenter Escherichia coli Zellen
Transformation Rubidiumchlorid-kompetenter Escherichia coli Zellen
DNA-Sequenzierung

Bestimmung der DNA-Konzentration

Polymerase-Kettenreaktion

Ortsgerichtete Mutagenese

Kolonie-PCR

Agarose-Gelelektrophorese

Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

2.13 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

2.13.1
2.13.2
2.133
2.134

Fallung von Proteinen mit Aceton
Fallung von Proteinen mit TCA
Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Bestimmung der Proteinkonzentration bei 280 nm

2.14 Heterologe Expression von rekombinantem Protein in E. coli

2.14.1
2.14.2

Native Aufreinigung von rekombinanten Protein aus Escherichia coli

Native Aufreinigung von rekombinantem CDeT11-24 ohne 6His-tag

2.15 Elektrophorese von Proteinen

2.15.1
2.15.2
2.153
2.154
2.155
2.15.6
2.15.7
2.15.8

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
2D-Gelelektrophorese
Coomassie-Brillant-Blau-Farbung von Proteinen im Gel
Phosphoproteinfirbung mit Pro-Q Diamond

Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Western Blot

Ponceau Farbung

Immunologischer Proteinnachweis

2.16 Aufreinigung von nativem CDeT-11-24 aus Craterostigma plantagineum

2.16.1
2.16.2
2.16.3
2.16.4
2.16.5

Kopplung von Proteinen an eine HiTrap NHS-aktivierte Sdule

Isolierung monospezifischer Antikdrper mit einer Antigen-Saule
Aufreinigung von ,leicht 16slichem® Protein aus Craterostigma plantagineum
Immunaffintitadtschromatographie

Anreicherung von phosphoryliertem CDeT11-24

2.17 Circulardichroismus-Spektroskopie

2.18 Enzym-Austrocknungs-Assays

2.18.1

Citratsynthase-Austrocknungs-Assay

25
25
25
26
27
27
27
28
29
29
29
30
30
31
31
31
31
32
32
32
33
33
34
35
35
36
37
38
38
39
39
39
40
40
41
42
42
43

43

43
43

II



2.18.2 Lactatdehydrogenase Austrocknungs-Assay 44

2.19 Protein-Lipid-Interaktion 44
2.19.1 Protein-Lipid-Interaktion in Lésung 45
2.19.2 Protein-Lipid-Interaktion auf Nitrocellulose-Membran 45

2.20 Kinase Aufreinigung 46
2.20.1 Aufreinigung von nativem Gesamtprotein 46
2.20.2 Fraktionierte Féllung mit Ammoniumsulfat 46
2.20.3 Ionenaustauschchromatographie mit einer HiTrap SP FF Saule 47
2.20.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie 47
2.20.5 Ionenaustauschchromatographie mit der FPLC 48
2.20.6 Anreicherung von Kinasen 49

2.21 Kinase Assays 49
2.21.1 In-Gel-Kinase-Assay 49
2.21.2 In vitro Kinase Assay 51

2.22 Massenspektrometrie 52

3 Ergebnisse 53

3.1 Aufreinigung und Lipidbindung des CDeT11-24 Proteins 53
3.1.1  Insilico Analyse des Lysin-reichen Sequenzelements von CDeT11-24 53
3.1.2  Lipidbindung des rekombinanten Proteins 6His-CDeT11-24 55

3.1.2.1 Klonierung und Aufreinigung des 6His-CDeT11-24 Proteins 55
3.1.22 Protein-Lipid-Overlay-Assay und Liposomen-Assay mit rekombinantem 6His-CDeT11-24
Protein 56
3.1.3  Lipidbindung von nativem CDeT11-24 Protein 59
3.1.4  Lipidbindung von rekombinantem CDeT11-24 ohne 6His-Tag 60
3.1.4.1 Klonierung und Aufreinigung von CDeT11-24 ohne 6His-Tag 60
3.1.42 Protein-Lipid-Overlay-Assay und Liposomen-Assay mit rekombinantem CDeT11-24 Protein
ohne 6His-Tag 62
3.1.5 Lipidbindung von AK-CDeT11-24 64
3.1.5.1 Klonierung und Aufreinigung von AK-CDeT11-24 64
3.1.52 Protein-Lipid-Overlay-Assay und Liposomen-Assay mit rekombinantem AK-CDeT11-24 66
3.1.6  Liposomen-Aggregation durch CDeT11-24 67

3.2 Untersuchungen zur Proteinstruktur von CDeT11-24 68

3.2.1  Insilico Untersuchungen der CDeT11-24 Proteinstruktur 68

3.2.2  Circulardichroismus-Spektroskopie von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem CDeT11-24

71

3221 Aufreinigung von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem CDeT11-24 aus
Craterostigma plantagineum 71
3222 In vitro Phosphorylierung des 6His-CDeT11-24 Proteins mit Casein Kinase 2 72

3223 Circulardichroismus-Spektroskopie von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem
CDeT11-24 73
II1



323
324
325
3.2.6
3.2.7

Circulardichroismus-Spektroskopie von 6His-CDeT11-24 mit Trifluorethanol
Circulardichroismus-Spektroskopie von 6His-CDeT11-24 mit SDS
Circulardichroismus-Spektroskopie von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24
Circulardichroismus Spektroskopie von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24 mit TFE
Circulardichroismus-Spektroskopie von getrocknetem CDeT11-24

3.3 Schutzfunktion von CDeT11-24 in vitro

3.3.1
332

Citratsynthase-Austrocknung-Assay
Lactatdehydrogenase-Austrocknungs-Assay

3.4 Identifizierung von CDeT11-24 phosphorylierenden Kinasen

34.1 In-Gel-Kinase-Assay mit Myelin Basic Protein
342 In-Gel-Kinase-Assay mit 6His-CDeT11-24
343  Aufreinigung von CDeT11-24 Kinasen

343.1 Fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat

3432 Ionenaustauschchromatographie mit HiTrap SP FF

3433 Hydrophobe Interaktionschromatographie mit HiTrap Phenyl Sepharose HP

3434 Ionenaustauschchromatographie mit Mono S

3435 Spezifische Aktivitdt der Kinaseanreicherung

3436 Kinaseanreicherung

4 Diskussion

4.1 Lipidbindung von CDeT11-24

4.1.1
4.1.2

4.13

4.14
4.1.5

Das CDeT11-24 Protein bindet in vitro an Phosphatidséure
Das Lysin-reiche Sequenzelement ist Bestandteil der Phosphatidsdure Bindung des CDeT11-24

Proteins

74
75
76
77
79
80
80
81
83
83
84
85
86
87
89
90
94
95

97

97

98

99

Die Bindung des 6His-CDeT11-24 Proteins an Phosphatidsdure wird durch den 6His-Tag verursacht

Das CDeT11-24 Protein induziert die Aggregation von Liposomen
Hypothetische Funktion der CDeT11-24 Bindung an Phosphatidséure

4.2 Invitro Schutzfunktion von CDeT11-24

4.2.1
422

Das CDeT11-24 Protein schiitzt Enzyme vor einem Aktivititsverlust durch Austrocknung
Das Lysin-reiche Sequenzelement ist ausschlaggebend fiir die Schutzfunktion des CDeT11-24

Proteins

4.3 Strukturuntersuchungen des CDeT11-24 Proteins durch CD-Spektroskopie
Die Phosphorylierung hat keinen Einfluss auf die intrinsisch ungeordnete Struktur des CDeT11-24

4.3.1

432
433

Proteins
Das CDeT11-24 Protein hat die Neigung zur ,,disorder to order-Transition

Die Struktur des Lysin-reichen Sequenzelements

4.4 Isolierung und Identifikation von CDeT11-24 Kinasen

4.4.1
442

Beurteilung der biochemischen Aufreinigung von CDeT11-24 Kinasen
Identifizierung von CDeT11-24 Kinasen

102
103
104

106
106
107

108

108
109
111
112
112
114

IV



4.5 CDeT11-24 Kinasen
4.6 Ausblick

5 Zusammenfassung

6 Literaturverzeichnis

7 Anhang

7.1 Vektorkarten
7.2 DNA-Sequenzen
7.3 Proteinsequenzen

7.4 Massenspektrometrische Kinase-Identifizierung
7.4.1  Identifizierung der CK2a-Peptide

7.4.2  Identifizierung des cpVIK-Peptids

7.5 Danksagung
7.6 Teilpublikation

115
117

119

121

139

139
144
144

145
145

149

151
152



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Zunahme von Trockenphasen

Abbildung 1.2: AavLEA1-Protein Struktur bei unterschiedlichem Wassergehalt

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des CDeT11-24 Proteins

Abbildung 1.4: Referenz CD-Spektren von Sekundérstrukturmotiven

Abbildung 3.1: In silico Analyse des Lysin-reichen Sequenzelements von CDeT11-24

Abbildung 3.2: Klonierungsstrategie und Aufreinigung des 6His-CDeT 11-24 Proteins

Abbildung 3.3: Lipidbindung von 6His-CDeT11-24

Abbildung 3.4: Vorhergesagte Peptide durch einen Komplettverdau von CDeT11-24 mit Arg-C
Abbildung 3.5: Liposomen-Assay des CDeT11-24 Arg-G Verdaus

Abbildung 3.6: Lipidbindung von nativem CDeT11-24 aus C. plantagineum

Abbildung 3.7: Klonierungsstrategie und Aufreinigung von CDeT11-24

Abbildung 3.8: Lipidbindung von CDeT11-24

Abbildung 3.9: Klonierungsstrategie und Aufreinigung von AK-CDeT11-24

Abbildung 3.10: Lipidbindung von AK-CDeT11-24

Abbildung 3.11: Liposomen unter dem Lichtmikroskop

Abbildung 3.12: In silico Vorhersage unstrukturierter Sequenzbereiche von CDeT11-24 mit PONDR-Fit
Abbildung 3.13: Sekundirstrukturvorhersage des CDeT11-24 Proteins

Abbildung 3.14: Aufreinigung von CDeT11-24 aus C. plantagineum

Abbildung 3.15: Phosphorylierung von 6His-CDeT11-24 mit CK2

Abbildung 3.16: Strukturvergleich von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem CDeT11-24
Abbildung 3.17: Anderung der 6His-CDeT11-24 Sekundérstruktur durch TFE

Abbildung 3.18: Anderung der 6His-CDeT11-24 Sekundérstruktur durch SDS

Abbildung 3.19: CD-Spektrum von rekombinantem CDeT11-24 und AK-CDeT11-24

Abbildung 3.20: Anderung der Sekundirstruktur von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24 durch TFE
Abbildung 3.21: Anderung der CDeT11-24 Sekundirstruktur durch Austrocknung

Abbildung 3.22: Citratsynthase-Austrocknungs-Assay

Abbildung 3.23: Lactatdehydrogenase-Austrocknungs-Assay

Abbildung 3.24: In-Gel-Kinase-Assay mit C. plantagineum Proteinextrakt und MBP als Substrat
Abbildung 3.25: In-Gel-Kinase-Assay mit C. plantagineum Proteinextrakt und 6His-CDeT11-24 als Substrat
Abbildung 3.26: Aufreinigungsstrategie von CDeT11-24 phosphorylierenden Kinasen

Abbildung 3.27: Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung von 2 % RWC Gesamtextrakt

Abbildung 3.28: 2D In-Gel-Kinase-Assay

Abbildung 3.29: Tonenaustauschchromatographie mit HiTrap SP FF

Abbildung 3.30: Hydrophobe Interaktionschromatographie mit HiTrap Phenyl Sepharose HP
Abbildung 3.31: Chromatographische Reinigung der 0,6 M HIC Fraktion durch eine Mono S-Séule
Abbildung 3.32: Chromatographische Reinigung der 0,3 M HIC Fraktion durch eine Mono S-Séule
Abbildung 3.33: Kinaseanreicherung

Abbildung 4.1: Darstellung des ,,electrostatic/hydrogen bond switch* Modells

12
13
18
54
56
57
58
59
60
61
63
65
66
67
68
70
72
73
74
75
76
77
78
79
81
82
84

86
87
88
88
89
91
93
96

102
VI



Abbildung 4.2: Hypothetische Funktion von CDeT11-24 innerhalb des ABA-Signalwegs 105

Abbildung 7.1: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids VYTDVNVVRPR 145
Abbildung 7.2: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids EAMAHPYFSQVR 147
Abbildung 7.3: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids ILQNLCGGTNIVK 148
Abbildung 7.4: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids LLEEDPSLVNAR 149

VII



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.1: Gruppierung der LEA-Proteine nach Bray 9
Tabelle 3.1: Relative Kinase Aktivitit der C. plantagineum Proteinextrakte 85
Tabelle 3.2: Anreicherung der Aufreinigung von 6His-CDeT11-24 Kinasen 94
Tabelle 7.1: pblast mit dem Peptid VYTDVNVVRPR 146
Tabelle 7.2: pblast mit dem Peptid EAMAHPYFSQVR 147
Tabelle 7.3: pblast mit dem Peptid EAMAHPYFSQVR 148
Tabelle 7.4: pblast mit dem Peptid LLEEDPSLVNAR 150

VIII



Abkiirzungsverzeichnis

% (v/v)
% (W/v)
ABA
ABI
ABRE
ADP
AK
ALDH
APS
AS
ATP
bp
BSA
bzw.
CAP
CD
cDNA
CK2
CK2a
CL
cpm

CS

DG
DHN
DNA
dNTP
DRE
DTT
E
EDTA
etal
FPLC
FTIR-
Spektroskopie

g

Volumenprozent
Gewichtsprozent
Abscisinséure
ABA-insensitive

ABA responsive element
Adenosindiphosphat
Antikorper
Aldehyd-Dehydrogenase
Ammoniumpersulfat
Aminoséure
Adenosintriphosphat
Basenpaar

Rinderserum Albumin
bezichungsweise

cold acclimation protein
Circulardichroismus
complementary DNA
Casein Kinase 2

Casein Kinase 2 o Untereinheit
Cardiolipin

counts per minute
Citratsynthase

Tag

Dalton
Digalactosyldiacylglycerin
Dehydrin
Desoxyribonukleinséure
Desoxy-Nukleotid-Triphosphat
drought responsive element
1,4 Dithiothreitol
Extinktion
Ethylendiamintetraacetat

et alii

fast protein liquid chromatography
Fourier-Transform-Infrarot-
Spektroskopie
Erdbeschleunigung

IX



HEPES
HIC
His-Tag
HSP
IEF
IEX
IgG
IGKA

IPG
IPTG
1UP
Kan
kDa
LB
LDH
LEA
M
MALDI
MAP Kinase
MBP
MES
MG
mg
min
MS
NAD
nm
NMR
OD
PA
PAGE
PC
PCR
PE
PG

pl

PI
PLO

Gramm

Stunde
4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinethansulfonsaure
Hydrophobe Interaktionschromatographie
Polyhistidine-tag
Hitzeschockprotein

Isoelektrische Fokussierung
Ionenaustauschchromatographie
Immunoglobulin
In-Gel-Kinase-Assay
isoelektrischer Punkt
Immobilisierte pH-Gradient
Isopropyl-1-thio-s-D-glactopyranosid
Intrinsisch-ungeordnete Proteine
Kanamycin

Kilo-Dalton

Luria Bertani
Lactatdehydrogenase

late embryogenesis abundant
molar

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation
mitogen-activated protein Kinase
myelin basic protein
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure
Monogalactosyldiacylglycerin
Milligramm

Minute

Massenspektrometrie
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nanometer

nuclear magnetic resonance
Optische Dichte

Phosphatidsédure
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatidylcholin
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylglycerin
Isoelektrischer Punkt
Phosphatidylinositol
Protein-Lipid-Overlay



PVPP
QTL
RNA

RT
RWC
SDS
TAE
Taq
TBS
TBST
TCA
TEMED
TFE
™
TOF
Tris
Triton
Tween-20
U

VIK
z.B.

Polyvinylpolypyrrolidon
quantitative trait loci
Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

relative water content
Natriumdodecylsulfat
Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Tris gepufferte Salzlosung

TBS mit Tween-20
Trichloressigsdure
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Trifluorethanol
Schmelztemperatur

time of flight
Trishydroxymethyl-aminomethan
X-100 Octylphenolpolyethylenglycolethern
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Unit Enzymeinheit
VH1-interacting kinase

zum Beispiel

Extinktionskoeffizient

XI



Finleitung

1 Einleitung

1.1 Wasser, ein limitierender Faktor fiir die Landwirtschaft

Die Ertrage der landwirtschaftlichen Pflanzenproduktion werden stark durch abiotische und
biotische Stressfaktoren beeinflusst. Hierbei ist die unzureichende Wasserversorgung von
Nutzpflanzen eine der Hauptursachen fiir Ernteausfille weltweit (Boyer, 1982;
Bruce et al., 2001). Prognosen ergeben einen Anstieg der Weltbeviolkerung von heute
7 Milliarden auf 9,5 Milliarden Menschen bis 2050 (Population Reference Bureau). Dieser
Zuwachs bedeutet, dass in Zukunft 70 bis 100 % mehr Nahrungsmittel produziert werden
miissen und stellt die Landwirtschaft vor eine grole Herausforderung (World Bank, 2008).
Schon heute betrdgt der Anteil des globalen Wasserverbrauchs durch die Landwirtschaft
70 %, wodurch sich nur ein geringer Spielraum fiir einen hoheren Verbrauch ergibt (Unesco,
2012). AuBlerdem zeigen statistische Auswertungen eine Zunahme von Trockenphasen seit
1950, die hochst wahrscheinlich auf anthropogen beeinflusste klimatische Verianderungen
beruhen. Modellierungen sagen voraus, dass dieser Trend weiterhin anhalten konnte (Dai,

2010; Abbildung 1.1).

A

-180 -120 -60 0 60 120 180

B

2015 10 8 6 4 -3 -2 105 0 05 1 2 3 4 6 8 10 15 20

Abbildung 1.1: Zunahme von Trockenphasen. Trockenphasen dargestellt durch den Palmer Drought Index, in
Bezug auf den Durchschnitt der Jahre 1950-1979, fiir 2000-2009 (A) und als Vorhersage durch Modellierung fiir
2060-2069. (B) Die Zunahme von Trockenphasen (Rot- und Gelbtone; -20 bis 0) und Feuchtphasen (Griin-und
Blautone; 0 bis 20) ist farblich gekennzeichnet (modifiziert nach Dai, 2010).
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Primér erfordert die =zukiinftige Erndhrungssicherung, eine nachhaltigere Land- und
Wassernutzung. Zusitzlich konnen aber auch Nutzpflanzensorten, die neben hoheren Ertragen
weniger Wasser verbrauchen oder an Wassermangel angepasst sind einen grolen Beitrag
leisten (Deikman et al., 2012). Um diese durch traditionelle Ziichtung mit Hilfe von QTL-
Analysen oder biotechnologischen Verfahren bereitzustellen, bedarf es jedoch eines vertieften
Wissens dariiber, wie Pflanzen auf Wassermangel reagieren (Godfray et al., 2010). Aus
diesem Grund ist es von groflter Bedeutung, die durch Wassermangel induzierten
physiologischen Prozesse in Pflanzen mit den modernen Methoden der Biochemie und

Molekularbiologie zu untersuchen.

1.2 Anpassungen von Pflanzen an Wassermangel

Wasser ist fiir alle Pflanzen, essenziell. Durch den aus Wassermangel entstehenden
Trockenstress werden wichtige Prozesse, wie die Nahrstoffaufnahme, die Photosynthese und
das Aufrechterhalten des Tugordrucks gestort (Hilbricht und Bartels, 2003). Auf molekularer
Ebene kommt es des Weiteren zur Schiadigung von Makromolekiilen wie DNA, RNA,
Proteinen und Lipidmembranen, deren funktionale Struktur stark von ihrer Hydrathiille
abhingt. Ist nicht geniigend Wasser vorhanden, konnen in der Zelle fundamentale
metabolische Reaktionen nicht mehr stattfinden. Als Folge darauf werden die pflanzliche
Entwicklung und das Wachstum stark beeintrachtigt. Im Extremfall kollabiert das System und
die Pflanze ist nicht mehr lebensféhig.

In der Evolution der Pflanzen haben sich daher unterschiedliche Resistenz-Mechanismen
gegen Trockenstress ausgebildet. Es werden drei Formen der pflanzlichen Stressresistenz
gegen Trockenheit unterschieden: (a) Flucht, (b) Vermeidung und (c) Toleranz (Levitt, 1980).
Unter Flucht (a) versteht man eine zeitlich angepasste kurze Vegetationszeit, durch die
trockene  Phasen vermieden werden (Heschel wund Riginos, 2005). Zur
Trockenstressvermeidung (b) gehdren konstitutive Anpassungen, die verhindern, dass ein
Stress Auswirkungen auf die Pflanze hat. Hierzu zéhlen morphologische Merkmale, wie etwa
eine verdickte Cuticula oder tief in die Blattoberfliche eingesenkte Stomata, und
Verdnderungen des Stoffwechsels wie die C4-Photosynthese oder der Crassulaceen-
Saurestoffwechsel (CAM; Bartels und Chandler, 2007).

Die dritte Form der Anpassung an Trockenstress ist die Toleranz (c). Sie ist eine adaptive und
induzierte Reaktion auf eine Trockenstresssituation. Durch Verdnderung der Genexpression

und des Stoffwechsels kann durch sie der Turgordruck der Zellen bis zu einem gewissen Grad
2
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aufrechterhalten werden (Bartels und Sunkar, 2005). Wird diese Grenze durch extremen
Trockenstress iiberschritten, erfolgen permanente Schéiden, die letal sein konnen (Larcher,
1987). Eine extreme Form der Trockentoleranz ist die Austrocknungstoleranz, die es Pflanzen
ermoglicht, groBe Wasserdefizite fiir eine ldngere Zeit in einem Ruhezustand zu {iberstehen

(Grene et al., 2011).

1.3 Austrocknungstoleranz

Austrocknungstolerante Pflanzen besitzen die Féhigkeit, einen fast vollstdndigen
Wasserverlust (< 0,1 g Wasser / g Trockengewicht) zu iliberdauern, bei dem sich das innere
Wasserpotential der Pflanze im Gleichgewicht mit dem der Luft befindet (Alpert, 2005). In
diesem Zustand ruhen alle metabolischen Funktionen. Sobald wieder Wasser zur Verfligung
steht, wird die Pflanze rehydriert und die normalen physiologischen Funktionen werden
wieder aufgenommen (Alpert, 2005). Der Zustand der Austrocknungstoleranz wird durch
Zucker, die das Wasser ersetzen, Proteine, die Makromolekiile bzw. Membranen stabilisieren,
und Antioxidantien, sowie detoxifizierende Enzyme erreicht (Alpert, 2006).

Im Verlauf der pflanzlichen Evolution war die Ausbildung der Austrocknungstoleranz eine
entscheidende Voraussetzung fiir die Besiedlung der Landmassen (Kappen und Valladares,
1999). Aus diesem Grund ist Austrocknungstoleranz noch heute unter den Kryptogamen, wie
Flechten und Moose, weitverbreitet (Oliver et al., 2005; Porembski, 2011). Untersuchungen
der Austrocknungstoleranz des Mooses Tortula ruralis ergaben, dass diese vor allem auf
Reparaturmechanismen wihrend der Rehydrierung beruht und weniger auf die Ausbildung
von Schutzfunktionen wihrend der Dehydrierung (Wood und Oliver, 1999). In der Evolution
der Gefidlpflanzen ist diese ,urspriingliche* vegetative Austrocknungstoleranz jedoch
groBtenteils verloren gegangen und wurde durch Anpassungen zur Regulation der
Wasseraufnahme und -abgabe ersetzt, wie wasserabweisende Wachsschichten, Wurzeln,
GefiBe und Stomata (Raven und Edwards, 2004; Delaux et al., 2012). Es wird angenommen,
dass Gene mit  Schutz- und  Reparaturfunktionen, der  ,urspriinglichen*
Austrocknungstoleranz, sowohl fiir die generelle Trockenstressantwort als auch fiir die
Austrocknungstoleranz der Samen von Gefdfpflanzen rekrutiert worden sind (Oliver et al.,
2000). Denn viele Spermatophyten besitzen austrocknungstolerante Samen und Pollen,
wodurch sie immer noch die Fahigkeit besitzen, Diirreperioden zu iiberstehen
(Toldi et al., 2009). Ein eindrucksvolles Beispiel hierfiir sind die Samen der Dattelpalme

(Phoenix dactylifera), die noch nach mehr als 2000 Jahren keimungsfihig waren (Sallon
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et al., 2008). Die auf das Samenstadium beschrinkte Austrocknungstoleranz ist jedoch streng
entwicklungsspezifisch und in vegetativen Geweben nicht aktiv (Bartels et al., 1988).
Basierend auf phylogenetischen Analysen wird angenommen, dass die Austrocknungstoleranz
des Samenstadiums als genetischer Ursprung der vegetativen Austrocknungstoleranz der
GefaBpflanzen diente (Oliver et al., 2000). Diese Art von Re-Evolution hat vermutlich
unabhingig voneinander in verschiedenen Pflanzenfamilien stattgefunden (Oliver et al.,
2005).

Unter den GefdBpflanzen sind ca. 373 Arten bekannt, die austrocknungstolerant sind. Davon
entfallen 95 Arten auf die Pteridophyta und 278 Arten auf die Angiospermen (218 Arten
Monokotyle, 60 Arten Dikotyle; Tuba und Lichtenthaler, 2011). In den Gymnospermen sind
keine austrocknungstoleranten Arten beschrieben.

Die Untersuchung austrocknungstoleranter Pflanzen ist ein wichtiger Bestandteil der
Erforschung von Trockenstress, da ein Verstdndnis der zentralen Mechanismen, die zur
Austrocknungstoleranz fithren, biotechnologische und ziichterische Ansétze bietet, an

Wassermangel angepasste Nutzpflanzen zu erzeugen (Toldi et al., 2009).

1.4 Craterostigma plantagineum: ein Modellorganismus fiir
Austrocknungstoleranz

Fin  bedeutender = Modellorganismus zur  Untersuchung der  pflanzlichen
Austrocknungstoleranz ist die Wiederauferstehungspflanze Craterostigma plantagineum
(Bartels, 2005; Bartels und Hussain, 2011). C. plantagineum wird taxonomisch in die Familie
der Linderniaceae eingeordnet, in der Craterostigma eine eigene Gattung bildet
(Rahmanzadeh et al., 2005). Thr Verbreitungsgebiet erstreckt sich auf felsige Regionen, wie
die Inselberge im Osten und Siiden Afrikas, die durch starke temporidre Wasserschwankungen
mit immer wiederkehrenden Diirren gepragt sind (Fischer, 2004). In anhaltenden
Diirreperioden kann C. plantagineum bis zu 98 % ihres Wassers verlieren und so in einem
Ruhezustand fiir mehrere Monate iiberleben. Steht wieder Wasser zur Verfiigung, wird die
normale physiologische Aktivitit innerhalb von Stunden wiederhergestellt (Gaff, 1971).

In den letzten Jahren wurden mehrere Gene identifiziert, deren Expression durch
Austrocknung in C. plantagineum induziert wird und vermutlich an der Ausbildung der
Austrocknungstoleranz beteiligt sind (Bartels et al., 1990; Bockel et al., 1998; Rodrigo et
al.,2004). Hierzu zdhlen Gene, die fiir regulatorische Proteine, Proteine des
Zuckerstoffwechsels, Schutzproteine und detoxifizierende Proteine kodieren (Bartels, 2005).
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Die Regulation einiger dieser Gene wurde bereits auf Promotorebene (Michel et al., 1994;
Velasco et al., 1998; Hilbricht et al., 2002; Ditzer und Bartels, 2006; van den Dies et al.,
2011) und Proteinebene genauer untersucht (Piatkowki et al., 1990; Velasco et al., 1998;
Frank et al., 2000; Kirch et al., 2001; Ditzer et al., 2001; Ditzer und Bartels, 2006; Willige ef
al., 2009). Zusitzlich wurde mit Hilfe einer Transkriptom-Studie die Genexpression von
C. plantagineum Pflanzen im hydrierten, teildehydrierten, total dehydrierten und rehydrierten
Zustand untersucht (Rodriguez et al., 2010). Des Weiteren wurde das Phosphoproteom der
Pflanze wéhrend der Austrocknung untersucht (Roéhrig et al., 2006; Rohrig ef al., 2008).

1.5 Die molekulare Trockenstressantwort

Die Mechanismen der pflanzlichen Stressantwort zielen darauf ab, den Wasserverbrauch und
das Wasserpotential zu verringern, sowie durch Synthese metabolischer und proteinogener
Schutzfaktoren Schaden zu reduzieren (Verslues et al., 2006).

Bei Trockenstress kann zundchst ein sehr schneller Anstieg der Abscisinsdure
(ABA)-Konzentration beobachtet werden. Das Phytohormon ABA ist ein zentraler Botenstoff
fiir die Signaltransduktion der abiotischen und teilweise auch biotischen Stressantworten. Des
Weiteren hat ABA wachstums- und entwicklungsspezifische Funktionen. Zu einer der ersten
physiologischen Reaktionen auf eine erhohte ABA-Konzentration gehort das SchlieBen der
Stomata. Hierdurch wird der Wasserverlust durch Transpiration unterbunden (Schroeder et
al.,2001).

Obwohl die Schliisselenzyme der ABA-Biosynthese gut untersucht sind (Nambara und
Marion-Poll, 2005), ist bis heute nicht bekannt, wie Pflanzen Trockenstress bzw. osmotischen
Stress wahrnehmen und die ABA-Produktion reguliert wird (Zhang et al., 2006).
Untersuchungen der ABA-abhingigen Stressantwort durch exogene ABA-Behandlung
ergaben, dass nicht alle trockenstressinduzierten Proteine durch ABA exprimiert werden (Seki
et al., 2002). Dies weist darauf hin, dass auch ein ABA-unabhingiger Signalweg bestehen
muss (Boudsocq und Lauriere, 2005). Dieser verlauft vermutlich iiber sekundére Botenstoffe
wie Ca”", Inositol-1,4,5-Triphosphat oder Phosphatidsiure (Bartels und Sunkar, 2005), durch
die Signalkaskaden aktiviert werden, die zu einer Anderung von Genexpression und
Stoffwechsel flihren (Xiong et al., 2002; Testerink und Munnik, 2005).

In Bezug auf die endogene ABA-Perzeption wurde durch die Entdeckung der RCAR ABA-
Rezeptoren in den letzten Jahren groBe Fortschritte gemacht (Ma et al., 2009; Park et al.,

2009). Liegen nur geringe ABA-Konzentration in der Zelle vor, so werden durch
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Phosphatasen, wie zum Beispiel 4BA-insensitive 1 (ABI1), Proteine der ABA-Signalkette
dephosphoryliert und somit reprimiert (Merlot ez al., 2001). Kommt es jedoch zu einer ABA-
Akkumulation, dndern die RCAR-Rezeptoren durch Bindung des Phytohormons ihre
Konformation (Melcher et al., 2009, Miyazono et al., 2009, Nishimura et al., 2009; Santiago
et al., 2009, Yin et al., 2009) und rekrutieren das ABI1 Protein (Nishimura et al., 2010).
Hierdurch werden die Zielproteine, wie die SnRK 2 (sugar non fermenting-related kinase),
nicht mehr dephosphoryliert und liegen in ihrem aktiven Zustand vor, wodurch sie ihrerseits
Transkriptionsfaktoren ~phosphorylieren und aktivieren. Zu einer Gruppe dieser
Transkriptionsfaktoren gehort das abscisic acid responsive element-binding (AREBI1)-
Protein, das durch Phosphorylierung an das abscisic acid responsive element (ABRE)-
Promotorelement bindet und die Genexpression einleitet (Furihata et al., 2006).

Nach Shinozaki et al. (2003) kénnen die durch Austrocknung induzierten Proteine in
(a) regulatorische und (b) funktionelle unterteilt werden. Zu den regulatorischen Proteinen (a)
gehoren: Proteinkinasen, Phosphatasen, Proteine des Phospholipidmetabolismus, Proteine der
ABA-Biosynthese und Transkriptionsfaktoren. Durch sie erfolgt die weitere stressbedingte
Signaltransduktion und Expression.

Die funktionellen Proteine (b) sind vor allem fiir den Schutz der Zelle zustindig. Hierzu
zdhlen: Proteasen, detoxifizierende Proteine, Proteine fiir Wasserkanile, Proteine der
Osmolyt-Biosynthese und Schutzfaktoren fiir Makromolekiile. Im Folgenden wird auf die
Funktion der beiden letztgenannten Proteingruppen niher eingegangen.

Eine wichtige Funktion iiben die Proteine der Osmolyt-Biosynthese aus. Sie synthetisieren
kompatible Solute (organische Verbindungen, die nicht mit dem Zellstoffwechsel
interferieren) wie: Prolin, Glycinbetain, Zucker, Zuckeralkohole und andere (Bartels und
Sunkar, 2005). Thre Funktion besteht in der Erh6hung der Osmolaritdt und Stabilisierung von
Makromolekiilen (Hincha und Hagemann, 2004; Krasensky und Jonak, 2012). Prolin und
Glycinbetain konnen des Weiteren wahrscheinlich auch vor oxidativen Schiden, durch
reaktive Sauerstoffspezies, schiitzen (Chen und Murata, 2002; Szabados und Savouré, 2010).
Potts (1994) stellte die Hypothese auf, dass Zucker Proteine vor austrocknungsbedingten
Schiden schiitzen konnen, indem sie das Wasser ersetzen und Wasserstoffbriicken ausbilden.
Neben dieser Schutzfunktion, wird durch Zucker auch die sogenannte Glas-Phase ausgebildet,
die ein wichtiger Mechanismus der Austrocknungstoleranz ist. Durch diese hochviskose
Fliissigkeit wird ein metastabiler Zustand erzeugt, der sowohl chemische Reaktionen als auch

die molekulare Diffusion verlangsamt (Buitink und Leprince, 2008).
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Fir C. plantagineum ist der durch Austrocknung induzierte Zuckermetabolismus gut
untersucht. So fithrt die Dehydrierung zu einer Umwandlung des in Blattern vorliegenden C8-
Zuckers 2-Octulose zu Saccharose (Bianchi ef al., 1991). In den Wurzeln hingegen liegen
grole Mengen Stachyose vor, die durch Austrocknung zu Saccharose umgesetzt, aber auch
teilweise metabolisiert wird (Norwood et al., 2003).

Zu den proteinogenen Schutzfaktoren fiir Makromolekiile und Membranen, zdhlen unter
anderem die Hitzeschockproteine (HSP), die als molekulare Chaperone an denaturierte
Proteine binden und eine Renaturierung durch Riickfaltung durchfiihren (Hartl, 1996;
Alamillo et al., 1995). Eine weitere Klasse dieser Schutzfaktoren, deren Expression durch
Trockenstress induziert wird, sind die late embryogenesis abundant (LEA)-Proteine, die im

folgenden Kapitel ausfiihrlich beschrieben werden (Abschnitt 1.6).

1.6 ,Late Embryogenesis Abundant* Proteine

Vor iiber 30 Jahren wurde von Dure et al. (1981) in Baumwollsamen (Gossypium hirsutum)
eine Gruppe von Proteinen entdeckt, die wahrend der spiten Samenreifung gebildet werden.
Da eine entwicklungsspezifische Expression angenommen wurde, erhielten sie den Namen
Llate embryogenesis abundant” Proteine. Die meisten LEA-Proteine haben einen hohen
Anteil an hydrophilen Aminosduren. Dies bewirkt, dass sie durch Kochen in Losung nicht
denaturiert werden. Aulerdem besitzen sie viele geladene Aminosduren, wodurch sie meist
einen hohen bzw. niedrigen isoelektrischen Punkt haben (Tunnacliffe und Wise, 2007).

Spater wurden LEA-Proteine auch in anderen Pflanzenarten identifiziert und es zeigte sich,
dass die Expression nicht nur auf die Samenreifung beschrénkt ist, sondern auch durch
Trockenstress, Salzstress, Kéltestress und ABA in vegetativem Gewebe induziert wird
(Ingram und Bartels, 1996; Thomashow, 1999). Neben der Induktion durch abiotischen Stress
konnen einige LEA-Proteine zudem auch konstitutiv exprimiert werden (Bies-Etheve ef al.,
2008). Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass LEA-Proteine nicht nur im
Pflanzenreich, sondern auch in Bakterien (Stacy und Aalen, 1998) und Tieren (Hand ef al.,
2011), wie zum Beispiel austrocknungstoleranten Nematoden, vorkommen kénnen (Browne
et al., 2002). Generell ist die Familie der LEA-Proteine sehr heterogen. Dies spiegelt sich
unter anderem auch in ihrem Molekulargewicht wider, das zwischen 5,3 und 67,2 kDa liegt
(Shih et al., 2008).
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1.6.1 Nomenklatur

Nach der Entdeckung der LEA-Proteine erfolgte die Einteilung nach charakteristischen
Sequenzmotiven in drei Gruppen (Dure, 1989). Obwohl die meisten LEA-Proteine zu diesen
Gruppen gehoren, wurde das System durch die Identifizierung weiterer LEA-Proteine von
Bray (1993) auf sechs Gruppen erweitert. In den letzten Jahren wurden Erweiterungen fiir
diese klassische Nomenklatur vorgeschlagen (Galau et al., 1993; Battaglia et al., 2008) und
zusitzlich neue Methoden zur Klassifizierung der LEA-Proteine entwickelt. Hierzu zéhlen die
Einteilung der LEA-Proteine nach protein family (Pfam)-Motiven (Bateman et al., 2004) oder
aufgrund ihrer Peptidzusammensetzungen anstelle der Aminosduresequenz (Wise, 2002).
Eine Ubersicht der LEA-Proteingruppen nach Bray (1993) mit ihren charakteristischen
Sequenzmotiven wird im Folgenden erldutert und ist mit den entsprechenden Pfam-Motiven
in Tabelle 1 dargestellt.

Die Gruppe 1 der LEA-Proteine besitzen einen hohen Anteil der Aminosiuren Glycin, sowie
Glutamin oder Glutamat und eine Konsensussequenz von 20 Aminosduren, die mit bis zu vier
Wiederholungen auftritt. Proteine der Gruppe 2 werden auch Dehydrine genannt und wurden
bisher von allen LEA-Proteinen am besten charakterisiert (Battaglia et al., 2008). Sie besitzen
eine aus 15 Aminosduren bestehende Lysin-reiche Sequenz, die K-Segment genannt wird und
mit bis zu 11 Wiederholungen auftreten kann (Close et al., 1989). Neben diesem Motiv
konnen zusitzlich noch das N-terminal gelegene Y-Segment (mit bis zu 35 Wiederholungen)
und das S-Segment vorkommen (Campbell und Close, 1997). Die Gruppe 3 besitzt eine hohe
Diversitit und umfasst Proteine, die ein sich wiederholendes Motiv aus 11 Aminosiduren
besitzen (Dure, 1993). LEA-Proteine, welche der Gruppe 4 zugeordnet werden, besitzen einen
konservierten N-terminalen Bereich von 70-80 Aminoséduren. Die zu der Gruppe 5 zdhlenden
LEA-Proteine haben ein dhnliches Motiv wie die Proteine der Gruppe 3, jedoch variiert die
Aminosdurezusammensetzung stark, wodurch sich keine Konsensussequenz ergibt (Wang et
al., 2006). Die Proteine der Gruppe 5 werden auch als untypische LEA-Proteine bezeichnet,
da sie im Gegensatz zu allen anderen LEA-Proteinen aus vielen hydrophoben Aminosduren
bestehen und durch Kochen in Losung ausfallen (Baker et al., 1988). Die Gruppe 6 der LEA-
Proteine besitzt die wenigsten Mitglieder, die bis zu vier charakteristische Motive besitzen

konnen. Hiervon sind die Motive 1 und 2 am stirksten konserviert (Battaglia ef al., 2008).
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Tabelle 1.1: Gruppierung der LEA-Proteine nach Bray (1993). In der Tabelle sind die sechs Gruppen der LEA-
Proteine  mit ihrer Konsensussequenz, der korrespondierenden = PFAM-Doméne und dem
Molekulargewichtsbereich aufgefiihrt (modifiziert nach Battaglia et al., 2008).

PFAM-
Gruppe | Konsensus Sequenz Molekulargewicht
Domiéne
1 PF00477
TRKEQ[L/M]G[T/E]JEGY[Q/K]EMGRKGGI[L/E] 6,8 - 20,3 kDa
(LEA 5)
2 K-Segment
EKKGIMDKIKEKLPG
Y-Segment PF00257 5,3 -66,3 kDa
[V/TID[E/Q]YGNP (Dehydrin)
S-Segment
Sa
3 PF02987
TAQAAKEKAXE 7,2—67,2 kDa
(LEA 4)
4 AQEKAEKMTA[R/HIDPXKEMAHERK[E/K][A/E][K/R] | PF03760 84138 kD
D ) a
N-terminale Sequenz (70-80Aminoséuren) (LEA 1)
5 keine Konsensussequenz - 5,3 -38,5kDa
6 PF10714
LEDYK(M/R)(QKR][G/A]YG[T/A] 7 — 14 kDa
(LEA 6)

1.6.2 Funktion

Allgemein wird angenommen, dass LEA-Proteine die Hydrathiille ersetzen kénnen und so
Makromolekiile sowie zelluldre Strukturen vor einer Schiddigung durch Wasserverlust
schiitzen (Bray, 1997; Garay-Arroyo et al., 2000). Zur Untersuchung der LEA-
Proteinfunktion wurden daher mehrere in vivo und in vitro Studien durchgefiihrt. Die genaue
physiologische Funktion der LEA-Proteine ist jedoch nach wie vor unklar.

Uberexpressionsstudien einiger LEA-Proteine in Pflanzen fiihrten zu einer Erhdhung der
Trocken-, Salz- und Kiltetoleranz (Sivamani et al., 2000; Rohila et al., 2002; Hara et al.,
2003). Fiir andere LEA-Proteine hingegen konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden
(Iturriaga et al., 1992; Kaye et al., 1998). Gleiches gilt fiir die heterologe Expression von
LEA-Proteinen in Hefe und Bakterien. Hier konnte gezeigt werden, dass einige LEA-Proteine
einen positiven Effekt auf die Toleranz gegeniiber Salz- und osmotischen Stress haben (Imai
et al., 1996; Liu und Zheng, 2005). Das K-Segment eines Gruppe 2 LEA-Proteins filihrte

hingegen zu einer Inhibition des Wachstums von E. coli (Campos et al., 2006).




Finleitung

Zu den am héaufigsten verwendeten in vitro Experimenten zur Charakterisierung der
Eigenschaften der LEA-Proteine gehdren Enzym-Schutz Assays. Hierbei wird ein Enzym
zusammen mit dem zu untersuchenden LEA-Protein einem Stress (Hitze, Trockenheit, Kélte)
ausgesetzt und anschliefend die Enzymaktivitdt bestimmt. Durch diese Methode konnte fiir
mehrere LEA-Proteine der Gruppen 1-4 gezeigt werden, dass sie Enzyme wie
Malatdehydrogenase, Lactatdehydrogenase oder Citratsynthase vor einem Verlust der
Enzymaktivitit durch gefrieren oder austrocknen schiitzen (Kazuoka und Oeda, 1994; Reyes
et al., 2005; Goyal et al., 2005). Die Gruppe 2 LEA-Proteine ERD 10 und 14 aus Arabidopsis
thaliana konnten Enzyme auch vor einer Deaktivierung und Aggregation durch Hitze
schiitzen (Kovacs et al., 2008a). Im Zusammenhang mit dieser Schutzfunktion wird eine
Wirkung als Chaperon diskutiert (Kovacs ef al., 2008b). Diese wiirde jedoch eine direkte
Interaktion oder Komplexbildung mit dem zu schiitzenden Protein voraussetzten, was bisher
noch nicht nachgewiesen werden konnte (Tunnacliffe und Wise, 2007). Eine weitere
Hypothese zum Funktionsmechanismus der LEA-Proteine ist, dass sie als molekulare Schilde
fungieren, wodurch sie eine Kollision teilweise denaturierter Proteine verhindern und somit
die Aggregation hydrophober Bereiche unterbinden (Wise und Tunnacliffe, 2004).

Fiir viele konservierte LEA-Proteinmotive wird vorhergesagt, dass sie eine amphipathische
Helix ausbilden (Battaglia et al., 2008). Dieses Strukturelement ist dafiir bekannt, mit
Lipidmembranen und Proteinen zu interagieren (Epand ef al., 1995). Aus diesem Grund
wurde schon friih iiber eine Membranbindung und Membran schiitzende Funktion der Gruppe
2 LEA-Proteine spekuliert (Close, 1996). Eine Lipidbindung an anionische Phospholipide
wurde erstmals fiir das Mais (Zea mays) Gruppe 2 Protein DHN1 durch Koag et al. (2003)
nachgewiesen. Die Bindung erfolgt dabei durch die zwei K-Segmente des Proteins (Koag et
al., 2009). Das mitochondriale Gruppe 3 LEA-Protein LEAM aus Erbse (Pisum sativum)
schiitzt sogar Vesikel aus Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin vor einer
Fusionierung durch Austrocknung und Gefrieren (Tolleter et al., 2007; Tolleter et al., 2010).
Im Kontrast dazu wurde fiir LEA-Proteine der Gruppe 2 und 4 eine Fusionierung von
Vesikeln beobachtet (Eriksson et al., 2011; Hundertmark et al., 2012).

Des Weiteren wird vermutet, dass LEA-Proteine aufgrund ihres stark hydrophilen Charakters
einen Wasserverlust verlangsamen und somit als Hydratationspuffer wirken kdnnten
(McCubbin et al., 1985). Beispielsweise bindet das LEA-Protein AavLEA1 der Nematode
Aphelenchus avenae 20-mal mehr Wasser als ein globuldres Protein von gleicher Grofie
(Goyal et al., 2003). Neben den zuvor beschriebenen Funktionen konnte fiir einzelne LEA-

Proteine auch eine Funktion als Radikalfanger (Hara et al., 2003) oder Bindeprotein von
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zweiwertigen Kationen, wie Calcium oder Eisen, belegt werden (Kriiger et al., 2002, Alsheikh

et al.,2003).

1.6.3 Struktur

Die einzige verfiigbare dreidimensionale Struktur eines LEA-Proteins ist die des LEA14
Proteins aus 4. thaliana (Singh et al., 2005). Dieses Protein gehort jedoch zu den untypischen
hydrophoben LEA-Proteinen der Gruppe 5. Versuche LEA-Proteine aus den anderen
Gruppen, die aus vielen hydrophilen Aminosduren bestehen, zur Strukturanalyse zu
kristallisieren, sind bisher gescheitert (McCubbin et al., 1985; Lisse et al., 1996; Goyal et al.,
2003).

Aus diesem Grund wurden zur Strukturuntersuchung von LEA-Proteinen spektroskopische
Verfahren wie Circulardichroismus-, NMR- oder FTIR-Spektroskopie eingesetzt. Diese
strukturellen Untersuchungen von LEA-Proteinen der Gruppen 1-4 in Losung ergaben einen
Anteil von mehr als 50 % Random-Coil-Konformation (Tunnacliffe und Wise, 2007).
Aufgrund ihres nur geringen Anteils an a-Helix- und p-Faltblatt-Strukturen gehdren sie daher
zu den intrinsisch ungeordneten Proteinen (Abschnitt 1.9). Interessanterweise konnte mit den
Helix-induzierenden chemischen Substanzen TFE und SDS fiir die LEA-Proteine der
Gruppen 1-4 eine Strukturdnderung von Random-Coil- zu a-Helix-Konformation beobachtet
werden (Soulages et al., 2002; Lisse ef al., 1996; Grelet ef al., 2005; Shih et al., 2004). Diese
wdisorder to order“-Transition ist je nach LEA-Protein, auch innerhalb einer Gruppe,
unterschiedlich stark ausgeprigt. So betrigt beispielsweise der a-Helix-Anteil bei 90 % TFE
fiir die Gruppe 2 LEA-Proteine Cor47 50 % und fiir Rab18 nur 2 % (Mouillon et al., 2006).
Ein Versuch den ausgetrockneten Zustand der Zelle durch Glycerin, Polyethylenglycol und
Zucker zu imitieren, flihrte ebenfalls zu einer unterschiedlich stark ausgeprigten
Strukturdnderung der Proteine Cor47 und Lti30 (Mouillon ef al., 2008).

Da viele LEA-Proteine wihrend der spdten Phase der Embryogenese oder in
austrocknungstoleranten Pflanzen exprimiert werden, wurde ihre Struktur auch im
ausgetrockneten Zustand untersucht. Fiir ein Gruppe 3 LEA-Protein aus Rohrkolben (7Typha
latifolia) wurde durch schnelle Austrocknung eine reversible Strukturdnderung von Random-
Coil- zu o-Helix-Konformation detektiert. Eine langsame Austrocknung hingegen fiihrte
neben der Bildung von a-Helices auch zu B-Faltblatt-Konformationen (Wolkers et al., 2001).
Die Zunahme einer geordneten Sekundérstruktur durch Dehydrierung wurde bisher fiir LEA-

Proteine der Gruppen 1-3 beschrieben (Boudet et al., 2006; Goyal et al., 2003; Shin et al.,

11



Finleitung

2004). Aus diesem Grund wird dariiber spekuliert, dass die austrocknungsbedingte
Strukturdnderung moglicherweise in einem direkten Bezug zur Funktion der LEA-Proteine
steht (Tunnacliffe und Wise, 2007).

Sehr gut veranschaulicht wird die austrocknungsbedingte Strukturdnderung durch eine von Li
und He (2009) durchgefiihrte molekular-dynamische Dehydrierungs-Simulation eines
einzelnen AavLEAI1 Proteinfragments (Abbildung 1.2). Das Ergebnis zeigt, dass das
Proteinfragment bei einer Wassermolekiil-Séttigung von 83,5 % bis 50,4 % vollstindig gelost
und unstrukturiert ist. Da unterhalb dieser Konzentration nicht mehr genligend
Wassermolekiile zur Verfiigung stehen um das Protein komplett zu 16sen, fangt es ab ca. 20 %
Wassergehalt an seine Struktur zu dndern und zeigt im vollig ausgetrockneten Zustand (2,3 %
Wassergehalt) eine haarnadelartige o-helikale Struktur. Es wird angenommen, dass diese
Konformationsdanderung primar durch die Ausbildung intermolekularer

Wasserstoffbriickenbindungen und sekundér durch elektrostatische Interaktionen erfolgt.

50.4%

20.2% , 2.3%

Abbildung 1.2: AavLEAl-Protein Struktur bei unterschiedlichem Wassergehalt. Modellierung der
Proteinstruktur von 66 Aminosduren des AavLEA1 Proteins aus der Nematode 4. avenae mit unterschiedlichen
Gehalten an Wassermolekiilen. o-Helix- (rot), B-Faltblatt- (griin) und Random-Coil-Konformation (grau).
Wassermolekiile sind rosa dargestellt (modifiziert nach Li und He, 2009).

1.7 CDeT11-24: ein LEA-like Protein aus Craterostigma plantagineum

Das wihrend der Austrocknung von C. plantagineum gebildete Protein CDeT11-24
(Molekulargewicht 43,2 kDa) besitzt dhnliche Charakteristika, wie die im oberen Abschnitt
beschriebenen LEA-Proteine (Abschnitt 1.6). Es besteht aus vielen hydrophilen sowie negativ
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geladenen Aminosduren und hat im N-terminalen Bereich ein Lysin-reiches Sequenzelement,
welches eine groffe Homologie zum K-Segment der Gruppe2 LEA-Proteine aufweist
(vergleiche Abschnitt 1.6.1). Als charakteristisches Merkmal besitzt das CDeT11-24 Protein
die cold acclimation protein 160 (CAP160)-Doméne (Pfam: PF07918, InterPro IPR012418),
die nach dem durch Kilte und Austrocknung induzierten CAP160 Protein aus Spinat
(Spinacia oleracea) benannt ist (Guy und Haskell, 1987; Kaye ef al., 1998). Dieser Bereich
enthdlt auch die durch Velasco et al. (1998) beschriebene fiinffache Wiederholung der
Aminosdureabfolge VAEKL (Abbildung 1.3). Da die CAP160-Doméne kein definiertes
Motiv der LEA-Proteine ist, wird das CDeT11-24 Protein nicht der Familie der LEA-Proteine

zugeordnet.

s141
$150
S154
T156
$169 $186 $341  S396

- ][] Sy
L

_\_\_\_‘_‘—‘——\_
Lys-reiches Sequenzelement

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des CDeT11-24 Proteins. Das Lysin-reiche Sequenzelement ist als
schwarzer und die CAP160-Domine als weiller Balken dargestellt. Innerhalb der CAP160-Doméne sind die fiinf
VAEKL-Wiederholungen grau eingezeichnet. Weiterhin sind die identifizierten Phosphorylierungsstellen
angegeben. N = N-Terminus; C = C-Terminus; S = Serin; T = Threonin (modifiziert nach Rohrig et al., 2006).

Auch das Expressionsmuster des cdet! 1-24 Gens dhnelt dem Expressionsmuster vieler LEA-
Gene (Bartels et al., 1990). Die Expression des cdetl1-24 Gens wird in den Blittern von
C. plantagineum durch Austrocknung, Salzstress und ABA induziert (Bartels et al., 1990).
Promoter-GUS-Studien in 4. thaliana zeigen eine durch ABA und Austrocknung induzierte
Aktivitdt des CDeT11-24 Promoters in jungen Pflanzen und Samen (Velasco et al., 1998).
Promoteranalysen des cdetl1-24 Gens zeigen, dass fiinf cis-Elemente, vier ABRE- und ein
drought responsive element (DRE)-Element in der Sequenz vorkommen (van den Dries ef al.,
2011).
Aufgrund der Ahnlichkeit zu den LEA-Proteinen, beziiglich der
Aminosdurezusammensetzung und des Expressionsmusters, wird CDeT11-24 auch als LEA-
like Protein bezeichnet.
Von Velasco et al. (1996) konnte eine Ubereinstimmung der cdetl1-24 Genexpression und
der CDeT11-24 Proteinakkumulation gezeigt werden. Weiterhin wurde das CDeT11-24
13
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Protein immunhistologisch in allen Geweben der Blétter und Wurzeln von C. plantagineum
bei Trockenstress detektiert und mit Hilfe von Immunogold-Elektronenmikroskopie-
Aufnahmen im Zytoplasma lokalisiert.

Durch bioinformatische Strukturanalysen der CDeT11-24 Proteinsequenz wurde ein hoher
Anteil von Random-Coil-Konformation vorhergesagt. Zudem wiesen die Daten darauf hin,
dass das Protein groBtenteils unstrukturiert ist (Rohrig et al., 2006; Facchinelli, 2009).
Sequenzhomologe von CDeT11-24 in A. thaliana sind die Proteine RD29a und RD29b. Diese
sind ebenfalls durch abiotischen Stress induzierbar (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki,
1993) und werden daher sehr haufig als molekulare Stress-Marker verwendet (Jia et al.,
2012). AuBerdem zeigt das CDeT11-24 Protein eine hohe Homologie zu den Proteinen
LbLEA-like 11-24 aus Lindernia brevidens und LsLEA-like 11-24 aus Lindernia
subracemosa, die wie C. plantagineum zur Familie der Linderniaceae gehoren (Phillips ef al.,
2008; van den Dries ef al., 2011).

Da die Expression des cdetl1-24 Gens in den Wurzeln von C. plantagineum nur durch
Kulturbedingungen, die eine vollstindige Hydratisierung gewihrleisten, unterbunden werden
konnte, wurde dariiber spekuliert, dass das CDeT11-24 Protein an der Perzeption des
Wasserstatus beteiligt ist (Velasco et al., 1996). Durch in vivo Studien an homologen
Proteinen gelang es bisher nicht dem Protein eine eindeutige physiologische Bedeutung
zuzuweisen. So fiihrte die heterologe Uberexpression des CAP160 Proteins in Tabak zu
keiner Erhohung der Kéltestressresistenz (Kaye ef al., 1998). Ferner wurde fiir knock-out
Linien der Gene RD29a bzw. RD29b sogar eine gesteigerte Stresstoleranz gegeniiber Salz im
Vergleich zu Kontrollpflanzen nachgewiesen (Msanne et al., 2011). Das CDeT11-24 Protein
wurde bisher weder in vivo noch in vitro auf seine Funktion hin untersucht.

Im Gegensatz zur frithen Expression des CDeT11-24 Proteins wéhrend der Austrocknung,
erfolgt eine Phosphorylierung interessanterweise erst in einer spiten Phase der Austrocknung
(ca. 30 % RWC; Rohrig et al., 2006). Insgesamt konnten acht Phosphorylierungsstellen
identifiziert werden (Abbildung 1.3). Weiterfilhrende MALDI-TOF Analysen ergaben, dass
das CDeT11-24 Protein jedoch nicht mehrfach, sondern in den meisten Féllen nur einfach
phosphoryliert vorliegt. Da die identifizierten Phosphorylierungsstellen alle innerhalb, oder in
direkter Ndhe von Bereichen liegen, flir die eine Random-Coil-Konformation vorhergesagt
wurde, wird eine mogliche Interaktion mit anderen Proteinen durch Coiled-Coil-Strukturen
diskutiert (Rohrig et al., 2006). Anhand von C. plantagineum Kallusexperimenten konnte
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins iiber einen ABA-
unabhingigen Signalweg vermittelt wird (Facchinelli, 2009).
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Eine Phosphorylierung ist auch fiir die Homologen CAP160, RD29a, LbLEA-/ike 11-24 und
LsLEA-like 11-24 beschrieben (Guy und Haskell, 1989; Reiland et al., 2009, van den Dries et
al., 2011). Ein Vergleich der austocknungstoleranten Art L. brevidens mit der nicht-
austrocknungstoleranten nah verwandten Art L. subracemosa zeigt eine Expression durch
Austrocknung in beiden Pflanzen, jedoch war die Phosphorylierung des Proteins LbLEA-
like 11-24 wesentlich stirker als die von LsLEA-like 11-24 (van den Dries et al., 2011). Aus
diesem Grund wird angenommen, dass die Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins
moglicherweise eine wichtige Funktion bei der Ausbildung der Austrocknungstoleranz von

C. plantagineum vermittelt.

1.8 Phosphorylierung von Proteinen

Eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen ist die Phosphorylierung, bei der
reversibel eine Phosphatgruppe an ein Protein angehingt wird. Durch das Einfiigen einer oder
mehrerer negativer Ladungen kann die Eigenschaft des phosphorylierten Proteins beziiglich
der Interaktion mit anderen Proteinen oder Membranen, der Lokalisierung, der Degradation
und der Aktivitdt, sowohl positiv als auch negativ, beeinflusst werden. Dieser Effekt erfolgt
durch Konformationsianderungen, die durch die Phosphorylierung ausgelost werden (Barford
et al., 1991) oder kann allein auf einem elektrostatischen Effekt beruhen (Serber und Ferrell,
2007).

Die Phosphorylierung wird durch Proteinkinasen vermittelt, die durch Spaltung eines
Nukleosidtriphosphats, in den meisten Féllen ATP, die y-Phosphatgruppe auf die
Aminosduren Serin, Threonin oder Tyrosin iibertrdgt. In Prokaryoten, Pilzen und Pflanzen
kann des Weiteren auch die Aminosdure Histidin phosphoryliert werden (Urao et al., 2000).
Pflanzen besitzen sehr viel mehr Kinasen als andere Organismen. So wurden durch
computergestiitzte Analysen bei A. thaliana 1053 putative Kinasen annotiert (Peck, 2006),
wihrend im Genom von Homo sapiens nur 518 Kinasen identifiziert werden konnten
(Manning et al., 2002).

Die katalytische Doméine der Proteinkinasen besteht aus 250-300 Aminosduren (ca. 30 kDa)
und ist in allen eukaryotischen Organismen hoch konserviert (Hanks et al., 1988). Sie bildet
eine kleine N-terminale B-Faltblatt- und eine grofere C-terminale a-Helix-Subdomaéne,
zwischen der sich die Nukleotid-Bindetasche und das katalytische Zentrum befinden. Durch
Unterschiede beziiglich Ladung und Hydrophobizitit innerhalb der katalytischen Domé&nen

ergibt sich die Substratspezifitit der Proteinkinasen. Hierdurch werden nur bestimmte
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Aminoséduren innerhalb eines definierten Aminosiuresequenzmotivs phosphoryliert (Ubersax
und Ferrel, 2007). Die Kinase-Doméne wird meist durch nicht konservierte Regionen
flankiert, die zusétzlich die Substratspezifitit, sowie die Regulation und Lokalisation der
jeweiligen Proteinkinase beeinflusst (Taylor et al., 1990).

Eine wichtige Funktion der Phosphorylierung ist die Weiterleitung von Signalen durch
Signaltransduktionsketten. Eine gut untersuchte Einheit bilden die Mitogen-aktivierten
Protein (MAP)-Kinase-Kaskaden, die aus drei Proteinkinasen bestehen und in allen
eukaryotischen Organismen weitverbreitet sind (Bartels und Sunkar, 2005). In Pflanzen sind
MAP-Kinase-Kaskaden an den Signalwegen von Zellteilung, Entwicklung, Hormonantwort
und biotischem sowie abiotischem Stress beteiligt (Tena et al., 2001; Nakagami et al., 2005).
Hierbei wird durch ein Signal ein Rezeptor aktiviert, der die MAP-Kinase-Kinase-Kinase
(MAPKKK) aktiviert, die eine MAP-Kinase-Kinase (MAPKK) phosphoryliert, diese
wiederum phosphoryliert eine MAP-Kinase (MAPK). Die MAPK akkumuliert darauthin im
Zellkern und reguliert durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren die Expression
(Jonak et al., 2002). Des Weiteren konnen durch die MAPK auch Proteine im Zytoplasma
phosphoryliert werden (Ning et al., 2010).

Im Zusammenhang mit Trockenstressantworten sind vor allem MAP-Kinase-Kaskaden
identifiziert worden, die an der Signaltransduktion des einhergehenden osmotischen Stresses
beteiligt sind (Zhu, 2002; Nakagami ef al., 2005). Ein weiteres Beispiel fiir die Bedeutung der
Phosphorylierung bei Trockenstress ist die ABA vermittelte Signaltransduktion (siehe
Abschnitt 1.5).

Neben der Phosphorylierung von Proteinen, die in Signalkaskaden involviert sind, werden
durch Trockenstress auch weitere Proteine phosphoryliert (Ke et al., 2009). So zeigen
Phosphoproteom-Studien von C. plantagineum wihrend der Austrocknung eine weitldufige
Anderung des zelluliren Phosphorylierungsprofils (Réhrig et al., 2008; Facchinelli, 2009).
Auffallig waren dabei besonders LEA-Proteine, wie zum Beispiel das Protein CDeT6-19 oder
das LEA-like Protein CDeT11-24 fiir die ein sehr intensives Phosphorylierungssignal
detektiert wurde (Rohrig et al., 2006). Eine starke Phosphorylierung von LEA-Proteinen
wurde auch in ausgetrockneten Samen von A. thaliana beobachtet (Irar et al., 2006).
Beziiglich der Phosphorylierung konnte fiir einige LEA-Proteine der Gruppe 2 bereits eine
spezifische Funktion ermittelt werden. So wird durch Phosphorylierung die
Ca*"-Bindungseigenschaften des VCaB45 Proteins aus Sellerie (Apium graveolens) um das
Hundertfache gesteigert (Heyen et al., 2002). Das Rab17 Protein aus Mais (Zea mays) zeigt
eine phosphorylierungsabhéngige Lokalisation im Nucleus (Riera et al., 2004). Weiterhin
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fithrt die Phosphorylierung innerhalb des K-Segments des Lti30 Proteins aus 4. thaliana zur
Auflosung der Bindung an Vesikel aus anionischen oder zwitterionischen Phospholipiden

(Eriksson et al., 2011).

1.9 Intrinsisch ungeordnete Proteine

In den letzten Jahren wurde entdeckt, dass ein Teil der Proteine, die im Genom eukaryotischer
und prokaryotischer Organismen kodiert sind, nur sehr wenig o-Helix- und [-Faltblatt-
Struktur besitzt und somit keine definierte dreidimensionale Struktur ausbildet (Dunker ef al.,
2002). Durch das Fehlen einer geordneten Struktur werden diese Proteine intrinsisch
ungeordnete Proteine (IUP) genannt. Untersuchungen zeigten, dass viele dieser Proteine an
verschiedenen biologischen Funktionen innerhalb von Signalwegen, der Interaktion mit
anderen Proteinen oder DNA und an Regulationsmechanismen beteiligt sind (Dunker ef al.,
2008). Generell verstoft diese Tatsache gegen das Paradigma der Proteinbiochemie, das eine
definierte Struktur fiir das Erfiillen einer Funktion voraussetzt (Wright und Dyson, 1999).
Genomweite in silico Vorhersagen ergaben, dass intrinsisch ungeordnete Sequenzbereiche
und intrinsisch ungeordnete Proteine in allen Organismen weitverbreitet sind. Beispielsweise
besitzen von 7849 untersuchten Proteinsequenzen aus A. thaliana, 29 % dieser Proteine
intrinsisch ungeordnete Bereiche, die langer als 50 Aminosduren sind (Dunker et al., 2000).
Die Aminosdurezusammensetzung von IUP wird durch hydrophile und geladene
Aminosduren dominiert (Romero et al., 2001; Dosztanyi et al., 2005). Hydrophobe
Aminoséduren sind unterreprisentiert, wodurch ein hydrophober Kern ausgeschlossen wird,
der eine Grundvoraussetzung fiir eine stabile dreidimensionale Faltung globuldrer Proteine ist
(Gsponer und Babu, 2009). AuBlerdem besitzen IUP nur eine geringe Komplexitit und eine
hohe Flexibilitdt (Uversky ef al., 2000).

IUP zeigen einen Ubergang von ungeordneten zu geordneten Strukturen durch die Bindung
ihrer Interaktionspartner (Wright und Dyson, 1999). Hierbei sind an den meisten
Interaktionen kurze amphipathische Helices beteilig, die von ldngeren unstrukturierten
Bereichen flankiert sind (Dyson und Wright, 2005). Des Weiteren besitzen viele IUP zwei
oder mehrere Funktionen, die ginzlich unabhéngig voneinander sind. Diese Eigenschaft wird
als moonlighting bezeichnet (Tompa et al., 2005; Jeftery, 2009). Ein Beispiel hierfiir ist das
Anhydrin Protein aus der Nematode A. avenae, das sowohl Chaperon- als auch

Nukleaseaktivitdt besitzt (Chakrabortee ef al., 2010).
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Fir die Identifizierung von IUP wurden in den letzten Jahren mehrere bioinformatische
Vorhersageprogramme entwickelt (Xue et al., 2010). Die experimentelle Charakterisierung
von intrinsisch ungeordneten Proteinen erfolgt meist durch CD-Spektroskopie. Diese optische
Methode beruht auf der Tatsache, dass Proteine in einem Wellenldngenbereich von
180-260 nm, bei Bestrahlung mit rechts und links circular polarisiertem Licht, ein
Absorptionsverhalten zeigen, das von der rdumlichen Orientierung der Peptidbindungen
abhingig ist (Kelly et al., 2005). Reine Strukturmotive wie a-Helix, B-Faltblatt oder Random-
Coil-Konformation zeigen daher ein spezifisches Absorptionsverhalten (Abbildung 1.4). Mit
Hilfe von Algorithmen, die auf Strukturdaten bekannter Proteine beruhen, ldsst sich aus einem
aufgenommenen CD-Spektrum die Zusammensetzung der Sekundérstruktur des untersuchten
Proteins bestimmen. Generell zeigen IUP im CD-Spektrum einen negativen Peak der
Elliptizitit bei einer Wellenldnge von 200 nm und einen Wert von ungeféhr 0 bei einer

Wellenldnge von 220 nm (Tompa, 2002).
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Abbildung 1.4: Referenz CD-Spektren von Sekundirstrukturmotiven. Charakteristische CD-Spektren von a-
Helix (gepunktete Linie), B-Faltblatt (unterbrochene Linie) und Random-Coil-Konformation (durchgehende
Linie), (modifiziert nach Mouillon et al., 2008).
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1.10 Zielsetzung der Arbeit

Bisher wurde die Funktion des CDeT11-24 Proteins und die Funktion der Phosphorylierung
nicht untersucht. Es wird jedoch vermutet, dass das Protein eine dhnliche Funktion wie die
LEA-Proteine haben konnte. Weiterhin wird in Bezug auf die CDeT11-24 Phosphorylierung
eine Anderung der Proteinkonformation diskutiert, durch die mdglicherweise eine
Funktionsidnderung induziert werden konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die
Funktion, die Struktur und Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins eingehender

untersucht.

Fiir LEA-Proteine der Gruppe 2 konnte eine Bindung an Phospholipide durch das K-Segment
nachgewiesen werden. Da das CDeT11-24 Protein im N-terminalen Bereich eine &hnliche
Sequenz besitzt, sollen in der vorliegenden Arbeit die Lipidbindungseigenschaft des Proteins

durch Protein-Lipid-Overlay- und Liposomen-Assays getestet werden.

Es wird vermutet, dass das CDeT11-24 Protein eine proteinstabilisierende Funktion wéhrend
der Austrocknung besitzen konnten, wie sie fiir die LEA-Proteine der Gruppen 1-4
beschrieben wurde. Aus diesem Grund wird untersucht, ob das CDeT11-24 Protein Enzyme
vor einem Aktivitdtsverlust durch Austrocknung schiitzt. Um diese These zu belegen, werden

Enzym-Austrocknungs-Assays durchgefiihrt.

Um die Struktur des CDeT11-24 Proteins experimentell zu bestimmen, wird es durch CD-
Spektroskopie analysiert. Hierbei soll sowohl phosphoryliertes und als auch nicht-
phosphoryliertes Protein analysiert werden. Zusétzlich wird eine mogliche Auswirkung der

Helix-induzierenden Substanzen SDS und TFE auf die CDeT11-24 Proteinstruktur getestet.

Die Identifizierung einer CDeT11-24 Kinase konnte dazu beitragen, die Funktion der
CDeT11-24 Phosphorylierung und ihre ABA-unabhingige Regulation aufzukldren. Aus
diesem Grund wird als zusdtzlicher Schwerpunkt in dieser Arbeit versucht durch
biochemische Reinigungsmethoden Kinasen zu isolieren, die das CDeT11-24 Protein

phosphorylieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien mit dem Reinheitsgrad zur Analyse wurden von folgenden
Firmen bezogen:

Applichem (Darmstadt, D), FLUKA (Steinheim, D), Griissing (Filsum, D),
Invitrogen/GibcoBRL (Karlsruhe, D), KMF (Lohmar, D), Merck (Darmstadt, D), Roche
(Mannheim, D), Roth (Karlsruhe, D), SERVA (Heidelberg, D), Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA)

2.2 Kits

Folgende Kits wurden nach Angaben des Herstellers verwendet:

ECL Western Blotting Detection-Reagent (Amersham Biosciences, Piscataway, USA)
CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas, St. Leon-Rot, D)

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, St. Leon-Rot, D)

NucleoSpin Extract I (Macherey-Nagel, Diiren, D)

PhosphoProtein Purification Kit (Qiagen, Hilden, D)

Kinase Enrichment Kit (Pierce, Bonn, D)

2.3 Gerite
Blotkammer: Criterion Blotter (Bio-Rad, Hercules, USA)
ECL—Reader: Las 1000 + Intelligent Dark Box II
(Fuji Films, Tokio, J)
Elektroporator: Gene Pulser II Electroporator (Bio-Rad,
Hercules, USA)
Elektrophoresesysteme: Minigel (Biometra, Gottingen, D)
Mini PROTEAN II (Bio-Rad, Hercules, USA)
XCell SureLock Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe, D)
Compact S/M (Biometra, Gottingen D)
Elektrophorese-Netzteil: PS 304 (GibcoBRL, Karlsruhe, D)
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Power Pac 300 (Bio-Rad, Hercules, USA)

Fast protein liquid BioLogic HR Workstation Chromatographie-

chromatography (FPLC): Anlage Model 2128 Fraction Collector (Bio-Rad,
Hercules, USA)

Gefriertrocknungsanlage: LDC2 (Christ, Osterode am Harz, D)

Heizblock: MHR 11 (HLC BioTech, Bovenden, D)

Isoelektrische Fokussiereinheit: 2D Ettan IPGphor II (Amersham Biosciences,
Piscataway, USA)

Magnetriihrer: MR 3001 (Heidolph, Schwabach, D)
Orbitalschiittler: Shaker DOS-10L (neoLab, Heidelberg, D)
Spektrophotometer: SmartSpec 3000 (BioRad, Hercules, USA)
BioSpec-nano (Shimadzu Biotech, Kyoto, J)
Thermocycler: T3-Thermocycler (Biometra, Gottingen, D)
Scanner: Typhoon 9200, Image scanner I (Amersham

Biosciences, Piscataway, USA)

Schlauchpumpe: MINIULS 3 (Gilson, Middleton, USA)
Sterilbank: BSB 4A (Gelaire, Sydney, AU)
SzintillationsmeBgerit: Tri-Carb 2800 TR (Perkin Elmer,
Ultraschallgerit: UP200S (Hielscher, Teltow, D)
Ultraschallwasserbad: Sonorex Super RK 102 P (Bandelin, Berlin, D)
Vakuumzentrifuge: Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg, D)
Vortex: REAX 2000 (Heidolph, Schwabach, D)
Waagen: BL 1500 S, BP61 S (Sartorius, Géttingen, D)
Wasserbad: RM6 RMS (Lauda, Konigshofen, D)
Zentrifugen: Centrifuge 5810 R, Centrifuge 5417 R,

Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Hamburg, D),
Sovall RC 5C plus (DuPont, Newtown, USA)

2.4 Enzyme und Marker

Die verwendeten Restriktionsendonucleasen und die T4 DNA Ligase, sowie die

dazugehorigen Puffer wurden von Fermentas (St. Leon-Rot, D) bezogen.
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Fir den tryptischen Verdau von Proteinen wurde die Endoproteinasen Trypsin und

Clostripain/Arg-C (Sequencing Grade, modified) der Firma Roche (Mannheim, D) verwendet.

Die fiir die PCR verwendete Tag-Polymerase wurde nach Pluthero (1993) isoliert und zur
Verfiigung gestellt.

Als DNA GroBenstandard wurde der GeneRuler 1 kb (Fermentas, St. Leon-Rot, D) eingesetzt.

Bei der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde der Prestained- und Unstained-

Protein-Molecular-Weight-Marker (Fermentas, St. Leon-Rot, D) verwendet.

2.5 Sonstige Materialien

Whatman-Papier (Schleicher und Schiill, Dassel, D)

HIS-Select Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

PD-10 Entsalzungssdulen (GE-Healthcare, Uppsala, S)

[y**P] ATP (Hartmann Analytic, Braunschweig, D)

Phosphozellulose Filter P81 (GE-Healthcare, Freiburg, D)

Nitrocellulose-Membran Protan BA85 (Schleicher und Schiill, Dassel, D)

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, USA)

ECL Western Blotting Detection-Reagent (Amersham Biosciences, Piscataway, USA)
Amicon Centrifugal Filter Devices 10K (Millipore, Billerica, USA)

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, USA)

2.6 Software

AIDA Image Analyzer (Raytest, Straubenhardt, D)

Mascot Search (Matrix Science, Boston, USA)

PeptideCutter (ExPASy/ Swiss Institute of Bioinformatics, Ziirich, CH)
ProtParam (ExPASy/ Swiss Institute of Bioinformatics, Ziirich, CH)
Vector NTI Suite 10.3.0 (Invitrogen, Karlsruhe, D)
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2.7 Pflanzenmaterial

Die Pflanzen der Art Craterostigma plantagineum (Hochst.) wurden urspriinglich von
Prof. Volk (Universitdt Wiirzburg) in Stid-Afrika gesammelt (Volk und Leippert, 1971).

C. plantagineum wurde vegetativ vermehrt. Hierzu wurden die Pflanzen unter sterilen
Bedingungen auf MS-Agar fiir sechs Wochen bei 22 °C, einer Lichtintensitit von
80 pmol m™ s und einem Tag/Nacht Zyklus von 13/11 h kultiviert. Nach dieser Zeit wurden
die Ableger vereinzelt. Hierbei wurden die groferen Pflanzen in Topfe mit Tongranulat
iiberfiihrt. Kleinere Pflanzen wurden erneut, unter sterilen Bedingungen, auf frischen MS-
Agar ausgesetzt und weiterhin fiir die vegetative Vermehrung verwendet.

Die in Tongranulat umgesetzten Pflanzen wurden unter nicht-sterilen Bedingungen bei 18 °C,
einer Lichtintensitit von 80 pmol-m™'s” und einem Tag/Nacht Zyklus von 13/11 h fiir ca.
8 Wochen gezogen. Die Pflanzen wurden dabei mit Wasser gegossen, das 0,1 % (v/v) Wuxal

(Manna, Ammerbuch—Pfiffingen, D) enthielt.

MS-Agar:
4,6 g/l MS-Salze; 20 g/l Saccharose (pH 5,8 mit KOH); 8 g/l Select-Agar

2.7.1 Austrocknung und Bestimmung des relativen Wassergehalts

Fir die Versuche wurden C. plantagineum Pflanzen mit unterschiedlichem Wassergehalt
verwendet. Zur Bestimmung des relativen Wassergehalts (RWC), wurde ein Blatt entfernt und
von diesem exemplarisch der RWC bestimmt. Der Rest der Pflanze wurde in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Das Gewicht
des abgetrennten Blatts wurde direkt nach dem Abschneiden (fresh weight, Fwt), nach 24 h
Rehydrierung in H,O (turgid weight, Twt) und anschlieBend nach 24 h Austrocknung bei
70 °C (dry weigth, Dwt) bestimmt. Der RWC wurde mit folgender Formel berechnet:

RWC (%) = ([ Fwt/Dwt]—1) / ([ Twt/Dwt)-1]x 100 %

2.8 Bakterienstamme

E. coli DH10B (Lorrow und Jessee, 1990)

Genotyp: F* mrc A (mrr-hsdRMS-mrcBC) ©80d lacZAM15 AlacX74 endAl recAl deoR
A(ara, leu)7697 araD 139 galU galK nupG rpsL X
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E. coli BL-21 (DE3) (Pharmacia, Freiburg, D)
Genotyp: F- ompT hsdSp(rg” mg’) gal dcm (DE3)

2.9 Vektoren

pET28a (Novagen, Darmstadt, D)
Der Expressionsvektor wurde fiir die Herstellung von Proteinen mit 6His-tag verwendet.
pJET1.2 (Fermentas, St. Leon-Rot, D)

Der Vektor wurde fiir allgemeine Klonierungen eingesetzt.

2.10 Primer

Die verwendeten Primer (Oligonukleotide) wurden bei der Firma Sigma-Genosys
(Steinheim, D) bestellt. Die Primer wurden mit ddH,O auf eine Konzentration von 100 uM

eingestellt und bei -20 °C gelagert.

Name Sequenz (5" -3") Schnittstelle

CDeT11-24 for Ndel ATAACATATGGAATCGCAATTGCA  Ndel
CCGC

CDeT11-24 rev Xhol ATATTCTCGAGCTGAAGATGATCA  Xhol
CTGC

CDeT11-24 for SDM GGAGATATACCATATGCAGCAGCC  Ndel
ATC

CDeT11-24 rev SDM GATGGCTGCTGCATATGGTATATC  Ndel
TCC

CDeT11-24 A5365C for CCATCAATAAGAACCATGGGTCTA  Ncol
GCC

CDeT11-24 A5365Crev. GGCTAGACCCATGGTTCTTATTGAT Ncol
GG

Unterstrichene Bereiche zeigen die Restriktionsschnittstellen an.
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2.11 Mikrobiologische Methoden

2.11.1 Anzucht von Bakterien

Die Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) Zellen auf LB-Agarplatten erfolgte bei 37 °C
im Brutschrank. Fiir die Anzucht von Fliissigkulturen wurde zunichst eine Vorkultur
angeimpft und iiber Nacht inkubiert (250 rpm, 16 h, 37 °C). Mit dieser Vorkultur wurde eine
Hauptkultur im Verhéltnis 1:50 angeimpft, die dann bei 200 rpm und 37 °C bis zum Erreichen
der gewtinschten optischen Dichte bei 600 nm (ODg) inkubiert wurde.

Dem LB-Medium und LB-Agar wurde, je nach Resistenz des verwendeten Stammes,
Kanamycin oder Ampicillin zu gesetzt. Die Antibiotika-Stamm-Losung (50 mg/ml
Kanamycin oder 100 mg/ml Ampicillin) wurde dazu im Verhiltnis 1:100 mit dem Medium

verdinnt.

LB-Medium:
10 g/l Bakto-Pepton; 10 g/l NaCl; 5 g/l Bakto-Hefe-Extrakt
(15 g/l Agar fiir festes Medium)

2.11.2 Glycerin-Stammkulturen

Fiir die Herstellung von E. coli Dauerkulturen wurde eine Kolonie des gewlinschten Stamms
in LB-Medium mit Antibiotika iiber Nacht angezogen (250 rpm, 16 h, 37 °C). Am Folgetag
wurde die Vorkultur dann im Verhéltnis 1:1 mit sterilem Glycerin versetzt und in fliissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Glycerin-Stammkulturen erfolgt bei -80 °C.

2.12 Molekularbiologische Methoden

2.12.1 Plasmid Isolierung im kleinen Mafistab (Birnboim und Doly, 1979)

Mit der alkalischen Lyse erfolgte die Isolierung von kleinen Mengen Plasmid-DNA aus
E. coli, die zur Restriktionsanalyse und Uberpriifung einer Klonierung verwendet wurde.
Dariiber hinaus wurde die gereinigte Plasmid-DNA auch zur Sequenzierung verwendet.

Als Ausgangsmaterial dienten 3 ml LB-Medium mit Antibiotika das mit einer

Bakterienkolonie angeimpft und iiber Nacht (220 rpm, 37 °C) inkubiert wurde. Am folgenden
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Tag wurde die Kultur abzentrifugiert (5.000 g, 2 min, 4 °C) und das Pellet in 200 pl Losung A
resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 10 min bei RT inkubiert und danach 400 pl Losung
B zugegeben. Zum Mischen wurde die Probe fiinfmal invertiert und dann fiir 5 min auf Eis
gestellt. AnschlieBend wurden 300 ul Losung C hinzupipetiert, die Probe erneut fiinfmal
invertiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (16.000 g,
10 min, 4°C) wurde der Uberstand (ca. 800 pl) abgenommen, mit 600 ul eiskaltem
Isopropanol gefillt (1 h, -20 °C) und die DNA durch Zentrifugation pelletiert (16.000 g,
15 min, 4 °C). Das Pellet wurde zweimal mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und
erneut pelletiert (16.000 g, 5 min 4 °C). Der Uberstand wurde entfernt, das DNA-Pellet fiir
5 min auf Eis getrocknet und dann in 50 pl ddH,O geldst. Der Erfolg der Plasmid-Préparation
wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.12.12) kontrolliert.

DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde mit Hilfe eines zusitzlichen
Fallungsschritts weiter aufgereinigt. Die Proben wurden dazu mit ddH,O auf ein Volumen
von 100 pl aufgefiillt und mit 100 ul 4 M Ammoniumacetat versetzt. Zur Fallung der
Plasmid-DNA wurden 600 pl Ethanol (RT) zugegeben und anschlieBend die prizipitierte
DNA abzentrifugiert (16.000 g, 15 min, 4 °C). Das Pellet wurde zweimal mit 200 pl
70 % Ethanol gewaschen und abzentrifugiert (16.000 g, 5 min, 4 °C). Nach flinfminiitigem
Trocknen auf Eis wurde das Préizipitat in 10 mM Tris-HCI pH 8,0 gelost und der DNA-Gehalt
photometrisch (Abschnitt 2.12.8) bestimmt.

Losung A:
25 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA; 50 mM Glucose; 0,5 % (v/v) RNase A (10 mg/ml)
Die RNase wurde bei -20 °C gelagert.

Losung B:
0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS

Losung C:
3 M Kaliumacetat; 11,5 % (v/v) Essigsdure pH 5,2

2.12.2 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion wurde verwendet, um DNA-Ldsungen
von Proteinen sowie anderen Verunreinigungen zu befreien. Hierzu wurde die DNA-Losung
mit einem Volumen Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1; [v/v]) in einem

Reaktionsgefdl gemischt und abzentrifugiert (16.000 g, 5 min, 4 °C). Die obere wéssrige
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Phase wurde abgenommen und dann mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) sowie
zwel Volumen Ethanol bei -20 °C fiir 2 h prézipitiert. Anschlieend wurde die DNA durch
Zentrifugation sedimentiert (16.000 g, 15 min, 4 °C) und das Pellet mit 70 % Ethanol
gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (16.000 g, 5 min, 4 °C), wurde das

DNA-Pellet fiir 5 min auf Eis unter dem Abzug getrocknet und danach in ddH,0 gelost.

2.12.3 Restriktionsverdau von DNA (Maniatis et al., 1989)

Die Reaktionsansdtze von je 15 pl zur priaparativen oder analytischen Spaltung von DNA
wurden wie unten aufgeflihrt angesetzt und im Wasserbad bei 37 °C fiir mindestens 2 h
inkubiert. AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente des Verdaus durch Agarose-
Gelelektrophorese (Abschnitt 2.12.12) kontrolliert und bei Bedarf aus dem Gel isoliert
(Abschnitt 2.12.13).

Volumen/Konzentration Komponente

I pg DNA

5U Restriktionsenzym
1,5 ul 10x Reaktionspuffer
x ul (Endvolumen 15 pl) ddH,O

2.12.4 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen linearisierten Vektor erfolgte unter Verwendung
der T4 DNA Ligase. Dazu wurde der zu verwendende Vektor mit dem zu inserierenden DNA-
Fragment in einem molaren Verhidltnis von 3:1 versetzt. Als Positivkontrolle diente der
linearisierte Vektor ohne Fragment und als Negativkontrolle ein Ansatz ohne T4 DNA Ligase.

Die Ligation erfolgte tiber Nacht in einem Volumen von 10 pl bei 16 °C.

2.12.5 Herstellung Rubidiumchlorid-kompetenter Escherichia coli Zellen

FEine Vorkultur von 3 ml LB-Medium wurde mit einer Bakterienkolonie inokuliert und tiber

Nacht (250 rpm, 16 h, 37° C) inkubiert. Am folgenden Tag wurden mit 1 ml dieser Kultur
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100 ml LB-Medium angeimpft und unter gleichbleibenden Bedingungen bis zu einer
Zelldichte von ODggo = 0,4 weiter kultiviert. Die Zellen wurden in 50 ml Zentrifugenréhrchen
pelletiert (5.000 g, 10 min, 4 °C), das Pellet in 15 ml kaltem TF-Puffer 1 resuspendiert und fiir
10 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (5.000 g, 10 min, 4 °C) wurde das
Pellet in 25 ml TF-Puffer 1 resuspendiert, wieder auf Eis inkubiert und wie beschrieben
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet und in 2 ml TF-Puffer 2 aufgenommen. Die
Zellen wurden in Aliquots von je 50 pl aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis

zur Transformation bei -80 °C gelagert.

TF-Puffer 1:
30 mM Kaliumacetat pH 5,8; 10 mM CaCl,; 100 mM RuCly; 50 mM MnCl,; 15 % (v/v)
Glycerin

TF-Puffer 2:
10 mM MOPS pH 6,5; 75 mM CaCl,; 10 mM RuCly; 15 % (v/v) Glycerin

Beide Puffer wurden steril filtriert (Porendurchmesser des Filters 0,22 um).

2.12.6 Transformation Rubidiumchlorid-kompetenter Escherichia coli Zellen

Fir die Transformation von E. coli Zellen wurden zunichst die auf Eis aufgetauten
Rubidiumchlorid-kompetente Zellen (Abschnitt 2.12.5) mit 1 ul des Ligationsansatzes
versetzt und fiir 1 h auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock fiir 45 s bei 42 °C.
Direkt im Anschluss wurden die Bakterien fiir 5 min auf Eis inkubiert, in 1 ml SOC-Medium
aufgenommen und zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz fiir 1 h im Schiittler (37 °C,
200 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit Antibiotika zur
Selektion ausgestrichen und fiir ca. 16 h bei 37 °C bebriitet.

SOC-Medium:
2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Selekt-Hefe-Extrakt (GibcoBRL, Karlsruhe, D);
10 mM NaCl; 10 mM MgSO4; 10 mM MgCl,
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2.12.7 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma Macrogen Inc. (Seoul, ROK) durchgefiihrt.
Hierzu wurde die isolierte Plasmid-DNA (Abschnitt 2.12.1) mit ddH,O auf eine
Konzentration von 100 ng/ul eingestellt und zusammen mit den Primern (5 pmol/pl)

eingeschickt.

2.12.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration einer Losung wurde bei 260 nm in einer Quarzkiivette mit dem
Spektrophotometer bestimmt. Zur Berechnung diente der Umrechnungsfaktor OD,g von
1=50 pg/ml (DNA). Alternativ erfolgte die DNA-Konzentrationsbestimmung bei 260 nm mit
dem Mikrovolumen-Spektrometer (BioSpec-nano, Shimadzu Biotech, Kyoto, J).

2.12.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde fiir die Vervielfiltigung definierter DNA
Bereiche eingesetzt. Mit Hilfe von Primern, die an spezifische, flankierende Bereiche der
Matrizen-DNA binden wird hierbei ein Bereich doppelstrangiger DNA gebildet, der als
Startpunkt fiir das Enzym DNA-Polymerase I dient.

Fiir einen 20 ul PCR-Ansatz wurden folgende Komponenten eingesetzt:

Volumen Komponente

2 ul 10 x PCR Puffer

0,4 ul 25 mM MgCl,

0,4 ul 10 mM dNTP-Mix

0,5 ul 10 uM Primer 1 (forward)
0,5 ul 10 uM Primer 2 (reverse)
0,4 ul Tag-Polymerase

1 ul Matrizen-DNA (7,5 ng/pl)
14,7 ul ddH,O

29



Material und Methoden

Standardprogramm fiir die PCR:

Schritt Temperatur Zeit

Denaturierung 94 °C 300s

Denaturierung 94 °C 30s

Primer Hybridisierung 55°C 30s 35
Polymerisation 72 °C 60 s/1000bp | ZYKIen
Vervollstindigung der

Polymerisation 72 °C 300 s

Lagerung 4°C 00

Neben der Amplifikation gewiinschter DNA-Bereiche, wurde die PCR auch dazu verwendet,
um durch in vitro Mutagenese nicht vorhandene, jedoch fiir eine Klonierungs-Strategie

benotigte Restriktions-Schnittstellen einzufiigen.

2.12.10 Ortsgerichtete Mutagenese

Neben der in vitro Mutagenese von linearen DNA-Fragmenten nach dem herkdmmlichen
PCR-Protokoll (Abschnitt 2.12.9), wurden auch Punktmutationen in zirkuliren DNA-
Fragmenten erzeugt. Hierzu wurden zwei komplementire Primer verwendet, bei denen die zu
mutierende Base mindestens von 15 komplementidren Basen am 5'- und 3’-Ende flankiert
wurden. Die Amplifikation durch PCR erfolgte mit Hilfe der Phusion High-Fidelity DNA-
Polymerase (NEB, Ipswich, USA) und wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Nach der PCR wurde der Ansatz zum Entfernen nicht mutagenisierter Plasmide mit der
methylierungsabhédngigen Restriktionsendonuclease Dpnl verdaut (Abschnitt 2.12.3). Der

Verdau wurde danach direkt fiir die Transformation von E. coli verwendet.

2.12.11 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde fiir die Identifizierung positiver Klone nach einer Transformation
eingesetzt. Die zu untersuchende Kolonien wurden dazu mit einem sterilen Zahnstocher
abgeschabt, kurz in 20 ul PCR-Mix (Abschnitt 2.12.9) suspendiert und danach auf einer LB-
Agarplatte (Referenzplatte) platziert. Nach der PCR (Abschnitt 2.12.9) wurde die GroBe des
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Produkts durch Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.12.12) kontrolliert. Die
Referenzplatte wurde {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.12.12 Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in 0,8-2 %igen Agarosegelen in
TAE-Puffer, wobei die Agarose-Konzentration in Abhéngigkeit von der aufzutrennenden
DNA GroBe gewidhlt wurde. Die DNA-Proben wurden mit 0,1 Volumen (10x) DNA-
Ladepuffer gemischt und in die Probentaschen gegeben. Die Elektrophorese erfolgte mit einer
Spannung von 50-100 V fiir ca. 30-60 min. Zum Nachweis der DNA wurde das Gel nach der
Elektrophorese flir 15 min mit Ethidiumbromidlésung (1 mg/l Ethidiumbromid in TAE-
Puffer) und anschliefend kurz in frischem TAE-Puffer inkubiert. Die Detektion der DNA
erfolgte mit UV-Licht (245 nm).

(50x) TAE-Puffer:
2 M Tris-HCL; 50 mM EDTA; pH 8,0 mit Essigsdure einstellen

(10x) DNA-Ladepuffer:
2,5 mg/ml Bromphenolblau; 2,5 mg/ml Xylencyanol; 30 % Glycerin (in 1x TAE)

2.12.13 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel (Vogelstein und
Gillespie, 1979)

Die Isolierung von DNA-Fragmenten nach der elektrophoretischen Auftrennung im
Agarosegel erfolgte nach Angaben des Herstellers durch das NucleoSpin Extract II Kit
(Macherey-Nagel, Diiren, D).

2.13 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

2.13.1 Féllung von Proteinen mit Aceton

Mit Aceton lassen sich sehr geringe Mengen (<1 pg/ml) Protein aus einer Losung fillen. Zu
der Proteinlosung wurden 4 Volumen eiskaltes Aceton zugegeben und fiir 10 s mit dem

Vortex gemischt. Die Prézipitation erfolgte bei -20 °C fiir 1 h. Die ausgefallenen Proteine
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wurden durch Zentrifugation (20.000 g, 10 min, 4 °C) pelletiert, der Uberstand verworfen und

das Proteinpellet fiir 5 min unter dem Abzug getrocknet.

2.13.2 Fillung von Proteinen mit TCA

Die TCA-Féllung kann bei Proteinlosungen mit Konzentrationen von fiber 5 pg/ml
durchgefiihrt werden. Ein Vorteil dieser Féllungsmethode liegt in der geringen VergroBerung
des Probevolumens. Fiir die Féllung wurde die Proteinlésung mit 0,25 Volumen 100 % (w/v)
TCA Losung versetzt und fiir 10 s mit dem Vortex gemischt. Enthielt die Losung nur eine
sehr geringe Proteinmenge, wurde zusdtzlich 0,01 Vol Na-Deoxycholat (2 % w/v) als Co-
Prizipitat zugegeben. Die anschlieBende Fillung erfolgte fiir 1 h auf Eis. Die ausgefallenen
Proteine wurden dann mittels Zentrifugation (20.000 g, 10 min, 4 °C) pelletiert. Um etwaige
TCA-Reste zu entfernen, folgten zwei Waschschritte mit kaltem 80 % Aceton, wobei das

Protein jeweils durch Zentrifugation (20.000 g, 5 min, 4 °C) pelletiert wurde.

100 % (w/v) TCA Losung
1 kg TCA + 454 ml dH,O

2.13.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Von der zu untersuchenden Proteinlosung wurden 10 pl mit 790 ul H>O und 200 pl Bradford-
Reagenz (Bio-Rad Protein Assay) versetzt. Der Ansatz wurde gemischt und fiir 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die photometrische Messung der Probe bei 595 nm. Als
Leerwert diente der jeweilige Puffer, in dem die Proteine extrahiert wurden. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration erfolgte durch Extrapolation mit Hilfe einer vorher erstellten BSA-

Fichkurve.

2.13.4 Bestimmung der Proteinkonzentration bei 280 nm (Gill und Hippel, 1989)

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration bei einer Wellenldnge von 280 nm wurde
zundchst der spezifische molare Extinktionskoeffizient (¢) des zu untersuchenden Proteins

mittels folgender Formel bestimmt:

€ (Protein) = [n(Tyr) x &(Tyr)] + [n(Trp) x &(Trp)] + [n(Cys) x &(Cys)]
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Als Wert fiir den molaren Extinktionskoeffizienten wurde ¢g(Tyr)= 1490 M'em™,

e(Trp) = 5500-M '-ecm ! und e(Cys) =125 Mfl-cmfleingesetzt.

AnschlieBend wurde die Extinktion (E) der Proteinlosung bei 280 nm bestimmt. Mit Hilfe des
errechneten molekularen Extinktionskoeffizienten (g), der gemessenen Extinktion (E) und der

der Schichtdicke (d = 1 cm) wurde Proteinkonzentration (c) nach folgender Formel berechnet.

c=E/ed

2.14 Heterologe Expression von rekombinantem Protein in E. coli

Fur die Uberexpression von rekombinantem Protein wurden 10 ml LBg,,-Medium mit einer
Einzelkolonie inokuliert und {iber Nacht angezogen (250 rpm, 37 °C). Mit 5 ml dieser Kultur
wurden 100 ml LBg,,-Medium angeimpft und bei 37° C sowie 250 rpm kultiviert. Nachdem
die Kultur eine Zelldichte von ODgo = 0,6 erreicht hatte, wurde sie im Dunkeln fiir 30 min
bei 28°C und 180rpm vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Induktion der
Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG fiir 3 h bei 200 rpm und 28 °C.

Nach der Inkubationszeit wurde die Kultur abzentrifugiert (5.000 g, 15 min, 4° C) und das
resultierende Pellet direkt zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins aufgeschlossen oder

bei -20° C gelagert.

2.14.1 Native Aufreinigung von rekombinanten Protein aus Escherichia coli

Das Pellet der mit IPTG induzierten Bakterien wurde in 10 ml Puffer A geldst, zur Lyse mit
1 mg/ml Lysozym versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der
weitere Aufschluss der Bakterien durch Ultraschall (6x20 s). Das Entfernen der Zelltrimmer
und anderer unloslicher Zellbestandteile erfolgte durch Zentrifugation (14.000 g, 30 min,
4 °C).

Bei der Aufreinigung von CDeT-11-24 wurde zusétzlich ein Hitzeextraktionsschritt
durchgefiihrt. Hierzu wurde das Lysat nach der ersten Zentrifugation fiir 10 min in einem
Wasserbad bei 100 °C inkubiert, danach 10 min auf Eis abgekiihlt und erneut abzentrifugiert

(14.000 g, 20 min, 4 °C). Der Uberstand wurde dann fiir die weitere Aufreinigung eingesetzt.
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Metallchelat-A ffinitdtschromatographie

Zur spezifischen Aufreinigung von rekombinantem Protein mit 6His-tag aus dem Lysat wurde
zundchst eine mit 1 ml Ni-NTA Agarose gefiillte Sdule (Sdulenvolumen: 1 ml) mit 3 ml
dH,0O, 5 ml Ni-Ladepuffer (50 mM NiSO4) und 3 ml Puffer A é&quilibriert (Flussrate

1 ml/min).

Fiir die Bindung der 6His-Proteine wurden 10 ml Lysat mit einem Membranfilter (Porengrof3e
0,45 pm) steril filtriert und dann luftblasenfrei auf die Sdule gegeben. Die Bindung erfolgte
mit einer Flussrate von 0,5 ml/min fiir alle weiteren Schritte betrug die Flussrate 1 ml/min.
Zum Entfernen unspezifisch gebundener Proteine wurde die Sdule mit 10 ml Puffer A und
8 ml Puffer B gewaschen. Die Elution, der an die Sdule gebundenen Proteine, erfolgte mit
sechsmal 0,5 ml Puffer C. Mit je 10 ul der sechs Eluat-Fraktionen wurde eine Bradford-
Proteinbestimmung (Abschnitt 2.13.3) durchgefiihrt. Des Weiteren wurde die Reinheit des
rekombinanten Proteins mittels SDS-PAGE (Abschnitt 2.15.1) analysiert.

Die Regeneration der Ni-NTA Agarose erfolgte durch Entfernen der Ni-Kationen mit 3 ml

Regenerationspuffer. Zur Lagerung wurde die Sdule mit 20 % Ethanol gewaschen.

Puffer A:
100 mM HEPES pH 7,6; 300 mM NacCl; 10 % (v/v) Glycerin; 0,1 % (v/v) Triton X100;
5 mM Imidazol

Puffer B:
100 mM HEPES pH7,6; 300 mM NaCl; 10 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (v/v) Triton X100;
20 mM Imidazol

Puffer C:
100 mM HEPES pH7,6; 300 mM NacCl; 10 % (v/v) Glycerin; 0,1 % (v/v) Triton X100;
200 mM Imidazol

Regenerationspuffer:

20 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; 100 mM EDTA

2.14.2 Native Aufreinigung von rekombinantem CDeT11-24 ohne 6His-tag

Fiir die Aufreinigung von CDeT11-24 ohne 6His-tag wurden die Zellen zunéchst wie in
Abschnitt 2.14.1 beschrieben angezogen bzw. induziert und lysiert. AnschlieBend wurde das
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Lysat mit einem Amicon-Konzentrator auf 1 ml eingeengt und gegen 25 mM MES pH 5,5
umgepuffert. Die weitere Aufreinigung wurde mit der Mono S-Sdule durchgefiihrt. Dazu
wurde die Sdule mit 10 Sdulenvolumen 25 mM MES pH; 5,5, 1M NaCl gespiilt und dann mit
25 mM MES pH 5,5 aquilibriert (Flussgeschwindigkeit 0,2 ml/min). Vor Injektion des
konzentrierten Lysats in die Probenschleife, wurde nochmals zum Entfernen unloslicher
Bestandteile zentrifugiert (14.000 g, 5 min, 4 °C). Die chromatographische Auftrennung, mit
einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min, erfolgte durch einen linearen NaCl Gradienten in

25 mM MES pH 5,5 nach folgendem Programm:

Injektion: 3ml (0 mM NaCl

Waschen: S5ml (0 mM NaCl)

Gradient: 30 ml (0 mM — 500 mM NacCl)
Waschen: 10 ml (1 M NaCl)

Nach dem Gebrauch wurde die Sdule mit 50 ml ddH,O gespiilt und danach unter
20 % Ethanol gelagert.
AnschlieBend wurden die gesammelten Fraktionen (zu je 1 ml) zur Uberpriifung der Reinheit

des isolierten CDeT11-24 Proteins durch SDS-PAGE (Abschnitt 2.15.1) aufgetrennt.

2.15 Elektrophorese von Proteinen

2.15.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE). Die verwendeten Gele bestanden dabei
aus einem Trenngel mit 12 % und einem Sammelgel mit 4 % Acrylamid.

Vor dem Laden wurden die Proteine mit SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 10 min bei 95 °C
denaturiert. Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingebaut und diese dann mit
Tris/Glycin Laufpuffer befiillt. Nach dem Laden der Proben erfolgte die Elektrophorese im
Sammelgel bei einer Stromstirke von 10 mA, die sobald die Bromphenolblau-Front ins

Trenngel gelaufen war, auf 20 mA heraufgesetzt wurde.
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Komponente Trenngel 12 % (6 ml) Sammelgel 4 % (4 ml)
H,O 1,98 ml 2,16 ml

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,5 ml -

1 M Tris-HCI pH 6,8 - 375 ul

30 % (w/v) Acrylamid 2,4 ml 405 ul

10 % (w/v) SDS 60 pul 30 ul

Temed 2,4 ul 3ul

10 % (w/v) Ammonium- 60 ul 30 ul

persulfat

(2x) SDS Probenpuffer:
120 mM Tris-HCI pH 6,8; 20 % (v/v) Glycerin; 4 % (v/v) SDS; 200 mM DTT; 0,001 % (w/v)

Bromphenolblau

Tris/Glycin Laufpuffer:
25 mM Tris-HCl; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

2.15.2 2D-Gelelektrophorese

Durch isoelektrische Fokussierung (IEF) und anschlieBender SDS-PAGE wurden Proteine
zundchst in der ersten Dimension gemdfl ihrer Ladung (isoelektrischer Punkt) und
anschlieBend in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Das Pellet
der zu untersuchenden Probe wurde hierzu in 125 pl Rehydrierungslosung durch Pipettieren
gelost und fiir 3 h bei RT inkubiert. Danach wurde die Probe zum Entfernen unléslicher
Bestandteile abzentrifugiert (20.000g, S5min, 4°C) und der Uberstand in den
IEF-Streifenhalter pipettiert. Der IPG-Streifen wurde in den Halter transferiert und von beiden
Seiten mit 0,5 ml Mineraldl iiberschichtet. Der Streifenhalter wurde dann mit dem Deckel
verschlossen und in das IEF-Gerét eingelegt. Vor der Auftrennung der Proteine im

elektrischen Feld wurde der Streifen zunichst fiir 14 h rehydriert.
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Die isoelektrische Fokussierung erfolgte anschlieBend mit einer sequentiellen

Spannungsabfolge von:

500V 30 min
1000 V 30 min
5000 V 100 min

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurde der Streifen in ein 15 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt und fiir die Auftrennung in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) jeweils fiir 15 min
in Aquilibrierungspuffer + DTT (50 mg/5 ml) bzw. Aqulibrierungspuffer + lodacetamid
(125 mg/5 ml) auf dem Schiittler inkubiert. Das DTT diente dabei der Spaltung von Disulfid-
Briicken und das lodacetamid der Alkylierung der durch die Spaltung resultierenden

Sulthydryl-Gruppen.

Der IPG-Streifen wurde anschliefend auf das Sammelgel eines Polyacrylamid-Gels gelegt.
Auf einen Streifen Whatman-Papier wurde dann der Proteingroflenstandard aufgetragen und
neben den IPG-Streifen gesteckt. Beides wurde mit geschmolzener IEF-Agarose iiberschichtet

und durch SDS-PAGE aufgetrennt (Abschnitt 2.15.1).

Rehydrierungslosung:
7M Urea; 2 M Thioharnstoff; 2% (w/v) CHAPS; 0,002 % (w/v) Bromphenolblau;
0,2 % (w/v) DTT; 0,5 % (v/v) IPG Puffer

Aquilibrierungspuffer:
2 % (w/v) SDS; 50 mM Tris-HCL pH 6,8; 6 M Urea; 30 % (v/v) Glycerin;
0,002 % (w/v) Bromphenolblau

IEF-Agarose:
0,5 % (w/v) Agarose; 0,002 % Bromphenolblau in Tris/Glycin Laufpuffer

2.15.3 Coomassie-Brillant-Blau-Fiarbung von Proteinen im Gel (Zehr et al., 1989)

Der Nachweis von Proteinen, die elektrophoretisch in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt

wurden, erfolgte durch Anfarben im Gel mit dem Farbstoff Coomassie G250.

Hierzu wurde das Gel nach der Elektrophorese zundchst zweimal fiir 1h in 100 ml
Fixierlosung inkubiert. Nach dem Entfernen der Fixierlosung wurde das Gel dann dreimal fiir
10 min mit dH,O gewaschen. Anschliefend wurden 100 ml Coomassie-Brillant-Blau-Ldsung
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zugegeben. Die Fiarbung erfolgte iber Nacht. Am nichsten Tag wurde das Gel mehrmals zum

Entfarben mit dH,O gewaschen und dokumentiert.

Fixierlosung:

10 % (v/v) Essigsédure; 50 % (v/v) Methanol

Coomasssie-Brillant-Blau-Losung:

100 g/l Ammoniumsulfat; 1 % (v/v) Phosphorséure; 0,1 % (w/v) Coomassie G250
Fiir die Farbung wurden 4 Volumen Coomassie-Losung mit 1 Volumen Methanol versetzt.

Neben der selbst hergestellten Coomassie-Losung wurde auch die PageBlue Protein Staining

Solution (Fermentas, St. Leon-Rot, USA) verwendet.

2.15.4 Phosphoproteinfirbung mit Pro-Q Diamond

Fiir den Nachweis von Phosphoproteinen nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde
das Polyacrylamid-Gel in 100 ml Fixierlosung (Abschnitt 2.15.3) fiir 30 min inkubiert. Die
Fixierlosung wurde ausgetauscht und das Gel weiter iiber Nacht fixiert. Am néchsten Tag
wurde das Gel dreimal fiir 10 min mit 100 ml dH,O gewaschen und anschlieBend in 30 ml
ProQ-Diamond (Invitrogen, Karlsruhe, D)/ddH,0 (1:1) fiir 1,5 h im Dunkeln gefirbt. Um
unspezifisch gebundenen Farbstoff zu entfernen, wurde das Gel dreimal mit 100 ml
Entfarbungslosung fiir jeweils 30 min und anschlieBend zweimal fiir 5 min mit ddH,O
gewaschen. Die Detektion der phosphorylierten Proteine erfolgte mit dem Typhoon 9200
Scanner. Hierbei wurde eine Anregungsquelle von 532 nm und ein Emissions-Filter von

560 nm verwendet.

Entfirbungslosung:

50 mM Natriumacetat pH 4; 20 % (v/v) Acetonitril

2.15.5 Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Vor dem Trocknen wurde das Polyacrylamid-Gel zweimal fir 15min in Gel-

Trocknungslosung gewaschen. Danach wurde es auf Whatman-Papier transferiert und mit
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Zellophanfolie iiberdeckt auf den Geltrockner gelegt. Die Trocknung erfolgte fiir 1 h bei
40 °C.

Gel-Trocknungslosung:

30 % (v/v) Methanol; 5 % (v/v) Glycerin

2.15.6 Western Blot (Towbin et al., 1979)

Fiir einen immunologischen Nachweis wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
mittels Elektrophorese auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Der Transfer erfolgte in
einer Halbtrockenzelle (Criterion Blotter, Biorad, Miinchen, D) gefiillt mit Towbin-Puffer und

einer Spannung von 100 V fiir eine 1 h.

Towbin-Puffer:
25 mM Tris-HCI; 0,192 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol

2.15.7 Ponceau Firbung

Die reversible Ponceau Farbung wurde zur Kontrolle der Transfereffizienz nach dem Western
Blot verwendet. Die Nitrocellulose-Membran wurde hierzu fiir 10 min in 50 ml Ponceau-

Losung inkubiert und anschlieend kurz mit H,O gewaschen.

Ponceau-Losung:

0,2 % (w/v) Ponceau S; 3 % (w/v) Trichloressigsdure

2.15.8 Immunologischer Proteinnachweis (Towbin & Gordon, 1984)

Nach erfolgreichem Proteintransfer wurde die Nitrocellulose-Membran iiber Nacht in 50 ml
Blockierlosung inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran einmal kurz und dann dreimal
fiir 10 min mit 50 ml TBS-T Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem primiren Antikrper
erfolgte fiir 1 h. Zum Entfernen unspezifisch gebundener Antikérper wurde die Membran
danach erneut, wie oben beschrieben, mit TBS-T Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem
sekundéren Antikorper erfolgte fiir 45 min. Vor der Detektion wurde die Membran erneut mit
TBS-T Puffer gewaschen. Die zwei Komponenten der Substratlosung (ECL-Losung) wurden
in einem Verhéltnis von 1:1 gemischt und auf einen Folienschlauch gegeben. Zum Benetzen

mit der Substratlosung wurde die Membran dann fiir 30 s in den Folienschlauch gelegt.
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Anschlieflend wurde die Detektion der Chemilumineszenz mit Hilfe eines Las 1000 und einer

Intelligent Dark Box II (Firma Fuji Films, Tokyo, J) durchgefiihrt.

TBS-T:
20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1 % (v/v) Tween-20

Blockierlosung:

4 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T

Primiirer Antikorper:

Rabbit-anti-CDeT11-24 1:5000 (v/v) in Blockierldsung

Sekundirer Antikorper:
Peroxidasegekoppelter ~ Goat-anti-rabbit-Immunoglobin ~ G-Antikérper  (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) 1:5000 (v/v) in Blockierlosung

2.16 Aufreinigung von nativem CDeT-11-24 aus  Craterostigma
plantagineum

Die Isolierung von CDeT11-24 erfolgte C. plantagineum Bléttern. Hierzu wurde zunédchst mit
einer HiTrap NHS-aktivierten Saule eine Antigen-Sdule hergestellt, um aus dem
Kaninchenserum monospezifische CDeT11-24 Antikorper aufzureinigen. Diese wurden dann
ebenfalls an eine HiTrap NHS-aktivierte Sdule gekoppelt und die resultierende Antikorper-
Sédule fiir die Immun-A ffinitditschromatographie eingesetzt. Aus dem gereinigten CDeT11-24
wurde weiterhin phosphoryliertes CDeT11-24 mit Hilfe des PhosphoProtein Purification Kits
(Qiagen, Hilden, D) angereichert.

2.16.1 Kopplung von Proteinen an eine HiTrap NHS-aktivierte Siaule

Die Herstellung von Antigen- und Antikérpersdulen erfolgte durch die Immobilisierung von
CDeT11-24 bzw. anti-CDeT11-24 an eine HiTrap NHS-aktivierte Sdule. Dabei wurde eine
kovalente Bindung zwischen den an Sepharose gebundenen N-Hydroxysuccinimid-Gruppen

und den Amin-Gruppen der Proteine durch Ausbildung von Amidbindungen erzeugt.

Der Saulenlauf erfolgte mit einer Schlauchpumpe, bei 4 °C und einer Flussgeschwindigkeit
von 1 ml/min. Fiir die Kopplung wurde eine HiTrap NHS-aktivierte Sdule mit 6 ml 1 mM

HCI aktiviert und anschlieBend mit 1 ml des zu bindenden Proteins (0,5-10 mg/ml) in
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Kopplungspuffer beladen. Fiir die Bindung wurde die Séule verschlossen und fiir 4 h bei 4 °C
inkubiert. Zum Deaktivieren von iiberschiissigen NHS-Gruppen und Auswaschen
unspezifisch gebundener Proteine wurde die Sdule mit 6 ml Puffer A, 6 ml Puffer B und 6 ml
Puffer A gewaschen. Danach wurde sie wieder verschlossen und erneut fiir 4 h bei 4 °C
inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte mit 6 ml Puffer B, 6 ml Puffer A und 6 ml
Puffer B. Um die Séule zu neutralisieren, wurde diese mit 10 ml 50 mM Na,HPO, pH 7
gespilt. Die Lagerung der Siulen erfolgte unter 50 mM Na,HPO4 pH 7 mit 0,1 % NaNj bei
4 °C.

Kopplungspuffer:
200 M NaHCO3; 500 M NaCl pH 8,0

Puffer A:
500 mM Ethanolamine; 500 mM NaCl pH 8,3

Puffer B:
100 mM Natriumacetat pH 4; 500 mM NaCl

2.16.2 Isolierung monospezifischer Antikorper mit einer Antigen-Siiule

Die Isolierung monospezifischer Antikorper erfolgte durch Affinititschromatographie mit
einer HiTrap NHS-aktivierten Sdule (Abschnitt 2.16.1), an die zuvor das Antigen
(CDeT11-24) gekoppelt wurde. Zur Durchfiithrung wurde die Sédule an eine Schlauchpumpe

angeschlossen, die mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min bei 4 °C betrieben wurde.

Zunichst wurde das Kaninchenserum im Verhéltnis 1:10 mit 10 mM HEPES pH 8,0 verdiinnt
und zum Entfernen nicht 16slicher Bestandteile abzentrifugiert (20.000 g, 30 min, 4 °C). Die
Antigen-Saule wurde mit je 10 ml 10 mM HEPES pH 8 und anschlieBend mit 10 mM HEPES
pH 8, 300 mM KCIl &quilibriert. Dann wurde das verdiinnte Serum zur Bindung der
Antikorper tiber die Sdule gegeben. Unspezifisch gebundene Antikorper wurden mit 10 ml
10 mM HEPES pH 8 entfernt. Die Elution erfolgte mit 5 ml 100 mM Glycin-HCI1 pH 2,5.
Hierbei wurde das Eluat in einem Reaktionsgefa3 mit 500 pul 1 M Tris-HCI pH 8 aufgefangen.
Um die Antigensdule zu regenerieren wurde sie anschliefend mit 10 ml 10 mM HEPES pH 8

gewaschen.

Die isolierten monospezifischen Antikdrper wurden mit einer PD-10 Entsalzungssiule

umgepuffert und durch Zentrifugation mit einem Amicon-Konzentrator eingeengt. Danach
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wurden sie wie in Abschnitt 2.16.1 beschrieben zur Herstellung der Antikorpersdule

verwendet.

2.16.3 Aufreinigung von ,leicht loslichem* Protein aus Craterostigma plantagineum

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von CDeT11-24 aus C. plantagineum diente
Pflanzenmaterial mit einem RWC von 2 %. Dabei wurde das pflanzliche Gesamtprotein

gefillt und dann das ,,leicht lsliche* Protein in PBS renaturiert.

Das Pflanzenmaterial wurde in fliissigem Stickstoff fein gemorsert, dann in einem Verhéltnis
von 1:10 Pflanzenmaterial zu eiskaltem Aceton mit dem Vortex resuspendiert und
abzentrifugiert (10.000 g, 1 min, 4 °C). AnschlieBend wurde das Pellet nochmals mit
eiskaltem Aceton gewaschen, wieder abzentrifugiert und in 10 % (w/v) TCA/Aceton gelost.
Das Gemisch wurde fiir 10 min in ein Ultraschalwasserbad gestellt und dann erneut
abzentrifugiert. Es folgten drei Waschschritte mit 10 % (w/v) TCA/Aceton, zwei
Waschschritte mit 10 % (w/v) TCA und danach zwei Waschschritte mit 80 % (v/v) Aceton.
Dabei wurde nach jedem Waschschritt das Pellet wie oben beschrieben durch Zentrifugation

zuriickgewonnen.

Das Proteinpellet wurde auf Eis unter dem Abzug getrocknet und anschlieBend in PBS
resuspendiert. Die Inkubation der Protein-PBS-Losung erfolgte auf Eis fiir 2 h auf einem
Taumelschiittler. Danach wurde die Losung abzentrifugiert (10.000 g, 20 min, 4 °C) und die
im Uberstand befindlichen ,leicht 16slichen® Proteine mit einem Amicon-Konzentrator

eingeengt.

PBS:
8 g/l NaCl; 0,2 g/l KCI; 1,44 g/l Na,HPOg; 0,24 g/ KH,PO4

2.16.4 Immunaffintitadtschromatographie

Die Immunaffinititschromatographie wurde mit der anti-CDeT11-24 Antikorper-Séule
(Abschnitt 2.16.1) und dem ,leicht-loslichen® Protein-Extrakt (Abschnitt 2.16.3)
durchgefiihrt. Dabei wurde die Methode wie in Abschnitt 2.16.2 beschrieben durchgefiihrt,
wobei jedoch anstelle des 10 mM HEPES Puffers, PBS (Abschnitt 2.16.3) verwendet wurde.
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2.16.5 Anreicherung von phosphoryliertem CDeT11-24

Fiir die Anreicherung von phosphoryliertem CDeTl11-24 nach der
Immunaffinitdtschromatographie (Abschnitt 2.16.4) wurde das PhosphoProtein Purification
Kit (Qiagen, Hilden, D) verwendet. Hierzu wurde zunichst das Eluat mit einer PD-10
Entsalzungssdule und PhosphoProtein Lysis Puffer umgepuffert, das Volumen auf 25 ml

eingestellt und die Anreicherung entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.17 Circulardichroismus-Spektroskopie

Die Circulardichroismus-Spektroskopie wurde in der Arbeitsgruppe von Pia Harryson
(Stockholm, S) mit einem JASCO J-810 Spektropolarimeter durchgefiihrt. Hierzu wurden die
Proteinproben 1h vor der Messung auf eine Konzentration von 0,2 mg/ml eingestellt und
direkt vor der Messung abzentrifugiert (12.000 g, 2 min, RT) die Messung erfolgte mit einer
»Scanrate von 20 nm/min bei 25 °C, wobei die Aufléosung 0,2 nm und die Empfindlichkeit
20 mdeg betrug.

2.18 Enzym-Austrocknungs-Assays

2.18.1 Citratsynthase-Austrocknungs-Assay

Citratsynthase (CS) aus Schweineherz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde zunichst liber
Nacht gegen zweimal 500 ml Wasser dialysiert. Fiir die Austrocknung wurden 20 pl einer
120 pg/ml CS-Losung ohne oder mit 240 pug/ml BSA, 0,2 M Trehalose, 240 pg/ml 6His-
CDetl11-24, 240 pg/ml CDeT11-24 bzw. 240 pg/ml AK-CDeT11-24 eingesetzt. Die
Austrocknung wurde fiir 1 h in einer Vakuumzentrifuge durchgefiihrt. AnschlieBend wurden
die Proben durch Zugabe von Wasser bis zum Ausgangsvolumen gelost und fiir 30 min

rehydriert.

Bestimmung der Citratsynthase-Aktivitit:

Die Bestimmung der CS-Aktivitit wurde wie von Srere (1966) beschrieben durchgefiihrt.
Hierzu wurde 1 pl der Probe aus dem Austrocknungs-Assay und 500 pul CS-Assay-Puffer in
eine Kiivette gegeben und die Absorptionsdnderung bei 412 nm fiir 1 min im Intervall von 5 s

bestimmt.
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Die CS-Aktivitdt wurde vor dem ersten und jeweils nach jedem der drei Austrocknungszyklen

bestimmt.

CS-Assay-Puffer:
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 2 mM EDTA; 100 uM Oxalacetat; 100 uM 5,5'-Dithio-bis-(-2-
nitrobenzoesdure); 95 uM Acetyl-CoA

2.18.2 Lactatdehydrogenase Austrocknungs-Assay

Lactatdehydrogenase (LDH) aus Kaninchen (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde zunéchst
mit zweimal 500 ml ddH,O {iiber Nacht dialysiert. Die Austrocknung wurde mit 20 pl einer
100 pg/ml LDH-Losung durchgefiihrt. Neben der Negativkontrolle, die nur LDH enthielt,
wurden Proben untersucht, denen entweder 200 pg/ml BSA, 0,2 M Trehalose, 200 ug/ml
6His-CDet11-24, 200 pg/ml CDeT11-24 oder 200 pg/ml AK-CDeT11-24 zugesetzt worden
war. Die Dehydrierung erfolgte fiir 1 h in der Vakuumzentrifuge. Danach wurde die Probe mit

Wasser auf ihr Ausgangsvolumen aufgefiillt, geldst und fiir 30 min rehydriert.

Bestimmung der Lactatdehydrogenase Aktivitét:

Fiir die Bestimmung der LDH-Aktivitdt wurden 2 pl der Enzymprobe mit 500 ul LDH-Assay-
Puffer in einer Kiivette gemischt und die Absorptionsdnderung bei 340 nm fiir 1 min im
Intervall von 5 s bestimmt.

Die Messung wurde jeweils vor und nach den drei Austrocknungszyklen durchgefiihrt.

LDH-Assay-Puffer:
100 mM Natriumphosphat-Puffer pH 6,0; 200 mM NAD; 1 mM Pyruvat

2.19 Protein-Lipid-Interaktion

Die fiir die Protein-Lipid-Interaktion verwendeten Lipide wurden bei der Firma Sigma-

Aldrich (St. Louis, USA) bestellt.
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2.19.1 Protein-Lipid-Interaktion in Losung (Liposomen-Assay)

Fiir die Herstellung der Liposomen wurde Phosphatidsdure in einer Konzentration von
2 pg/ul in Chloroform geldst. Die Losung wurde unter dem Abzug eingedampft und der
resultierende getrocknete Lipidfilm mit Liposomen-Assay-Puffer (0,5 pul/ug) durch kurzes
Schiitteln mit dem Vortex hydratisiert. Nach 1 h Inkubation im Schiittler (250 rpm, 37 °C)
wurden die Liposomen fiir weitere 5 min mit dem Vortex gemischt und durch Zentrifugation
pelletiert (20.000 g, 10 min, 24 °C). Die Liposomen wurden dann fiir die Interaktionsstudie
vorsichtig mit Liposomen-Assay-Puffer, der 0,1 pg/ul des zu untersuchenden Proteins
enthielt, gemischt und fiir die Ausbildung einer mdglichen Interaktion fiir 30 min bei 30 °C
inkubiert. Anschlieend wurde das Protein-Liposomen-Gemisch abzentrifugiert (20.000 g,
10 min, 24 °C). Fiir den Nachweis einer Interaktion wurden der Uberstand und das

Liposomen-Pellet mittels SDS-PAGE (Abschnitt 2.15.1) aufgetrennt.

Die Untersuchung einer pH-abhingigen Protein-Lipid-Bindung erfolgte durch Verwendung
von Liposomen-Assay-Puffer mit pH-Werten von 5, 6, 7, 8, und 9.

Die Sperzifitit fiir die Bindung an Phosphatidsdure wurde durch Liposomen mit einem
unterschiedlichen Verhéltnis von Phosphatidsdure zu Phosphatidylcholin und Liposomen-
Assay Puffer mit einem pH-Wert von 7 untersucht. Dabei erfolgte die Herstellung der

Liposomen wie oben beschrieben.

Liposomen-Assay-Puffer

20mM MES; 30 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 1 mM DTT

2.19.2 Protein-Lipid-Interaktion auf Nitrocellulose-Membran (Lipid-Protein-Overlay-
Assay)

Der Protein-Lipid-Overlay (PLO)-Assay ist eine weitere Methode zur Untersuchung von
Protein-Lipid-Interaktionen. Hierzu wird eine Nitrocellulose-Membran, auf die
unterschiedliche Phospholipide aufgetragen wurden, zusammen mit dem zu untersuchenden
Protein inkubiert. Der Nachweis der Interaktion erfolgt dann durch immunologische
Detektion des Proteins mit einem spezifischen Antikorper.

Die verwendete Nitrocellulose-Membran mit den unterschiedlichen Phospholipiden wurde
freundlicherweise von Barbara Kalisch (IMBIO, Universitit Bonn, D) zur Verfiigung gestellt.
Fir die  Herstellung  wurden  jeweils 5ug  Monogalactosyldiacylglycerid,
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Digalactosyldiacylglycerid, Phosphatidylglycerin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidyl-
inositol, Phosphatidylcholin, Phosphatidsdure und Cardiolipin in Chloroform auf einer
Nitrocellulose-Membran immobilisiert.

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurde die Membran zunichst mit 5 % w/v BSA in TBS-T
(fiir die verwendeten Losungen/Antikorper siehe Abschnitt 2.15.8) fiir 1 h blockiert. Danach
wurde die Membran mit dem zu untersuchenden Protein (1 pg/ml) in 5 % BSA in TBS-T {iber
Nacht bei 4 °C auf einem Taumelschiittler inkubiert. Nach viermaligem Waschen fiir 5 min
mit TBS-T wurde die Membran fiir 1 h mit dem priméiren Antikorper inkubiert. AnschlieSend
wurde die Membran erneut wie oben beschrieben mit TBS-T gewaschen und fiir weitere
45 min mit dem sekundiren Antikorper inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen mit

TBS-T wurde das gebundene Protein mit Hilfe von ECL-Reagenz detektiert.

2.20 Kinase Aufreinigung

2.20.1 Aufreinigung von nativem Gesamtprotein

Fiir die Aufreinigung von nativem Protein aus C. plantagineum Blittern mit einem RWC von
2 %, wurden 1 Volumen in flissigem Stickstoff gemorsertes Pflanzenmaterial mit
10 Volumen Puffer versetzt und mit dem Vortex geldst. Danach wurde die Probe fiir 1 h auf
Eis auf dem Taumelschiittler inkubiert. Um eine vollstindige Homogenisierung zu
gewihrleisten, wurde die Probe jeweils nach 20 min fir 30s mit dem Ultra-Turrax
dispergiert. Das Extrakt wurde anschliefend abzentrifugiert (14.000 g, 20 min, 4 °C), mit
Miracloth filtriert und dann erneut abzentrifugiert (14.000 g, 20 min, 4 °C).

Extraktions Puffer:

50 mM HEPES pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mM EDTA; 5 mM EGTA; 10 mM DTT;
50 mM B-Glycerophosphat; 10 % (v/v) Glycerin; 7,5 % (w/v) PVPP;

1/200 Protease Inhibitor; 1/200 Phosphatase Inhibitor

2.20.2 Fraktionierte Fillung mit Ammoniumsulfat

Das native Proteingesamtextrakt (Abschnitt 2.20.1), wurde zur Fraktionierung mit
Ammoniumsulfat gefillt. Dazu wurde entsprechend der Tabelle von Dawson ef al. (1986) die

benotigte Menge fein gemorsertes Ammoniumsulfat, das zum Erreichen einer bestimmten
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Konzentration bei vorgegeben Volumen erforderlich war, abgewogen. Die Fillung wurde im
Kiihlraum auf Eis durchgefiihrt. Dabei wurde der Proteinldsung das Ammoniumsulfat in
kleinen Portionen zugegeben. Nachdem sich das Ammoniumsulfat komplett geldst hatte,
wurde um eine vollstindige Prazipitation zu gewéhrleisten, der Ansatz fiir 1 h auf Eis unter
stindigem Riihren inkubiert. AnschlieBend wurde das prézipitierte Protein durch
Zentrifugation (10.000 g, 15min, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde zur weiteren
Aufreinigung verwendet und der Uberstand bei Bedarf wie oben beschrieben mit

Ammoniumsulfat gefallt.

2.20.3 Ionenaustauschchromatographie mit einer HiTrap SP FF Siule

Fir die Auftrennung wurden die préazipitierten Proteine der Ammoniumsulfat-Féllung
(Abschnitt 2.20.2) in IEX-Puffer mit 150 mM NaCl gelést und zum Entfernen von

Ammoniumsulfat mit einer PD-10 Siule entsalzt.

Um nicht 16sliche Bestandteile zu entfernen, wurde das Proteinextrakt abzentrifugiert
(10.000 g, 10 min, 4 °C). Fiir die Chromatographie wurde die Saule an eine Schlauchpumpe
angeschlossen. Die Auftrennung erfolgte mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die
HiTrap SP FF Saule (GE-Healthcare, Freiburg, D) wurde zu Beginn mit jeweils zehn
Sdulenvolumen 1 M NaCl IEX-Puffer und 150 mM NaCl IEX-Puffer dqulibriert und dann mit
dem Proteinextrakt beladen. Danach wurde die Sdule zum Entfernen unspezifisch gebundener
Protein mit fiinf Sédulenvolumen 150 mM NaCl IEX-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte
mit finf Sdulenvolumen 650 mM NaCl IEX-Puffer. Danach wurde die Sdule mit fiinf
Volumen 20 % (v/v) Ethanol/200 mM Natriumacetat gespiilt und anschlieBend bei 4 °C
gelagert.

IEX Puffer:
25mM MES pH6,25; 10% (v/v) Glycerin; 2mM DTT; 1/200 Protease Inhibitor;
1/200 Phosphatase Inhibitor

2.20.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Nach der IEX mit der HiTrap SP FF Sdule (Abschnitt 2.20.3) wurde das Eluat zunichst mit
Hilfe eines Amicon-Konzentrators auf ein Volumen von 5 ml eingeengt und gegen HIC-

Puffer umgepuffert. Der Proteinldsung wurde dann Ammoniumsulfat zugegeben, sodass die
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Endkonzentration 1,2M betrug. Danach wurde die Probe zum Entfernen unléslicher
Bestandteile abzentrifugiert (10.000 g, 10 min, 4 °C). Zwischenzeitlich wurde die HiTrap
Phenyl HP Siule (GE-Healthcare, Freiburg, D) an die Schlauchpumpe angeschlossen und die
Aquilibrierung der Siule mit 10 ml HIC-Puffer ohne Ammoniumsulfat, gefolgt von 10 ml
HIC-Puffer mit 1,2 M Ammoniumsulfat bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min
durchgefiihrt. Danach wurde das Proteinextrakt zur Bindung auf die Sdule aufgetragen. Nach
dem Beladen der Sidule mit dem Proteinextrakt wurde sie mit HIC-Puffer der 1,2 M
Ammoniumsulfat enthielt gewaschen. Darauthin erfolgte die schrittweise Elution der
gebunden Proteine mit je 5 ml HIC-Puffer der 900, 600, 300 und 0 mM Ammoniumsulfat
enthielt. Nach dem Lauf wurde die Sdule mit 5 ml 20 % (v/v) Ethanol gespiilt und dann bei
4 °C gelagert.

HIC-Puffer:
50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,5; 2 mM DTT, 10 % (v/v) Glycerin, 1/200
Protease Inhibitor, 1/200 Phosphatase Inhibitor

2.20.5 Tonenaustauschchromatographie mit der FPLC

Vor der Ionenaustauschchromatographie mit der Mono S-Saule (GE-Healthcare, Freiburg, D)
wurden die Fraktionen der hydrophoben Interaktionschromatographie (Abschnitt 2.20.4)
durch Zentrifugation mit einem Amicon-Konzentrator auf ein Volumen von 1 ml eingeengt.
Zum Umpuffern der Probe wurde das Konzentrat mit 10 ml IEX-Puffer verdiinnt und erneut
mit dem Amicon-Konzentrator auf 1 ml eingeengt. Die Aquilibrierung der Mono S-Siule
erfolgte mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,2 ml/min mit 30 ml H,O, gefolgt von 10 ml
IEX-Puffer mit 1 M NaCl und 10 ml IEX Puffer mit 100 mM NaCl. Danach wurde 1 ml der
Proteinprobe in die Probenschleife injiziert und die Trennung durchgefiihrt. Zur Auftrennung
wurde ein linearer NaCl-Gradient gefahren, der automatisiert mit der FPLC durchgefiihrt
wurde. Dabei wurden mit dem Fraktionssammler Proben von 1 ml/min aufgefangen. Der Lauf

erfolgte nach dem folgenden Protokoll und IEX-Puffer (Abschnitt 2.20.3) versetzt mit NaCl:

Injektion: 3ml (100 mM NacCl

Waschen: 5ml (100 mM NaCl)

Gradient: 30 ml (100 mM — 600 mM NacCl)
Waschen: 10 ml (1 M NaCl)
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Nach dem Gebrauch wurde die Sdule mit 50 ml ddH,O gespiilt und danach unter
20 % Ethanol gelagert.

2.20.6 Anreicherung von Kinasen (Patricelli ez al., 2007)

Die weitere Anreicherung von Kinasen nach dem Mono S-Séulenlauf erfolgte mit dem Kinase
Enrichment Kit (Pierce, Bonn, D). Durch Desthiobiotin-ATP und Desthiobiotin-ADP wurden
hierbei Kinasen, aber auch andere nukleotid-bindende Proteine, an einem Lysin Rest der
Nucleotide-Bindestelle biotinyliert. Die markierten Proteine konnten nach Denaturierung iiber

Streptavidin Agarose angereichert werden.

Vor der Biotinylierungsreaktion wurde die Probe mit einer Zeba Spin Desalting Column
(Pierce, Bonn, D) entsalzt und umgepuffert. Hiernach erfolgte die Inkubation mit den Active
Probes. Nach der Inkubation wurde der Probe zur Denaturierung 500 pul 8 M Urea/IP Lysis-
Puffer und 50 pl Streptavidin Agarose zugegeben. Die Probe wurde fiir 1 h auf einem Rotator
inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert (1.000 g, RT, 1min). Der Uberstand wurde
verworfen und in 500 ul 4 M Urea/IP Lysis Puffer gewaschen und wieder abzentrifugiert.
Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt.

Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet trockengelegt, in SDS-Probepufter
gelost, fiir 5 min bei 95 °C inkubiert und mittels SDS-PAGE (Abschnitt 2.15.1) aufgetrennt.
Nach der Coomassie-Farbung (Abschnitt 2.15.3) wurden die sichtbaren Banden ausgestochen

und mittels Massenspektrometrie (MS) identifiziert (Abschnitt 2.22).

2.21 Kinase Assays

2.21.1 In-Gel-Kinase-Assay (Wooten, 2002)

Fiir die Durchfiihrung des In-Gel-Kinase-Assays (IGKA) wurde zunéchst ein Polyacrylamid-
Gel vorbereitet, bei dem abweichend zu dem Standard-Protokoll (Abschnitt 2.15.1), dem
Trenngel zur Co-Polymerisation 0,5 mg/ml des Substrat-Proteins (6His-CDeT11-24,
Abschnitt 2.14.1) zu gegeben wurde. Nach dem Auspolymerisieren des Trenn- und
Sammelgels wurde das Gel mit den in SDS-Probenpuffer geldsten, zu untersuchenden Proben

beladen und die elektrophoretische Auftrennung durchgefiihrt.
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Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel unter leichtem Schiitteln bei RT wie folgt

behandelt:

4 x 15 min 100 ml IGKA-Waschlosung 1
3x 20 min 100 ml IGKA-Waschlosung 2
1 x 30 min 50 ml Denaturierungspuffer

1 x 60 min 50 ml Denaturierungspuffer

4 x 10 min 100 ml Renaturierungspuffer
1 x 120 min 100 ml Renaturierungspuffer

Durch die ersten beiden Waschschritte wurde hierbei das SDS entfernt. Die Denaturierung
und die Renaturierung dienten der Riickfaltung der im Gel aufgetrennten Proteine. Nach dem
letzten Waschschritt wurde der Renaturierungspuffer erneut ausgetauscht und die

Renaturierung iiber Nacht (16 h, 4 °C) fortgesetzt.

Am folgenden Tag wurde das Gel zweimal flir 15 min mit 50 ml Kinase-Puffer bei RT auf
einem Taumelschiittler dquilibriert. Zur Durchfiihrung der Kinasereaktion wurde das Gel mit
20 ml Kinase-Assay-Puffer, der ATP und [y 32P]-ATP enthielt, bedeckt und bei 30 °C fiir 2 h
inkubiert. Danach wurde der Kinase-Assay-Puffer durch 100 ml IGKA-Stopp-Losung ersetzt.
Um unspezifisch gebundenes [y **P]-ATP zu entfernen wurde das Gel fiir 4 h mit IGKA-
Stopp-Losung gewaschen, wobei alle 20 min der Puffer ausgetauscht wurde. Das Gel wurde
getrocknet (Abschnitt 2.15.5) und zur Detektion des inkorporierten 3P mit einem Phospho-

Screen bedeckt, der nach 24 h mit dem Typhoon 9200 Scanner ausgelesen wurde.

IGKA-Waschlosung 1:
20 % (v/v) Isopropanol; 50 mM Tris-HCI pH 8,0

IGKA-Waschlosung 2:
50 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM DTT

Denaturierungspuffer:

50 mM Tris-HCI pH 8,0; 20 mM DTT; 6 M Guanidinhydrochlorid

Renaturierungspuffer:

50 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM DTT; 0,04 % (v/v) Tween-20; 100 mM NacCl
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Kinase-Assay-Puffer:
25 mM HEPES pH 7,4; 20 mM MgCly; 1 mM DTT; (50 uM ATP, [y>*P] ATP)

IGKA-Stopp-Losung:
5% (w/v) TCA; 1 % (w/v) tetra-Natriumdiphosphat

2.21.2 In vitro Kinase Assay

Zur Bestimmung der Kinaseaktivitit in Losung wurden in vitro Kinase Assays durchgefiihrt.
Hierzu wurden zunédchst 12,5 ul der zu untersuchenden Proteinlosung zu 12,5 pl (2x)
Kinasepuffer mit 1 mg/ml 6His-CDeT11-24 (Abschnitt 2.14.1) und ohne 6His-CDeT11-24
pipettiert. Die Probe ohne 6His-CDeT11-24 diente hierbei als Negativ-Kontrolle zur
Bestimmung der Autophosphorylierungs-Aktivitit. Durch die Zugabe von 1 ul ATP-Losung
wurde die Reaktion gestartet. Die Inkubation erfolgte im Wasserbad fiir 20 min bei 30 °C. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 25 pl 150 mM Phosphorsdure gestoppt, dann jeweils 25 pl
der Probe auf einen P81 Phosphocellulose Filter aufgetragen und in ein Becherglas mit 400
ml 75 mM Phosphorsdure iiberfiihrt. Das Becherglas wurde auf einen Magnetriihrer gestellt
und der Inhalt langsam geriihrt. Der Austausch der Phosphorsdure erfolgte viermal jeweils
nach 5 min. Nach dem Waschen wurden die Filter auf Whatman-Papier getrocknet. Fiir die
Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurden die Filter in Szintillationsréhrchen tiberfiihrt und in
das Szintillationsmessgerit gestellt. Die Detektion des inkorporierten *°P erfolgte durch die

Messung der Cherenkov-Strahlung.

Alternativ zu dem Filterbindungs-Assay wurde das Protein in der Probe mit TCA (Abschnitt
2.13.2) gefdllt und mittels SDS-PAGE (Abschnitt 2.15.1) aufgetrennt. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel mit Coomassie gefarbt (Abschnitt 2.15.3) und getrocknet
(Abschnitt 2.15.5). Auf das getrocknete Gel wurde ein Phospho-Screen gelegt, der zur

Detektion nach 24 h mit dem Typhoon 9200 Scanner ausgelesen wurde.

Kinasepuffer:
25 mM HEPES pH 7,6; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT; 1 mM EGTA; 5 mM B-Glycerophosphat
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2.22 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse wurde von der Massenspektrometrie (MS)-Gruppe des
Max-Plack-Instituts fiir Pflanzenziichtungsforschung in Kéln durchgefiihrt. Dazu wurde nach
einer SDS-PAGE (Abschnitt 2.15.1) und anschliefender Coomassie-Farbung (Abschnitt
2.15.3) aus der zu untersuchenden Proteinbande ein Gelpartikel ausgestochen und in ein
Reaktionsgefa3 tiberfithrt. Von der MS-Gruppe wurde dann der tryptische Verdau der
Proteine im SDS-Gel nach Shevchenko er al. (1996) durchgefiihrt. Nach der weiteren
Aufreinigung des Verdaus durch eine ZipTip Pipettenspitze (Millipore, Billerica, USA),
wurden die angereicherten Peptide dann fiir die MS-Analyse verwendet. Die Aufnahme der
Spektren erfolgte wahlweise durch MALDI-TOF-MS mit einem UltraflexIll MALDI
TOF/TOF Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, D) oder mit dem LTQ Velos
Massenspektrometer (Thermo, Waltham, USA). Fiir die anschlieBende Auswertung der
Spektren wurde die Software Mascot Search (Matrix Science, Boston, USA) genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufreinigung und Lipidbindung des CDeT11-24 Proteins

Fir LEA-Proteine der Gruppe2 konnte eine Bindung an anionische Phospholipide
nachgewiesen werden (Koag ef al., 2003), die durch das K-Segment, einem charakteristischen
Bestandteil dieser Proteinklasse, vermittelt wird (Koag ef al., 2009). Die Konsensussequenz
des K-Segmentes (EKKGIMDKIKEKLPG) zeigt hierbei eine groBe Ahnlichkeit zu dem
N-terminal gelegenen Lysin-reichen Sequenzelement (EKKSMLAKVKEKAK) des
CDeT11-24 Proteins. Aus diesem Grund wurde das Lysin-reiche Sequenzelement zunichst

in silico untersucht und eine mdégliche Lipidbindung von CDeT11-24 getestet.

3.1.1 Insilico Analyse des Lysin-reichen Sequenzelements von CDeT11-24

Sequenzanalysen des CDeT11-24 Proteins aus C. plantagineum und homologen Proteinen aus
anderen Pflanzen ergaben, dass das Lysin-reiche Sequenzelement teilweise konserviert ist und
in allen untersuchten Proteinen im N-terminalen Bereich auftritt (Abbildung 3.1 A). Hierbei
besteht die Homologie der Sequenzen besonders in der Konservierung der positiv geladenen
Aminosduren Lysin bzw. Arginin und der hydrophoben Aminosduren Methionin, Leucin,
Isoleucin, Valin und Phenylalanin. Wie bei CDeT11-24 kommt das Lysin-reiche
Sequenzelement bei allen untersuchten Proteinen nur einmal vor, wohingegen bei den

Dehydrinen das K-Segment meistens wiederholt (1-11 Mal) auftritt (Soulages et al., 2003).

Um die Abfolge der Aminosduren rdumlich als Helix zu projizieren, wurde eine helical wheel
(Helixrad)-Projektion mit dem Kernbereich des Lysin-reichen Sequenzelements von
CDeT11-24 durchgefiihrt. Dabei zeigt sich in der Modellierung eine Anordnung der
hydrophoben Aminosduren (M, L, V, I, F) an einer Seite, sowie der positiv geladenen Lysin-
Reste an zwei Seiten der Helix (Abbildung 3.1 B). Diese Trennung von hydrophoben und
positiv geladenen Aminosédureresten wird als amphipathische Helix bezeichnet und ist ein
weitverbreitetes Motiv fiir die Bindung an Lipidmembranen sowie von Protein-Protein-
Interaktionen (Epand et al., 1995). Das Screening einer Datenbank (Homo sapiens;
HeliQuest; Gautier et al.,2008) nach Helices, die 4&hnliche physikalisch-chemische
Eigenschaften wie das Lysin-reiche Sequenzelement beziiglich der Hydrophobizitit

(-0,134 bis 0,134), des hydrophoben Moments (0,362 bis 0,562) und der Nettoladung
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(+5 bis +7) besitzen, ergab 121 Treffer, von denen 98 % als lipidbindende oder mogliche

lipidbindende Helices eingestuft werden.

A

Q67BB3 | BRAOCE 28 VALY SNRIETNH- 53
Q337E2|CRYSJ 34 VI PONTHAGGG 63
Q8HOIL |TOBAC 29 AR CUDTIFKHGL 54
Q53RR4 |ORYSJ 34 Viipt O NTHAGGG 63
Q06738 |ARATH RDZ9A 22 A NSIETKH- 47
Q04980 |ARATH RD29B 29 A NSIETKH- 54
050054 |SPIOL CAPle0 30 A DSEEENV- 30
023764 |CRAPL CDeTl1l1l-24 21 A GSIINKKH 46

B

Abbildung 3.1: In silico Analyse des Lysin-reichen Sequenzelements von CDeT11-24. (A) Alignment des Lysin-
reichen Sequenzelements von CDeT11-24 und homologen Proteinen. UniProt Nummern sind angegeben.
Abkiirzungen: ARATH, A. thaliana; BRAOE, Brassica oleracea; CRAPL, C. plantagineum; SPIOL, Spinacia
oleracea; TOBAC, Nicotiana tabacum; ORYSJ, Oryza sativa Japonica. Legende: * (Stern) / schwarz,
konservierte AS; : (Doppelpunkt) / grau, AS mit dhnlichen Eigenschaften; . (Punkt) weil, AS mit schwach
dhnlichen Eigenschaften. (B) Helical wheel Projektion des Lysin-reichen Sequenzelements von CDeT11-24
(unterstrichen in [A]). Farbkodierung: gelb, hydrophobe AS; lila, Serin und Threonin; blau, basische AS; rot,
saure AS; grau, Alanin und Glycin. Der Pfeil zeigt die hydrophobe Region an. Die roten Buchstaben geben den
N- und C-Terminus an.

Fiir das Lysin-reiche Sequenzelement wurde eine positive Nettoladung von +6 berechnet, die
auf das gehdufte Auftreten der Aminosdure Lysin zurlickzufiihren ist. Eine Betrachtung der
physikalisch-chemischen Eigenschaften der CDeT11-24 Gesamtsequenzen mit dem
Programm ProtParam (Gasteiger et al., 2005) ergab eine Gesamtnettoladung von -21,3 und
einen isoelektrischen Punkt von pl 4,88. Dementsprechend ist das CDeT11-24 Protein bei
einem physiologischen pH-Wert von 7 stark negativ geladen. Die negative Ladung des
Proteins beruht dabei vor allem auf dem iiberdurchschnittlichen Auftreten der negativ
geladenen Aminosduren Glutamat und Aspartat. Bezogen auf die negative Gesamtladung des
Proteins stellt das Lysin-reiche Sequenzelement also einen kurzen Abschnitt mit einer hohen
positiven Ladung dar, der im Kontrast zu der Gesamtladung des Proteins steht.
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3.1.2 Lipidbindung des rekombinanten Proteins 6His-CDeT11-24
3.1.2.1 Klonierung und Aufreinigung des 6His-CDeT11-24 Proteins

Fiir die Untersuchung einer moglichen Lipidbindung von CDeT11-24 wurde zunichst die
CDeT11-24 cDNA-Sequenz in den Expressionsvektor pET28a kloniert, um das Protein
rekombinant herstellen zu konnen. Hierzu wurde mit der von Facchinelli (2009) isolierten
cdetl1-24 cDNA-Sequenz und den Primern ,,CDeT11-24 for Ndel* und
,CDeT11-24 rev Xhol* eine Mutagenese PCR durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde mit
Ndel und Xhol verdaut und anschliefend mittels der erzeugten kompatiblen Enden in den
zuvor geschnittenen Expressionsvektor pET28a ligiert (Abbildung 3.2 A). Nach der Induktion
des Expressionsstamms BL21 mit IPTG wurden die Bakterien lysiert und hitzebehandelt. Bei
der Expression des resultierenden Vektors pET28::6His-CDeT11-24 entsteht ein
Fusionsprotein mit 448-Aminosduren und einem Molekulargewicht von 46,13 kDa, das an

seinem N-Terminus ein 6His-Tag tragt.

In Abbildung 3.2 B ist zu sehen, dass sich nach einstiindiger Induktion eine zusitzliche
Protein Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa gebildet hat, deren Stirke nach
einer weiteren Stunde (2h) zunimmt. Das Protein befindet sich in der SDS-PAGE nicht bei
dem erwarteten Molekulargewicht von 46,13 kDa, sondern etwas dariiber. Diese Eigenschaft
beruht vermutlich auf der Aminosidurezusammensetzung, die eine Beladung des Proteins mit
SDS behindert, sowie der Struktur des Proteins und wurde schon zuvor beobachtet (Velasco
et al., 1998; Rohrig et al., 2006; Facchinelli, 2009). Durch die anschlieBende
Hitzebehandlung konnte ein GroBteil der bakteriellen Proteine entfernt werden, was in der
Anreicherung des hitzestabilen CDeT11-24 Proteins und einer starken Verminderung anderer
Proteine im Uberstand (HE) resultiert (Abbildung 3.2 B). Die weitere Aufreinigung erfolgte
durch Metallaffinitdtschromatographie mit einer Ni-NTA Saule, von der das gebundene 6His-

CDeT11-24 nach mehreren Waschschritten eluiert wurde.
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CDeT11-24

A for SDM
——
CDeT11-24
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CDeT11-24
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1. Mutagenese PCR l

Ndel Xhol
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B Induktion Elution
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Abbildung 3.2: Klonierungsstrategiec und Aufreinigung des 6His-CDeT11-24 Proteins. (A) Schematische
Klonierungsstrategic von pET28::6His-CDeT11-24. Die Primer sind durch Pfeile angezeigt. Griin, cdetl1-24
cDNA-Sequenz; rot, 6His-Tag; grau, pET28(a)-Sequenz; grau/griin, kodierende Sequenz, die Bestandteil des
Vektors ist. (B) SDS-PAGE (12 %) der bakteriellen Extrakte. Vor (0) und nach Induktion mit IPTG (1h, 2h); P,
Pellet des Hitzeextrakts; HE = Uberstand des Hitzeextrakts; DF = Durchfluss; 1-6 = Elutionsfraktionen der
Metallaffinitdtschromatographie.

3.1.2.2 Protein-Lipid-Overlay-Assay und Liposomen-Assay mit rekombinantem
6His-CDeT11-24 Protein

Die Lipidbindungseigenschaften von CDeT11-24 wurden zuerst mit Hilfe eines Protein-
Lipid-Overlay- (PLO)-Assays untersucht. Hierzu wurde 6His-CDeT11-24 mit einer
Nitrocellulose-Membran inkubiert, auf der zuvor die Lipide Monogalactosyldiacylglycerin,
Digalactosyldiacylglycerin, Phosphatidylglycerin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidyl-
inositol, Phosphatidylcholin, Phosphatidsdure und Cardiolipin immobilisiert worden waren.
AnschlieBend erfolgte die immunologische Detektion einer Lipidbindung des
6His-CDeT11-24 Proteins mit Hilfe spezifischer Antikorper.

Es konnte eine starke Bindung von 6His-CDeT11-24 an Phosphatidsdaure beobachtet werden

(Abbildung 3.3 A). Zu den Lipiden Phosphatidylglycerin, Phosphatidylethanolamin,
56



Ergebnisse

Phosphatidylinositol, Phosphatidylcholin und Cardiolipin zeigt 6His-CDeT11-24 ebenfalls
eine leichte Affinitdt, die jedoch deutlich schwicher ausgeprédgt ist als die Bindung an
Phosphatidsiure. Mit  den  Glykolipiden = Monogalactosyldiacylglycerin ~ und
Digalactosyldiacylglycerin hingegen wurde kein Signal fiir eine Bindung detektiert.

A

MG DG PG PE Pl PC PS CL
B 6His-CDeT11-24

6His-CDeT11-24 Liposomen + Liposomen

o P o P o P

Abbildung 3.3: Lipidbindung von 6His-CDeT11-24. (A) PLO-Assay mit 6His-CDeT11-24. Auf die Membran
wurden die Lipide Monogalactosyldiacylglycerin (MG), Digalactosyldiacylglycerin (DG), Phosphatidylglycerin
(PG), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidséure (PS)
und Cardiolipin (CL) aufgetragen. (B) SDS-PAGE (12 %) nach Liposomen-Assay mit 6His-CDeT11-24. Der
Liposomen-Assay wurde mit 100 % Phosphatidsdure durchgefiihrt. 6His-CDeT11-24 bzw. Liposomen allein.
6His-CDeT11-24 zusammen mit Liposomen. U = Uberstand; P = Pellet.

Zur Bestitigung der Lipidbindung von 6His-CDeT11-24 wurden Liposomen-Assays mit
6His-CDeT11-24 durchgefiihrt. Dabei wurde Phosphatidsdure fiir die Herstellung der
Liposomen verwendet, da es von den getesteten Phospholipiden das stirkste Signal im PLO-
Assay gezeigt hatte. Der Assay wurde nach einer Inkubation von 30 min durch Zentrifugation
abgestoppt. Findet keine Bindung statt, befindet sich das Protein nur im Uberstand. Bindet das
Protein jedoch an die Liposomen, wird es mit ihnen zusammen préazipitiert und ist nach der
Auftrennung durch SDS-PAGE als Proteinbande in der Pelletfraktion zu sehen. Als Kontrolle
wurde eine Probe verwendet, die jeweils nur das Protein oder die Liposomen enthielt. Das
resultierende Pellet, das die Liposomen enthielt und der Uberstand wurden in einer SDS-
PAGE aufgetrennt (Abbildung 3.3 B). 6His-CDeT11-24 ist ein l9sliches Protein, daher ist bei
der Kontrollprobe mit 6His-CDeT11-24 in der Pellet Fraktion nur eine sehr leichte,
vermutlich auf Verunreinigungen zuriickzufithrende, Proteinbande sichtbar. Die
Kontrollprobe mit den Liposomen allein zeigt wie erwartet keine Proteinbande. Bei einer
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Inkubation von 6His-CDeT11-24 Protein zusammen mit den Liposomen ist sowohl eine
Proteinbande im Uberstand als auch im Pellet in der SDS-PAGE zu beobachten. Das Protein
wurde zusammen mit den Liposomen prézipitiert, wodurch eine Bindung von

6His-CDeT11-24 an Phosphatidsdure bestétigt wird.

Zur Identifizierung der Sequenzbereiche, die an der Lipidbindung beteiligt sind, wurde
6His-CDeT11-24 mit der Protease Arg-C verdaut. Arg-C schneidet innerhalb eines Proteins
C-terminal von Arginin, wodurch bei einem vollstdndigen Verdau von 6His-CDeT11-24
fiinf Peptide entstehen wiirden (Abbildung 3.4). Das Peptid 3 mit der Masse 8,7 kDa enthilt
das Lysin-reiche Sequenzelement, das Aufgrund seiner Homologie zum K-Segment der
Dehydrine und der in silico Analyse (Abschnitt 3.1.1) am wahrscheinlichsten fiir eine Protein
Lipidinteraktion in Frage kommt.

Peptid 1 (1-17; 1,9 kDa)
MGSSHHHHHHSSGLVPR

Peptid 2 (18-27; 1,2 kDa)
GSHMESQLHR

Peptid 3 (28-108; 8,7 kDa)
PTEQEMMEGQTADHGEKKSMLAKVKEKAKKLKGSINKKHGSSQDDDADYD
EEINTSPAVHGAPGMNPPPTQGGEYGGLSER

Peptid 4 (109-169; 6,3 kDa)
DVNIPHPLASTEANLDKPADVQVPPPVPEATPEVSDKGLTEDLGSTAGQG
AKESDVDPLTR

Peptid 5 (170-448; 28,1 kDa)
GLKGVNYGGDDSNPLAGQEHQATISDEPKSFPGQENDLPQSHPSSEDEPKK
FDAANDQPQSMPQODTITGKISSVPAVIVDKAAAAKNVVASKLGYGGNQAQ
QPADAGATQQOKKPLTETAAEYKNMVAEKLTPVYEKVAGAGSTVTSKVWGS
GGTTAGEQAQGGEGTVDGGAAAPNKGVEFTKDYLSEKLKPGDEDKALSQAT
MEKLQLSKKPAAGEGGAVDETKANESSPGVVGSIKGVVGSLIGGGNKINA
TESAAAANEQTQALGSGETAAAEAAKVEQ

Abbildung 3.4: Vorhergesagte Peptide durch einen Komplettverdau von CDeT11-24 mit Arg-C. Angaben der
Aminosdurereste beziehen sich auf die Sequenz von 6His-CDeT11-24 mit dem resultierenden
Molekulargewicht. Die Arginin-Schnittstellen sind grau hervorgehoben. Das Lysin-reiche Sequenzelement ist
unterstrichen.

Wird der CDeT11-24 Arg-C Verdau fiir den Liposomen-Assay eingesetzt, befinden sich nach
Auftrennung in der SDS-PAGE nahezu alle Peptide in der Uberstandfraktion (Abbildung 3.5;
U). Im Liposomenpellet (P) hingegen befindet sich nur eine schwache Bande (Abbildung 3.5;
Pfeil A), die der GroBe des Peptids 3 von etwa 8,7 kDa entspricht. Des Weiteren ist oberhalb
des 3,5 kDa Proteingrofenstandards eine starke Bande (Abbildung 3.5; Pfeil B). Diese

Proteinbande ist in der Uberstandfraktion nicht zu sehen, was darauf schlieBen lisst, dass eine
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sehr starke Bindung an die Liposomen stattgefunden hat. Beziiglich des Molekulargewichts
entspricht diese Bande ungefdhr Peptid 1 und Peptid 2 (Gesamt MW 3,1 kDa) mit einer
ausgelassenen Schnittstelle. Des Weiteren kann die Bande etwas unterhalb des Peptids A vom
Molekulargewicht her Peptid 4 (6,3 kDa) und oberhalb der 30 kDa Markerbande Peptid 5
zugeordnet werden, wenn das untypische Laufverhalten von CDeT11-24 bei der Auftrennung

durch SDS-PAGE beriicksichtig wird (Abschnitt 3.1.2.1).

Die Peptide der Pellet Fraktion wurden chromatographisch von Dr. Horst R6hrig aufgereinigt.
AnschlieBend wurden sie massenspektrometrisch analysiert. Das Peptid A (Abbildung 3.5;
Pfeil A) konnte nicht identifiziert werden. Peptid B (Abbildung 3.5; Pfeil B) wurde jedoch als
Peptid bestehend aus Peptid 1 und Peptid2 identifiziert. Das Peptid besteht aus
27 Aminosduren, von denen 20 Aminosduren durch die Sequenz des Plasmids pET28a kodiert
und 7 Aminosduren Bestandteil der CDeT11-24 Proteinsequenz sind. Das Ergebnis ldsst
daher darauf schlieen, dass es sich um eine unspezifische Lipidbindung handelt, die

moglicherweise auf das His-Tag zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 3.5: Liposomen-Assay des CDeT11-24 Arg-G Verdaus. NuPAGE Gradienten-Gel (4-12 %) mit
Coomassie-Brillant-Blau-Firbung. K = Kontrolle des Verdaus von 6His-CDeT11-24 mit Arg-C. U = Uberstand,
P = Pellet, des Liposomen-Assays mit dem 6His-CDeT11-24 mit Arg-C Verdau. Die Pfeile (A und B) weisen
auf die Peptide hin, die am stirksten an die Liposomen gebunden haben.

3.1.3 Lipidbindung von nativem CDeT11-24 Protein

Da die Ergebnisse der Lipidbindung von 6His-CDeT11-24 moglicherweise auf eine
unspezifische Bindung des 6His-Tags, zuriickzufiihren ist, wurde ein PLO-Assay mit einem

Hitzeextrakt aus C. plantagineum, das CDeT11-24 enthilt, in Zusammenarbeit mit Pierog
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(2011) durchgefiihrt. Der Assay zeigt, dass das native CDeT11-24 Protein stark an
Phosphatidsdure und schwach an Cardiolipin bindet. Fiir alle anderen Lipide konnte kein
Signal detektiert werden. Eine Bindung von CDeT11-24 findet also auch statt, wenn der
6His-Tag nicht vorhanden ist (Abbildung 3.6).

MG DG PG PE Pl PC PS CL

Abbildung 3.6: Lipidbindung von nativem CDeT11-24 aus C. plantagineum. Protein-Lipid-Overlay-Assay mit
C. plantagineum Hitzeextrakt. Auf die Membran wurden die Lipide Monogalactosyldiacylglycerin (MG),
Digalactosyldiacylglycerin (DG), Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylethanolamin (PE),
Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidsiure (PS) und Cardiolipin (CL) aufgetragen.

3.1.4 Lipidbindung von rekombinantem CDeT11-24 ohne 6His-Tag

Die vorherigen Ergebnisse haben einen Einfluss des 6His-Tags auf die CDeT11-24 Bindung
an Phosphatissdure gezeigt (Abschnitt 3.1.2.2). Eine spezifische Bindung von nativem
CDeT11-24 an Phosphatidsdure konnte aber dennoch bestétigt werden (Abschnitt 3.1.3). Fiir
weitere Untersuchungen wurde daher rekombinantes CDeT11-24 hergestellt, welches keine

His-Tag Sequenz tragt.
3.1.4.1 Klonierung und Aufreinigung von CDeT11-24 ohne 6His-Tag

Die Herstellung des CDeT11-24 Konstrukts ohne 6His-Tag erfolgte durch in vitro
Mutagenese des Plasmids pET28::6His-CDeT11-24. Der Vektor wurde dazu mit den Primern
,CDeT11-24 for SDM* und ,,CDeT11-24 rev SDM* amplifiziert, wobei aus der existierenden
Ncol Restriktionsschnittstelle eine Ndel Restriktionsschnittstelle erzeugt wurde. Durch einen
anschlieBenden Verdau mit Ndel wurde das 59 bp grole DNA Fragment, das codogener
Bestandteil des Expressionsvektors ist und unter anderem fiir das 6His-Tag kodiert,
herausgeschnitten. Mittels Ligation wurde dann das Plasmid pET28::CDeT11-24 erzeugt
(Abbildung 3.7 A) und in den Expressionsstamm BL21 transformiert. Die Induktion der
Bakterien mit IPTG fiihrte zu der Expression des Proteins CDeT11-24, das aus
428 Aminosduren besteht und ein Molekulargewicht von 43,97 kDa besitzt.
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Abbildung 3.7: Klonierungsstrategie und Aufreinigung von CDeT11-24. (A) Schematische Klonierungsstrategie
von pET28::CDeT11-24. Die Primer sind durch Pfeile angezeigt. Griin, CDeTl1-24 Sequenz; rot, 6His-Tag;
grau, Sequenz pET28a; grau/griin, kodierende Sequenz die Bestandteil des Vektors ist. (B) SDS-PAGE (12 %)
nach Induktion und Aufreinigung von CDeT11-24 durch Kationen-Austauschchromatographie. (C)
Chromatogram des bakteriellen Hitzeextrakts, aufgetrennt iiber eine Mono S-Saule. Die Absorption bei 280 nm
ist blau dargestellt. Der NaCl-Gradient ist in schwarz eingezeichnet. 0 = vor und 3h = nach Induktion mit IPTG;
HE = Uberstand des Hitzeextrakts; 1-4 = Fraktionen der Chromatographie.
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Da ohne 6His-Tag eine Aufreinigung durch Metallaffinitdtschromatographie nicht moglich
ist, wurde das CDeT11-24 Protein alternativ durch Kationen-Austauschchromatographie
aufgereinigt. Die Bakterien wurden dazu wie zuvor induziert, lysiert und hitzebehandelt
(Abbildung 3.7 B). Nach Umpuffern des Uberstands (IEX-Puffer, pH 5,5) erfolgte die
Auftrennung des Extrakts mit einer MONO S-Sdule (Abbildung 3.7 C). Die Peakfraktionen
wurden dabei per Hand gesammelt. Beziiglich der Kationen-Austauschchromatographie
zeigte sich, dass das CDeT11-24 Protein sehr frith bei 150 mM NaCl von der Séule eluierte.
Diese Tatsache beruht auf der negativen Ladung des Proteins, wodurch nur eine schwache

Bindung an die Sdulenmatrix stattfindet.

3.1.4.2 Protein-Lipid-Overlay-Assay und Liposomen-Assay mit rekombinantem
CDeT11-24 Protein ohne 6His-Tag

Um die Lipidbindung, die mit nativem CDeT11-24 Protein gezeigt wurde (Abschnitt 3.1.3) zu
bestitigen, wurde mit dem rekombinanten CDeT11-24 Protein ohne 6His-Tag erneut ein
PLO-Assay durchgefiihrt. Wie schon bei dem Assay mit nativem C. plantagineum
Hitzeextrakt zeigte sich nach der immunologischen Detektion ein Signal bei Phosphatidsdure

(Abbildung 3.8 A). Fiir alle anderen Lipide wurde kein Signal beobachtet.

Die nachfolgenden Untersuchungen mit Liposomen bestétigen eine Bindung von CDeT11-24
an Phosphatidsdure (Abbildung 3.8 B). Bei einer Phosphatidsdure-Konzentration von 100 %
ist eine vollstdndige Bindung des CDeT11-24 Proteins an die Liposomen zu sehen. Um eine
Phosphatidsdure Abhidngigkeit zu beweisen, wurden die Bindung auch mit gemischten
Liposomen aus Phosphatidylcholin und Phosphatidsdure getestet. Hierbei zeigte sich, dass die
Bindung eindeutig abhingig von Phosphatidsdure ist, da sie umso schwécher wurde, desto
hoher die Phosphatidylcholin-Konzentration der Liposomen war. Schon ab einem
Lipidverhiltnis von Phosphatidylcholin zu Phosphatidsdure von 50:50 nimmt die Bindung des
CDeT11-24 Proteins stark ab.
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Abbildung 3.8: Lipidbindung von CDeT11-24. (A) Protein-Lipid-Overlay-Assay mit CDeT11-24. Auf die
Membran wurden die Lipide Monogalactosyldiacylglycerin (MG), Digalactosyldiacylglycerin (DG),
Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidsdure (PS) und Cardiolipin (CL) aufgetragen. (B) SDS-PAGE (12 %) des Liposomen-Assays mit
CDeT11-24 und Liposomen aus PC/PS gefarbt mit Coomassie-Brillant-Blau. (C) SDS-PAGE (12 %) des
Liposomen-Assays mit CDeT11-24 bei pH-Werten von 5, 6, 7, 8 und 9, gefirbt mit Coomassie-Brillant-Blau. U
= Uberstand; P = Pellet.

Neben der Liposomenzusammensetzung kann auch der pH-Wert der Losung die Bindung
beeinflussen, da sowohl die Lipide als auch das Protein bei unterschiedlichen pH-Werten
verschiedene Ladungen tragen. Aus diesem Grund wurde die Inkubation des Proteins mit den
Liposomen bei unterschiedlichen pH-Werten (5, 6, 7, 8,9) untersucht (Abbildung 3.8 C).
Hierbei wurde beobachtet, dass eine Erniedrigung des pH-Werts, also eine Verschiebung in
den sauren Bereich, keinen Einfluss auf die Bindung hat. Durch eine pH-Wert Erhhung auf
pH 8 nimmt die Bindung jedoch deutlich ab. Bei pH 9 ist die Bindung an die Liposomen nur
noch sehr schwach. Aus diesem Grund wurden im Folgenden alle Bindungen bei pH 7,0

durchgefiihrt.
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3.1.5 Lipidbindung von AK-CDeT11-24

Aufgrund der Homologie des Lysin-reichen Sequenzelements von CDeT11-24 zu dem
K-Segment der Dehydrine und den Ergebnissen der in silico Analyse (Abschnitt 3.1.1) wird
angenommen, dass das Sequenzelement an der Lipidbindung mit beteiligt ist. Zur
Uberpriifung dieser These wurde von dem CDeT11-24 Protein das Deletionskonstrukt
AK-CDeT11-24 hergestellt, bei dem das Lysin-reiche Sequenzelement fehlt. Die
Bindungseigenschaften des Konstrukts wurden anschlieBend erneut mit Hilfe des PLO- und

Liposomen-Assays untersucht.
3.1.5.1 Klonierung und Aufreinigung von AK-CDeT11-24

Fiir die Herstellung des AK-CDeT11-24 Konstrukts wurde eine gerichtete Mutagenese PCR
von dem  Vektor pET28::CDeT11-24  (Abschnitt3.1.4.1) mit den Primern
,CDeT11-24 A5365C for und ,,CDeT11-24 A5365C rev durchgefiihrt. Hierbei wurde das
gesamte Plasmid durch PCR amplifiziert und eine zusitzliche Ncol Restriktionsschnittstelle
eingefligt. Durch einen Ncol Verdau wurde anschlieend das Lysin-reiche Sequenzelement
ausgeschnitten (Abbildung 3.9 A), das Plasmid religiert und fiir die Transformation des
Expressionsstamms verwendet. Das durch IPTG-Induktion exprimierte Protein besitzt ein

errechnetes Molekulargewicht von 41,18 kDa und besteht aus 403 Aminosauren.

Nach der Induktion wurde das Zelllysat erhitzt und abzentrifugiert. Die Proteine im
Hitzeextrakt-Uberstand ~ wurden  zuerst durch  Kationen-Austauschchromatographie
aufgereinigt. Dabei wurde festgestellt, dass das Protein AK-CDeT11-24 nicht an die Séule
bindet und sich in der Durchflussfraktion befindet (vergleiche Abbildung 3.7 C, Fraktion 1).
Die Fraktion enthielt keine Kontamination durch andere Proteine, jedoch eine Verunreinigung
durch Nukleinsduren (Daten nicht gezeigt), die ebenfalls nicht an die Kationenaustauscher-
Matrix gebunden haben. Aus diesem Grund wurde als Reinigungsstrategie fiir das
AK-CDeT11-24 Protein eine Gelchromatographie mit PBS als Laufpuffer durchgefiihrt
(Abbildung 3.9 C). Durch die Chromatographie war es moglich, reines AK-CDeT11-24
Protein zu isolieren (Abbildung 3.9 B, Fraktionen 18-24).
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Abbildung 3.9: Klonierungsstrategie und Aufreinigung von AK-CDeT11-24. (A) Schematische
Klonierungsstrategic von pET28::AK-CDeT11-24. Die Bindungsstellen der verwendeten Primer sind durch
Pfeile kenntlich gemacht. Griin, CDeT11-24 Sequenz; blau, Lysin-reiches Sequenzelement. (B) SDS-PAGE
(12 %) der Aufreinigung von AK-CDeT11-24 durch Gelchromatographie gefarbt mit Coomassie-Brillant-Blau.
(C) Chromatogram der Auftrennung des AK-CDeT11-24 Hitzeextrakts durch Gelchromatographie. Absorption
bei 280 nm ist blau dargestellt. 0 = vor und 3h = nach Induktion mit IPTG; HE = Uberstand des Hitzeextrakts;
18-24 = Fraktionen der Gelchromatographie.
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3.1.5.2 Protein-Lipid-Overlay-Assay und Liposomen-Assay mit rekombinantem
AK-CDeT11-24

Um zu untersuchen, ob sich die Lipidbindungseigenschaften durch eine Deletion des Lysin-
reichen Sequenzelements gedndert haben, wurde ein PLO-Assay mit AK-CDeT11-24
(Abschnitt 3.1.5.1) durchgefiihrt. Mit der immunologischen Detektion konnte kein Signal
nachgewiesen werden (Abbildung 3.10 A), was dafiir spricht, dass keine Interaktion mit den

verwendeten Lipiden und insbesondere mit Phosphatidsdure stattgefunden hat.

Die anschlieBende Inkubation von AK-CDeT11-24 Protein mit Liposomen zeigt eine
schwache Interaktion mit Liposomen aus 100 % Phosphatidsidure (Abbildung 3.10 B). Das
Signal ist im Vergleich zu dem der Bindung von CDeT11-24 mit Lysin-reichen
Sequenzelement weniger als halb so stark (Abbildung 3.8 B). Ab einem Lipidverhéltnis von
PhosphatidylcholinC zu Phosphatidsdure von 25:75 ist die Lipidbindung stark reduziert.
Dieses Ergebnis zeigt, dass ohne das Lysin-reiche Sequenzelement die CDeT11-24 Bindung
an Phosphatidsidure herabgesetzt ist. Da das Protein aber immer noch schwach bindet, ist
anzunehmen, dass neben dem Lysin-reichen Sequenzelement weitere Sequenzabschnitte von

CDeT11-24 mit an der Phosphatidsdure Bindung beteiligt sind.

A MG DG PG PE Pl PC PS CL

PC/PS
100/0 7525 50/50 2575 0/100
O P 0 P O P 0 P 0 P

——

Abbildung 3.10: Lipidbindung von AK-CDeT11-24. (A) Protein-Lipid-Overlay-Assay mit AK-CDeT11-24. Auf
die Membran wurden die Lipide Monogalactosyldiacylglycerin (MG), Digalactosyldiacylglycerin (DG),
Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidsidure (PS) und Cardiolipin (CL) aufgetragen. (B) SDS PAGE (12 %) des Liposomen-Assays mit
AK-CDeT11-24 und Liposomen aus PC/PS, gefirbt mit Coomassie-Brillant-Blau. U = Uberstand; P = Pellet.
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3.1.6 Liposomen-Aggregation durch CDeT11-24

Fiir das Dehydrin Lti30 sowie die LEA-Proteine LEA7 und LEA18 aus A. thaliana wurde
gezeigt, dass sie zusammen mit Liposomen Aggregate bilden (Eriksson et al., 2011;
Hundertmark et al., 2012). Um eine mogliche Liposomen-Aggregation durch CDeT11-24 zu
untersuchen, wurden Phosphatidsdure-Liposomen zusammen mit CDeT11-24 oder
AK-CDeT11-24 inkubiert und anschlieBend unter dem Lichtmikroskop untersucht. In der
Kontrolle, die nur die Liposomen enthielt, bildeten sich keine Aggregate (Abbildung 3.11).
Bei einer Inkubation der Liposomen zusammen mit CDeT11-24 war eine Aggregation der
Liposomen zu beobachten. Der Ansatz mit dem Deletionskonstrukt AK-CDeT11-24 und
Liposomen hingegen zeigte keine Aggregatbildung.

Dieses Ergebnis unterstiitzt die vorherigen Resultate (Abschnitt 3.1.5.2), die gezeigt haben,
dass das Lysin-reiche Sequenzelement ein wichtiger Bestandteil fiir die Bindung von

CDeT11-24 an Phosphatidséure ist.

Kontrolle CDeT11-24 AK-CDeT11-24
pag | :

~ 50um gn & 50 ym

Abbildung 3.11: Liposomen unter dem Lichtmikroskop. Liposomen aus Phosphatidsdure ohne Protein
(Kontrolle), mit CDeT11-24 oder AK-CDeT11-24.
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3.2 Untersuchungen zur Proteinstruktur von CDeT11-24

LEA-Proteine sind groftenteils unstrukturiert (Battaglia et al., 2008; Hundertmark und
Hincha, 2008). Das LEA-/ike Protein CDeT11-24 wurde in Bezug auf seine Struktur bisher
nur durch in silico Analysen untersucht. Hierbei wurde das CDeT11-24 Protein ebenfalls als
unstrukturiert vorhergesagt (Rohrig ef al., 2006; Facchinelli, 2009).

Zur Bestitigung der vorherigen Ergebnisse wurden weiterfiihrende in silico Analysen
durchgefiihrt. Zusétzlich dazu wurde die Sekundirstruktur des CDeT11-24 Proteins
experimentell mit Hilfe von Circulardichroismus (CD) Spektroskopie untersucht. Hierbei
wurden neben Standardmessungen des Proteins in wissriger Losung auch eine mogliche
Strukturdnderung bedingt durch Phosphorylierung, strukturgebenden Substanzen wie

Trifluorethanol (TFE) oder SDS und Austrocknung getestet.

3.2.1 In silico Untersuchungen der CDeT11-24 Proteinstruktur

Eine in silico Vorhersage unstrukturierter Bereiche wurde mit Hilfe des Meta-Predictors
PONDR-Fit (Xue et al., 2010) durchgefiihrt. Im Gegensatz zu herkoémmlichen
Vorhersageprogrammen vereint PONDR-Fit die Ergebnisse mehrere verschiedener
Programme und erreicht dadurch eine hohere Genauigkeit. Fiir den grofiten Teil der
CDeT11-24 Proteinsequenz wurde ein PONDR-Fit Score von iiber 0,5 ermittelt (Abbildung
3.12). Aminosdurereste mit einem Wert liber dieser Grenze gelten im Kontext der sie
umgebenden Aminosduren als ungeordnet. Das Protein CDeT11-24 kann aufgrund der
PONDR-Fit Vorhersage somit als stark unstrukturiert angesehen werden. Besonders der N-
terminale Bereich (AS 1-230) zeigt keine Ordnung. Diesem Bereich folgen drei Abschnitte
von je 20-30 Aminosduren die einen hoheren Ordnungsgrad besitzen (AS 230-250, AS 260-
290, AS 330-360) und jeweils durch kurze unstrukturierte Abschnitte getrennt sind.

; NS

VAV A

Aminoséaure Position
Abbildung 3.12: In silico Vorhersage unstrukturierter Sequenzbereiche von CDeT11-24 mit PONDR-Fit. Die
Aminosiuresequenz ist gegen die vorhergesagte Strukturierung aufgetragen. Die gestrichelte Linie bei 0,5 auf
der Y-Achse gibt den Grenzwert fiir Strukturierung an. Aminosaurereste mit Werten tiber dieser Linie gelten als
unstrukturiert, Regionen mit Werten darunter als strukturiert.

PONDR Fit Score
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Fir die in silico Untersuchung der Sekundirstruktur wurden die Algorithmen SOPMA
(Geourjon und Deleage, 1995), Jpred3 (Cole et al., 2008), PSIPRED (McGuffin et al., 2000)
und HNN (Guermeur, 1997) verwendet. Bei der Gegeniiberstellung der Ergebnisse wurde
dabei auf eine differenziertere Darstellung der einzelnen Motive durch die unterschiedlichen
Programme verzichtet und eine vereinfachte Nomenklatur verwendet (H = a-Helix, C =
Coiled-Coil, E = B-Faltblatt, T = B-Schleife).

Die Sekundirstrukturvorhersage der vier Programme ergibt fiir das CDeT11-24 Protein einen
sehr hohen Anteil an Coiled-Coil-Struktur, wobei der ldngste Abschnitt zwischen dem
N-terminal gelegenen Lysin-reichen Sequenzelement und der CAP160-Doméne liegt
(Abbildung 3.13). Des Weiteren zeigt sich eine leicht unterschiedliche Vorhersage von
a Helices, die sich jedoch weitestgehend auf die gleichen Bereiche der CDeT11-24
Aminosduresequenz beziehen. Von allen Programmen wurde ein grofer Anteil des Lysin-
reichen Sequenzelements als a-helikal vorhergesagt. Die konservierte CAP160-Domine
hingegen wurde nur von drei der verwendeten Algorithmen teilweise als a-Helix bestimmt.
Ihr folgend gibt es drei weitere Bereiche, die einen hohen Anteil an -Helix Struktur besitzen.
Hierbei zeigt sich ein Zusammenhang zu der vorherigen PONDR-Fit Analyse, da die Bereiche
mit der hochsten Wahrscheinlichkeit fiir strukturierte Ordnung (AS 230-250, AS 260-290,
AS 330-360; Abbildung 3.12) durch die Sekundirstrukturanalysen als a-helikal vorhergesagt
wurden. Innerhalb dieser Sequenzabschnitte befinden sich auch vier von fiinf der durch
Velasco et al. (1998) beschriebenen VAEKL-dhnlichen Motive.

Die Strukturmotive B-Faltblatt und B-Schleife sind in Bezug auf den Coiled-Coil oder a-Helix
Anteil eher unterreprisentiert. Dennoch gibt es Abschnitte (AS 290-300, AS 380-390), die
von mindestens drei der verwendeten Algorithmen als B-Faltblatt vorhergesagt wurden.

Die o-helikale Organisation des Lysin-reichen Sequenzelements und der CAP160-Domdéne,
die voneinander durch ein langen groftenteils von Coiled-Coil geprigten Sequenzbereich
getrennt sind, sowie die drei folgenden o-helikalen Abschnitte zeigten sich auch in

Sekundirstrukturvorhersagen des CDeT11-24 Homologs RD29b aus A. thaliana (Daten nicht
gezeigt).
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Seq MESQLHRPTEQEMMEGQT A Dl N AN N OB EISINIe83 G 5 SODDDADY DEE INT S PAVHGAP

SOMPA HHHHCCCCCHHHHHHTCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHECTTTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
Jpred3 CCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCceeeecceeceeccece
PSIpred CCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC et

HNN CCCCCCCCCHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCeeeecceecececcee
80 90 100 110 120 130 140
Seq GMNPPPTQGGEYGGLSERDVNIPHPLASTEANLDKPADVQVPPPVPEATPEVSDKGLTEDLGSTAGQGAK

SOMPA CCCCCCCCCCCCrreeecececeeeceeceeceececeeceeeccccceeeettlCCCCCCCTTCHHHHECCCCCTTCC
Jpred3 CCCCCCCCCCCCCCeeeeeeeeeeeceeeececececeeecececececeeeececececececcececececececececececececceccececececce
PSIpred CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCLCCCeeeceeeceeecceeeecececcceececececececcececececececcececece

HNN CCCCCCCCCCCCCCCeeereeeeeeececeeeeceeecececeeceeecececceceecccececececececeecececcececececcececce
150 160 170 180 190 200 210
Seq ESDVDPLTRGLKGVNYGGDDSNPLAGQEHQAISDEPKSFPGQENDLPQSHPSSEDEPKKFDAANDQPQSM

SOMPA CCCCCHHHHHCCEEEETCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCeeeecceceeeeeeecceceece
Jpred3 EECCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCLeeeeecceeeccecececeecececeeccececececececececececccecececcecece
PSIpred CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCrreeeeeeeceececeeeeeecececececececeeceececececececececccecececececce

HNN CCCCCCCCCCCCcCceeeeeceeeccccCCCHHHACCCCcCCceeeeeeeeeeececececececececececececececececcecececce
220 230 240 250 260 270 280
Seg PODTITGKISSVPAVIVDKAAAAKNVVASKLGYGGNQAQQPADAGATQQOKKPLTETAAEYKNMVAEKLTP

SOMPA CCCCCCCHHCCCCHHHHHHHHHHHHHEEHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHAHHEHEHEEH
Jpred3 CCCCEEEEEEHHHHHHHCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHEHHEHEEHACC
PSIpred CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCrreeeeeeeeceecececeeeeceeccccccCcCCCCCHHEEHECCCeeeee

HNN CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCC

290 300 310 320 330 340 350
Seq VYEKVAGAGSTVTSKVWGSGGTTAGEQAQGGEGTVDGGAAAPNKGVFTKDYLSEKLKPGDEDKALSQATM
SOMPA HHHHHHTTTCEEEEEETTCCCCCETCCCTTCCCCCCCCCCCTTCCEEEHHHHHHHCCTTCCHHHHHHHHEH

Jpred3 CHHHHHHCCCHEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEHHHHHHHACCCCCCHHHHHHEHEEH
PSIpred CCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCHHHHHHEEHEHE

HNN CHHEECCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEHHHHHHCCCCCCCHHHHHEHEHEEH
360 370 380 390 400 410 420
Seq EKLQLSKKPAAGEGGAVDETKANESSPGVVGSIKGVVGSLIGGGNKINATESAAAANEQTQALGSGETAA

SOMPA HHHHHCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCTTHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCTTEEEHHHHEEEEEET
Jpred3 HHHCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCEEHHHHHHHCCCC
PSIpred HHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECEEEECCC

HNN HHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEEEC
Seq AEAAKVEQ
SOMPA TTCCEHHH

Jpred3 CCcccecee
PSIpred CCCCCCCC
HNN CCCCCCHH

Abbildung 3.13: Sekundérstrukturvorhersage des CDeT11-24 Proteins. Fiir die Analyse wurden die Algorithmen
SOPMA, Jpred3, PSIpred und HNN verwendet. Das Lysin-reiche Sequenzelement ist schwarz und die CAP160-
Domiéne grau unterlegt. Die VAEKL &hnlichen Motive (Velasco et al., 1998) sind unterstrichen. Die durch
Rohrig et. al. (2006) identifizierte Phosphorylierungsstellen sind fett dargestellt. Seq = Aminosduresequenz,
H = a-Helix, C = Coiled-Coil, E = p-Faltblatt; T = B-Schleife.
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3.2.2 Circulardichroismus-Spektroskopie = von phosphoryliertem und nicht-
phosphoryliertem CDeT11-24

Rohrig ef al. (2006) konnten zeigen, dass CDeT11-24 wihrend des Austrocknungsprozesses
bei einem RWC von 30 %, phosphoryliert wird. Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung
eine Auswirkung auf die Sekundirstruktur des Proteins hat, wurde daher natives
phosphoryliertes und nicht-phosphoryliertes CDeT11-24 aus C. plantagineum isoliert und mit
rekombinatem 6His-CDeT11-24 sowie in vitro phosphoryliertem 6His-CDeT11-24 durch
CD-Spektroskopie untersucht.

3.2.2.1 Aufreinigung von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem CDeT11-24
aus Craterostigma plantagineum

Fiir die CD-Analyse von phosphoryliertem und nicht-phorsphoryliertem CDeT11-24 wurde
natives Protein aus C. plantagineum nach der etablierten Methode durch
Immunaffinititsreinigung aufgereinigt (van den Dries et al., 2011). Die Isolation von
phosphoryliertem CDeT11-24 Protein erfolgte aus getrockneten C. plantagineum Blittern
(RWC 2 %) durch Immunaffinitidtschromatographie. Hieraus wurde das phosphorylierte
CDeT11-24 weiter mit dem PhosphoProtein Purification Kit (Qiagen, Hilden, D) angereichert
und die einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die phosphospezifische Farbung
des Gels wurde mit ProQ-Diamond durchgefiihrt. Sowohl das auf die Sdule aufgetragene
Protein der Immunaffinitdtschromatographie (L) als auch das Eluat (E), das das
phosphorylierte CDeTl11-24 Protein enthalt, zeigten ein starkes
phosphorylierungsspezifisches Signal (Abbildung 3.14 A). Die Gesamtproteinfirbung des
Gels mit Coomassie-Brillant-Blau zeigt keine anderen Banden und belegt die Reinheit der
Probe (Abbildung 3.14 B). Zur Kontrolle wurde mit der Probe des phosphorylierten
CDeT11-24 ein Western-Blot durchgefiihrt. Dabei konnte die Identitét des Proteins mit Hilfe
spezifischer CDeT11-24 Antikorper bestitigt werden (Abbildung 3.14 C). Da die Expression
von CDeT11-24 durch ABA induziert wird, eine Phosphorylierung hingegen nur durch
Austrocknung erfolgt (Facchinelli, 2009), wurde als Ausgangsmaterial fiir die
Immunaffinititschromatographie von nicht-phosphoryliertem CDeT11-24 in ABA-Ldsung
gewisserte C. plantagineum Blatter verwendet. In Abbildung 3.14 A ist zu sehen, dass das
Eluat der Immunaffinitdtschromatographie (-P) kein Signal einer Phosphorylierung zeigt.

Durch die Gesamtproteinfarbung des Gels wurden im Vergleich zu dem phosphorylierten
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CDeT11-24 (+P) jedoch leichte Verunreinigungen detektiert (Abbildung 3.1.4 B). Auch hier
wurde die Identitdt des CDeT11-24 Proteins immunologisch verifiziert (Abbildung 3.1.4 C).
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Abbildung 3.14: Aufreinigung von CDeT11-24 aus C. plantagineum. (A) SDS-PAGE (12 %) der
Phosphoproteinanreicherung der CDeT11-24 Immunaffinititsreinigung aus C. plantagineum Blittern mit
2 % RWC (+P) und Eluat der CDeT11-24 Immunaffinitétsreinigung aus Blattern, die mit ABA induziert wurden
(-P). Die Phosphorylierungsfiarbung erfolgte mit ProQ Diamond. (B) SDS-PAGE (12 %) von (A), gefdrbt mit
Coomassie-Brillant-Blau. (C) Immunodetektion von CDeT11-24. M = Marker, L = Eluat der
Immunaffinitdtschromatographie aus Bléttern mit 2 % RWC, das fiir die Phosphoproteinanreicherung eingesetzt
wurde, FT = Durchfluss der Phosphoproteinanreicherung, W = Waschschritt der Phosphoproteinanreicherung, E
= Eluat der Phosphoproteinanreicherung.

3.2.2.2 Invitro Phosphorylierung des 6His-CDeT11-24 Proteins mit Casein Kinase 2

Neben der Aufreinigung von phosphoryliertem CDeT11-24 Protein aus C. plantagineum,
wurde auch 6His-CDeT11-24 mit der Casein Kinase 2 (CK2) in vitro phosphoryliert. Die
Phosphorylierung von LEA-Proteinen durch die CK2 konnte unter anderem fiir Rabl7

nachgewiesen werden (Riera et al., 2004). AuBBerdem wurde die in vitro Phosphorylierung
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von Dehydrinen mit CK2 bereits zuvor verwendet, um eine mogliche Strukturdnderung
mittels CD-Spektroskopie zu untersuchen (Mouillon ef al., 2008). Aufgereinigtes
6His-CDeT11-24 wurde zusammen mit CK2 und ATP fiir vier Stunden inkubiert. Hierbei
wurde entweder keine oder 250, 500 bzw. 1000 Units CK2 zugegeben (500 U/ul). Die
Phosphorylierung wurde durch SDS-PAGE und anschlieBende phosphorylierungsspezifische
Féarbung des Polyacrylamidgels mit ProQ-Diamond kontrolliert (Abbildung 3.15 A). Es zeigte
sich keine Bande in der Probe ohne CK2. Das Protein wurde nicht phosphoryliert. Mit
zunehmender Kinasekonzentration hingegen steigt der Phosphorylierungsgrad des
6His-CDeT11-24 Proteins, was an der zunehmenden Intensitét der Proteinbanden zu erkennen
ist. Die Gesamtproteinfarbung des Gels mit Coomassie-Brillant-Blau zeigt, dass gleiche

Mengen Protein aufgetrennt wurden (Abbildung 3.15 B).
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Abbildung 3.15: Phosphorylierung von 6His-CDeT11-24 mit CK2. SDS-PAGE (12 %). CDeT11-24
phosphoryliert mit 0, 250, 500, 1000 Units CK2. (A) Phosphorylierungsfirbung mit ProQ Diamond. (B)
Gesamt-Proteinfairbung mit Coomassie-Brillant-Blau.

3.2.2.3 Circulardichroismus-Spektroskopie ~von phosphoryliertem und nicht-
phosphoryliertem CDeT11-24

Die experimentelle Untersuchung der CDeT11-24 Sekunddrstruktur wurde mittels
CD-Spektroskopie in der Arbeitsgruppe von Prof. Harryson (Universitit Stockholm)
durchgefiihrt. Hierbei zeigten die CD-Spektren von nicht-phosphoryliertem CDeT11-24
(Abschnitt 3.2.2.1) aus C. plantagineum und rekombinanten 6His-CDeT11-24 fiir beide
Proteine ein Minimum der Elliptizitit bei 200 nm (Abbildung 3.16). Dieses spricht fiir einen
geringen Anteil von a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen (Abschnitt 1.9). Des Weiteren wurde
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fir beide Proteine ein Maximum bei ca. 222 nm detektiert, welches der charakteristischen
Elliptizitdit von Random-Coiled Strukturen entspricht. Per Definition entsprechen beide
Proteine somit einem unstrukturierten Protein (Uversky, 2002).

Weiterhin ist zu beobachten, dass das native nicht-phosphorylierte Protein eine etwas
niedrigere Elliptizitdt im Bereich von 222 nm besitzt. Dieser Unterschied ist vermutlich auf
Konzentrationsunterschiede zuriickzufiihren, da von dem nativen Protein wesentlich geringere

Mengen fiir die CD-Analyse zur Verfligung standen als von dem rekombinanten Protein.

Fiir die CD-Spektroskopie von nativen phosphorylierten CDeT11-24 (Abschnitt 3.2.2.1) und
6His-CDeT11-24, welches mit CK2 phosphoryliert wurde (Abschnitt 3.2.2.2), zeigen die CD-
Spektren ein dhnliches Bild wie fiir die nicht-phosphorylierten Versionen der beiden Proteine.
Bei beiden phosphorylierten Proteinen wurde ein Minimum der Elliptizitit bei 200 nm und

ein Maximum bei 222 nm detektiert (Abbildung 3.16 B).

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen fiir eine groftenteils unstrukturierte Random-Coil-
Konformation in wéssriger Losung. Eine Strukturdnderung des CDeT11-24 Proteins durch

Phosphorylierung konnte nicht detektiert werden.
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Abbildung 3.16: Strukturvergleich von phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem CDeT11-24. (A) CD-
Spektren von nicht-phosphoryliertem rekombinanten 6His-CDeT11-24 (durchgehende Linie) und nativem
CDeT11-24 (unterbrochene Linie). (B) CD-Spektren von rekombinantem 6His-CDeT11-24 phosphoryliert mit
CK2 (durchgehende Linie) und nativ phosphoryliertem CDeT11-24 (unterbrochene Linie).

3.2.3 Circulardichroismus-Spektroskopie von 6His-CDeT11-24 mit Trifluorethanol

Fiir Dehydrine wurde gezeigt, dass sie durch Zugabe von TFE ihre Sekundérstruktur dndern
(Lisse et al., 1996; Soulages et al., 2002; Mouillon et al., 2006). Das Losungsmittel TFE

begiinstigt dabei die Ausbildung von o-helikalen Strukturen. Der genaue Mechanismus
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hierfiir ist bis heute unbekannt, jedoch deuten Untersuchungen darauf hin, dass durch TFE die
Wasserstoffbriicken innerhalb der a-Helix stabilisiert werden (Luo und Baldwin, 1997). Um
zu untersuchen, ob CDeT11-24 dazu neigt seine Sekundérstruktur zu &ndern, wurde der
Einfluss unterschiedlicher TFE-Konzentrationen auf 6His-CDeT11-24 durch CD-
Spektroskopie getestet (Abbildung 3.17 A). Das urspriinglich gemessene Minimum der
Elliptizitat bei 200 nm ohne TFE verschiebt sich mit zunehmender TFE-Konzentration in den
Bereich von 205 nm. Des Weiteren nimmt die Elliptizitdt im Bereich von 222 nm ab. Die
Anderung der Spektren lassen somit auf eine TFE-induzierte Bildung von o-Helices

schlieB3en.

Auswertung der Spektren durch Berechnungen des a-helikalen Anteils mit CDNN (Bohm et
al., 1992) zeigten, dass die Ausbildung von a-Helix-Strukturen von anfénglich 15 % (ohne
TFE) auf bis zu ca. 35 % (mit 40 % TFE) gesteigert wurde (Abbildung 3.17 B). Beziiglich der
Strukturdnderung wurde ab einer Konzentration von 40 % TFE ein Plateau erreicht, bei dem

sich die Struktur nur noch geringfiigig dnderte.
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Abbildung 3.17: Anderung der 6His-CDeT11-24 Sekundirstruktur durch TFE. (A) CD-Spektrum von 6His-
CDeT11-24 mit steigenden TFE-Konzentrationen (0-50 %). (B) Prozent (%) a-helikaler Anteil der
Sekundérstruktur bezogen auf die TFE-Konzentration von (A).

3.2.4 Circulardichroismus-Spektroskopie von 6His-CDeT11-24 mit SDS

Neben TFE ist auch SDS dafiir bekannt einen strukturbildenden Einfluss auf die
Proteinkonformation von Dehydrinen auszuiiben (Ismail et al., 1999; Koag et al., 2003;

Tolleter et al., 2007). SDS stabilisiert und induziert a-Helix-Strukturen in Proteinen, die ein
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Potential zur Strukturbildung besitzen. Aus diesem Grund wurde durch CD-Spektroskopie
getestet, ob SDS die Sekundarstruktur von 6His-CDeT11-24 beeinflusst.

Wie schon durch die TFE-Titration beobachtet wurde (Abschnitt 3.2.3), zeigte sich auch
durch Erhohung der SDS-Konzentrationen eine Verschiebung des Elliptizitditminimums bei
200 nm (ohne bzw. mit 0,1 mM SDS) in den Bereich von ca. 205 nm (mit 3,7 mM SDS;
Abbildung 3.18). Beziiglich des Spektrums der Probe 6His-CDeT11-24 ohne SDS (0 mM) ist
dabei anzumerken, dass das Minimum bei 200 nm mdglicherweise aufgrund von
Messungenauigkeiten leicht verschoben wurde. Analog zu der Anderung der Spektren bei
200 nm sinkt das fiir Random-Coil-Strukturen charakteristische 222 nm Maximum. Der
Anteil an a-Helix der 6His-CDeT11-24 Sekundérstruktur nimmt also zu, wéhrend gleichzeitig
der Random-Coil-Anteil abnimmt. Dabei fiihrten SDS-Konzentrationen von iiber 0,95 mM
nur noch zu minimalen Strukturdnderungen. Diese Konzentration liegt unter der kritischen
Mizellbildungskonzentration von SDS (CMC = 2,0-2,5 mM; Tolleter et al., 2007). Das CD-
Spektrum von 6His-CDeT11-24 mit 1,4 mM zeigt im Vergleich zur Messung mit 3,7 mM
SDS keinen Unterschied. Somit kann eine Anderung der 6His-CDeT11-24 Proteinstruktur

durch SDS-Mizellen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.18: Anderung der 6His-CDeT11-24 Sekundirstruktur durch SDS. CD-Spektrum von 6His-
CDeT11-24 mit steigenden SDS-Konzentrationen (0-3,7 mM).

3.2.5 Circulardichroismus-Spektroskopie von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24

Fir die Untersuchung einer Bindung von CDeT11-24 an Lipide wurden neben dem
rekombinanten 6His-CDeT11-24 (Abschnitt 3.1.2.1) auch die Proteinkonstrukte CDeT11-24
(Abschnitt 3.1.4.1) und AK-CDeT11-24 (Abschnitt 3.1.5.1) erzeugt. Um aufzukldren, ob sie
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die gleiche Sekundirstruktur aufweisen wie das 6His-CDeT11-24 bzw. das native CDeT11-24
aus C. plantagineum wurden weitere CD-Analysen durchgefiihrt. Dabei lag die Fragestellung
besonders darauf, ob das Lysin-reiche Sequenzelement einen Einfluss auf die Strukturbildung
hat. Die Ergebnisse der CD-Analyse von CDeT11-24 Protein und AK-CDeT11-24 Protein in
Ldsung zeigen ein nahezu identisches Spektrum (Abbildung 3.19). Wie schon zuvor bei 6His-
CDeT11-24 zeigt sich fiir die CD-Spektren von rekombinanten CDeT11-24 und
AK-CDeT11-24 ein Minimum der Elliptizitit bei ca. 200 nm und ein Maximum im Bereich
von 222 nm, was auf eine gering ausgepragte Sekundarstruktur und einen hohen Anteil von
Random-Coil hinweist. Berechnungen mit der Software K2D2 (Perez-Iratxeta und Andrade-
Navarro, 2008) ergaben fiir beide Proteine einen a-Helix-Anteil von ca. 8 %. Die Deletion des
Lysin-reichen ~Sequenzelements fijhrte zu keiner detektierbaren Anderung der

Sekundarstruktur und somit des CD-Spektrums.
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Abbildung 3.19: CD-Spektrum von rekombinantem CDeT11-24 und AK-CDeT11-24. CDeT11-24
(durchgezogene Linie); AK-CDeT11-24 (unterbrochene Linie).

3.2.6 Circulardichroismus Spektroskopie von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24 mit
TFE

Da fiir 6His-CDeT11-24 eine Strukturinderung durch TFE induziert werden konnte
(Abschnitt 3.2.3), wurden fiir die beiden rekombinanten Proteinkonstrukte CDeT11-24 und
AK-CDeT11-24 ebenfalls die CD-Spektren in Abhingigkeit von der TFE-Konzentration
ermittelt. Dabei sollte auch getestet werden, ob die Deletion des Lysin-reichen

Sequenzbereichs einen Einfluss auf die TFE induzierte Strukturinderung hat.
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Die CD-Analyse von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24 mit TFE (Abbildung 3.20 A und B)
ergab eine Erniedrigung des Random-Coil- und ein Anstieg des a-Helix-Anteils. Diese
Strukturdnderung zeichnet sich durch eine Verschiebung des Elliptizitdtsminimums bei 200
nm zu 205 nm bzw. dem Absinken bei 222 nm ab. Die Spektren korrelieren dabei
weitestgehend mit denen der CD-Analyse von 6His-CDeT11-24 mit TFE (Abschnitt 3.2.3).
TFE induziert bei CDeT11-24 und AK-CDeT11-24 ebenfalls die Ausbildung von a-Helix
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Abbildung 3.20: Anderung der Sekundirstruktur von CDeT11-24 und AK-CDeT11-24 durch TFE. (A) CD-
Spektren von CDeT11-24 titriert mit 0-50 % TFE. (B) CD-Spektren von AK-CDeT11-24 titriert mit 0-50 %
TFE. (C) Prozent (%) o-helikaler Anteil der Sekundérstruktur bezogen auf die TFE-Konzentration von (A). (D)
Prozent (%) a-helikaler Anteil der Sekundérstruktur bezogen auf die TFE-Konzentration von (B).

Die Berechnung des a-helikalen Anteils mit CDNN (Bohm et al., 1992) zeigt, dass beide
Proteine bei 30 % TFE ihr Maximum von ca. 35 % a-Helix erreichen (Abbildung 3.20 C und
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D). Ein Unterschied in der Sekunddrstruktur durch die Deletion des Lysin-reichen

Sequenzelements (AK-CDeT11-24) lieB sich nicht beobachten.

3.2.7 Circulardichroismus-Spektroskopie von getrocknetem CDeT11-24

Wie in den Abschnitten 3.2.3, 3.2.4 und 3.2.6 beschrieben, erfolgt bei dem CDeT11-24
Protein durch TFE und SDS eine Transition der Sekundérstruktur von groftenteils Random-
Coil zu a-Helix. Um zu untersuchen, ob das Protein auch durch Austrocknung seine Struktur
dndert, wurden CD-Spektren von rekombinantem CDeT11-24 Protein im hydrierten,
dehydrierten und rehydrierten Zustand aufgenommen (Abbildung 3.21). Die Spektren im
hydrierten und rehydrierten Zustand zeigten keine Verdnderung zu der zuvor in Losung
durchgefiihrten Messung (Abschnitt 3.2.5). Es konnten alle Charakteristika eines
unstrukturierten Proteins mit einem sehr hohen Random-Coil-Anteil nachgewiesen werden.
Interessanterweise zeigen die Spektren der ausgetrockneten Proteine eine starke Anderung des
CD-Spektrums, bei der die Bildung von a-Helices induziert wurde. Diese manifestiert sich
wie zuvor in der Verschiebung des Minimums bei 200 nm zu 205 nm und dem Absinken des

charakteristischen 222 nm Random-Coile Maximums.

Die Ergebnisse zeigen, dass das rekombinante CDeT11-24 Protein in wéssriger Losung als
unstrukturiertes Random-Coil Protein vorliegt und durch Austrocknung eine komplexere

Sekundirstruktur annimmt.

Elliptizitit pro Rest x 10°
(Grad cm/dezimol)

195 205 215 225 235 245

Abbildung 3.21: Anderung der CDeT11-24 Sekundirstruktur durch Austrocknung. (A) CD-Spektren von
rekombinanten CDeT11-24 im hydrierten (durchgezogene Linie), dehydrierten (gestrichelte Linie) und
rehydrierten (gepunktete Linie) Zustand.
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3.3 Schutzfunktion von CDeT11-24 in vitro

Fiir einige LEA-Proteine konnte durch Austrocknungs-Assays gezeigt werden, dass sie
Enzyme vor einem durch Austrocknung bedingten Aktivitdtsverlust schiitzen (Goyal et al.,
2005; Gilles et al., 2007; Haaning et al., 2008). Im nachfolgenden wurde daher eine mogliche
Schutzfunktion von CDeT11-24 gegen einen Aktivititsverlust durch Austrocknung von
Citratsynthase und Lactatdehydrogenase untersucht. Zur Durchfiihrung des Assays wurde das
jeweilige Enzym zusammen mit dem zu untersuchenden Protein ausgetrocknet, anschlieBend

rehydriert und dann die Enzymaktivitit bestimmt.

3.3.1 Citratsynthase-Austrocknung-Assay

Zur Durchfiihrung des Assays wurde Citratsynthase (CS) in Gegenwart von BSA, Trehalose
oder den rekombinanten CDeT11-24 Proteinkonstrukten 6His-CDeT11-24, CDeT11-24 und
AK-CDeT11-24 in der SpeedVac ausgetrocknet und anschlieBend mit Wasser rehydriert. Das
molare Verhiltnis CS zu CDeT11-24 betrug dabei 1:1,6. Die enzymatische Aktivitit der CS
wurde jeweils vor der Behandlung und nach jedem Dehydrierungs/Rehydrierungs-Zyklus

bestimmt (Abbildung 3.22).

CS allein zeigte nach drei Austrocknungszyklen einen starken Verlust der Enzymaktivitit.
Schon nach einem Zyklus ging die Hélfte der Aktivitéit verloren und nach drei Zyklen betrug
die Restaktivitdt nur noch 11 %. Ein etwas geringerer Aktivitdtsverlust zeigt sich, wenn BSA
als Schutzprotein eingesetzt wurde. Hier betrug die Aktivitit nach der Behandlung noch ca.
28 %. Wurde Trehalose, die dafiir bekannt ist Proteine zu stabilisieren (Crowe et al., 2001),
dem Ansatz zugegeben, lag die Restaktivitét bei 58 %. Fiir den Ansatz mit 6His-CDeT11-24
Protein ist zu sehen, dass die Aktivitit nach der Behandlung immer noch 90 % betrigt.
CDeT11-24, das entsprechende Protein ohne 6His-Tag, zeigt eine etwas schwichere
Schutzfunktion beziiglich der CS-Aktivitét (Restaktivitit 72 %). Im Vergleich zu den anderen
beiden CDeT11-24 Proteinkonstrukten zeigt der Ansatz mit AK-CDeT11-24 eine stark
reduzierte Schutzfunktion (ca. 24 %), die mit der von BSA vergleichbar ist. Die Ergebnisse
zeigen, dass CDeT11-24 effektiv Citratsynthase vor einem Aktivitdtsverlust durch
Austrocknung schiitzt und dass das Lysin-reiche Sequenzelement ein wichtiger Bestandteil

der CDeT11-24 Sequenz beziiglich der in vitro Schutzfunktion ist.

80



Ergebnisse

100 4 = "
: i
E wk
% 50 |
w
(] *
0 . : . : .
cs CS + BSA cs + cs+ cs+ cs+

Trehalose 6His-CDeT11-24 CDeT11-24 AK-CDeT11-24

m0 m1 @2 0O3Zyklen Dehydrierung/Rehydrierung

Abbildung 3.22: Citratsynthase-Austrocknungs-Assay. Citratsynthase (CS) Aktivitdit vor und nach drei
Dehydrierungs-/Rehydrierungs-Zyklen; CS (120 pg/ml); CS + BSA (120 pg/ml + 240 pg/ml); CS + Trehalose
(120 pg/ml + 0,2 M); CS + 6His-CDeT11-24 (120 pg/ml + 240 pg/ml); CS + CDeT11-24 (120 pg/ml + 240
pg/ml); CS + AK-CDeT11-24 (120 pg/ml + 240 pg/ml). Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (n=3).
Die Signifikanz bezogen auf CS wurde mit dem Students-t-Test ermittelt (*P <0,05; **P <0,01).

3.3.2 Lactatdehydrogenase-Austrocknungs-Assay

Durch den CS-Austrocknungs-Assay (Abschnitt 3.3.1) konnte eine schiitzende Funktion von
CDeT11-24 belegt werden. Aus diesem Grund wurde durch einen weiteren Austrocknungs-
Assay untersucht ob die Ergebnisse in Bezug auf die in vitro Schutzfunktion auch Giiltigkeit
fiir Lactatdehydrogenase besitzen. Hierzu wurde Lactatdehydrogenase (LDH) mit BSA,
Trehalose, 6His-CDeT11-24, CDeT11-24 oder AK-CDeT11-24 ausgetrocknet und rehydriert.
Fiir den Assay betrug das molare Verhiltnis von LDH zu CDeT11-24 1:2. Wie bei dem CS-
Austrocknungs-Assay wurde die Aktivitdt vor der Austrocknung und jeweils nach jedem

Dehydrierungs-/Rehydrierungs-Zyklus bestimmt.

Die Aktivitit der LDH wurde ohne zusdtzliche Substanzen durch drei Austrocknungszyklen
stark herabgesetzt, die Restaktivitét betrug nur noch 11 % (Abbildung 3.23). Mit BSA konnte
nach dem dritten Austrocknungszyklus nur eine geringe Schutzfunktion beobachtet werden
(Restaktivitit 18 %). Trehalose hingegen zeigt eine sehr starke Schutzfunktion, das heilit die
Enzymaktivitit wurde durch die Austrocknung nicht beeinflusst und liegt sogar mit ca. 110 %
iber dem Ausgangswert vor der Behandlung. Auch 6His-CDeT11-24 und CDeT11-24
schiitzen vor einem Aktivitdtsverlust der LDH. Hierbei ist der Schutz von 6His-CDeT11-24
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(Restaktivitdt 86 %) wie zuvor bei dem CS-Austrocknungs-Assay (Abschnitt 3.2.1) wieder
etwas hoher als der von CDeT11-24 (Restaktivitdt ca. 67 %).

Wird AK-CDeT11-24 in der Gegenwart von LDH ausgetrocknet, liegt die Restaktivitit nach
drei Austrocknungszyklen nur noch bei ca. 23 %. Der Schutz ist somit geringfiigig besser als
mit BSA. Grundsitzlich zeigt sich, dass sich eine Deletion des Lysin-reichen

Sequenzelements negativ auf die in vitro Schutzfunktion von CDeT11-24 auswirkt.

*k
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LDH LDH + BSA LDH + LDH + LDH + LDH +
Trehalose 6His-CDeT11-24 CDeT11-24 AK-CDeT11-24
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Abbildung 3.23: Lactatdehydrogenase-Austrocknungs-Assay. Lactatdehydrogenase (LDH) Aktivitdt vor und
nach drei Dehydrierungs-/Rehydrierungs-Zyklen. LDH (100 pg/ml); LDH + BSA (100 pg/ml + 200 pg/ml);
LDH + Trehalose (100 pg/ml + 0,2 M); LDH + 6His-CDeT11-24 (100 pg/ml + 200 pg/ml); LDH + CDeT11-24
(100 pg/ml + 200 pg/ml); LDH + AK-CDeT11-24 + LDH (100 pg/ml + 200 pg/ml). Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an (n=3). Die Signifikanz bezogen auf LDH wurde mit dem Students t-Test ermittelt (*P
<0,05; **P <0,01).
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3.4 Identifizierung von CDeT11-24 phosphorylierenden Kinasen

Die Kinetik der Phosphorylierung von CDeT11-24 wurde von Rohrig et al. (2006) untersucht.
Bereits zu Beginn des Austrocknungsprozesses von C. plantagineum kommt es zu einer
Induktion der CDeT11-24 Expression. Eine Phosphorylierung konnte jedoch erst bei einem
Wassergehalt von unter 30 % RWC beobachtet werden. Durch Experimente mit
Kallusgewebe von C. plantagineum wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von
CDeT11-24 ABA-unabhingig ist (Facchinelli, 2009). Die spite sowie ABA-unabhingige
Phosphorylierung wihrend der Austrocknung wirft die Frage auf, welche Kinase oder
Kinasen CDeT11-24 phosphorylieren. Die Identifizierung dieser Proteinkinase/n konnte zu
einem besseren Verstidndnis der Funktion von CDeT11-24 beitragen und einen Ansatz bieten,

den ABA-unabhingigen und durch Austrocknung induzierten Signalprozess zu untersuchen.

Aus diesem Grund wurde versucht eine Austrocknungs-abhiangige Aktivitit von Kinasen in
C. plantagineum Proteinextrakten nachzuweisen, um anschlieBend mit Hilfe biochemischer
Reinigungsmethoden CDeT11-24 phosphorylierende Proteinkinasen zu isolieren. Als
Testmethode fiir Kinaseaktivitit wurde dazu der ,,In-Gel-Kinase-Assay*“ (IGKA; Wooten,
2002) etabliert. Bei diesem Assay wird fiir die SDS-PAGE der zu untersuchenden Proben ein
Polyacrylamidgel verwendet, in das zuvor das Kinase-Substrat einpolymerisiert wurde. Die
aufgetrennten denaturierten Proteine werden danach durch mehrere Waschschritte renaturiert
und dann fiir den eigentlichen Kinase Assay mit y-P**-ATP inkubiert. AnschlieBend kénnen

die aktiven Kinasen radiografisch detektiert werden.

3.4.1 In-Gel-Kinase-Assay mit Myelin Basic Protein

Zur Etablierung des IGKA wurde Myelin Basic Protein (MBP) als Substrat verwendet. MBP
wird von vielen Kinasen als Substrat angenommen. Hierzu zihlen unter anderem
mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen), cAMP-abhingige Proteinkinasen sowie

Calmodulin-abhingige Proteinkinasen (Erickson et al., 1990; Carnegie et al., 1973).

Zur Durchfiihrung des Assays wurde aus C. plantagineum Pflanzenmaterial mit
unterschiedlichem Wassergehalt (100 %, 90 %, 60 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 %, 2 % RWC)
natives Protein isoliert (Abschnitt 2.20.1). Nach der Auftrennung der Proben durch SDS-
PAGE und Durchfithrung des IGKA konnte in den Proteinextrakten von Pflanzen mit einem
Wassergehalt von 100 %, 90 % und 60 % RWC eine spezifische Kinaseaktivitit detektiert
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werden (Abbildung 3.24). Bei einem RWC von 30 % und niedriger konnten hingegen
mehrere Signale detektiert werden, die auf die Aktivitit mehrerer Kinasen schlielen lassen.
Die Ergebnisse zeigen, dass wihrend der Austrocknung von C. plantagineum mehrere

Kinasen aktiviert werden, die MBP phosphorylieren.

RWC

100 % 90 %60% 30% 20% 10% 5% 2%

Abbildung 3.24: In-Gel-Kinase-Assay mit C. plantagineum Proteinextrakt und MBP als Substrat. Radiogramm
des IGKA (12 %) nach der Kinasereaktion. RWC = Relativer Wassergehalt.

3.4.2 In-Gel-Kinase-Assay mit 6His-CDeT11-24

Als néchstes wurde rekombinantes 6His-CDeT11-24 als Substratprotein fiir den IGKA
eingesetzt, um spezifische CDeT11-24 Kinasen zu identifizieren. Dazu wurden Proteinproben
aus C. plantagineum mit einem Wassergehalt von 100 %, 60 %, 30 % und 2 % RWC in einem
SDS-Polyacrylamidgel mit dem einpolymerisierten Kinasesubstrat aufgetrennt. Nach dem
IGKA konnten mehrere Signale detektiert werden, die zeigen, dass das Substratprotein
CDeT11-24 phosphoryliert wurde (Abbildung 3.25). Zwei dieser Signale (Abbildung 3.25, A
und B) zeigen eine spezifische Erhohung der Intensitit, die umgekehrt proportional zum
abnehmenden RWC ist. Oberhalb der Kinase A in der 2 % RWC Probe wurden weitere
schwache Signale detektiert, die auf die Aktivitdt anderer Kinasen hindeuteten. CDeT11-24

wird im IGKA moglicherweise von mehr als zwei Kinasen phosphoryliert.
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RWC

100% 60% 30% 2%

Abbildung 3.25: In-Gel-Kinase-Assay mit C. plantagineum Proteinextrakt und 6His-CDeT11-24 als Substrat.
Radiogramm des IGKA (12 %). Angaben des RWC (Relativer Wassergehalt). Die Pfeile A und B zeigen die
Kinaseaktivitét.

Da die detektierten Signale im IGKA jedoch auch durch Autophosphorylierung des
pflanzlichen Proteinextrakts entstanden sein konnten, wurden als Kontrolle in vitro Kinase
Assays durchgefiihrt. Hierzu wurden von jeder Probe der verwendeten Extrakte zwei Ansétze
gemessen (mit und ohne 6His-CDeT11-24). Nach der Reaktion und der Messung der
Kinaseaktivitét, die hier als counts per minute (Zahlimpulse pro Minute; cpm) angegeben
wird, wurde die Autophosphoylierungsaktivitit des Ansatzes ohne Substrat von der Aktivitét
des Ansatzes mit Substrat abgezogen. Die Messung ergab fiir alle Proben eine spezifische
Aktivitdt, die auf eine Phosphorylierung von 6His-CDeT11-24 hindeutet (Tabelle 3.1). Die
hochste Phosphorylierungsaktivitit konnte in der Proteinprobe aus dem Pflanzenextrakt mit
einem RWC von 2% detektiert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit dem vorher
durchgefiihrten IGKA tiberein, bei dem ebenfalls in der 2 % RWC Probe das stirkste Signal
detektiert wurde (Abbildung 3.25).

Tabelle 3.1: Relative Kinase Aktivitét der C. plantagineum Proteinextrakte.

RWC 100 % 60 % 30 % 2%

Relative Kinase Aktivitit (cpm) 225 86 104 562

3.4.3 Aufreinigung von CDeT11-24 Kinasen

Die stéirkste 6His-CDeT11-24 Phosphorylierung konnte in IGKA und in vitro Kinase Assays
von Proteinextrakt mit einem Wassergehalt von 2 % RWC detektiert werden (Abschnitt
3.4.2). Aus diesem Grund wurde fiir die Isolation von CDeT11-24 Kinasen natives Protein
aus trockenen C. plantagineum Pflanzen (2% RWC) verwendet. Eine Ubersicht der im
Folgenden beschriebenen biochemischen Aufreinigung ist in Abbildung 3.26 wiedergegeben.

Die Anreicherung erfolgte durch Ammoniumsulfatfillung, Grobreinigung durch Kationen-
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Austauschchromatographie (HiTrap SP FF), hydrophobe Interaktionschromatographie
(HiTrap Phenyl HP) und eine hochauflésende Kationen-Austauschchromatographie
(Mono S). Danach wurde die massenspektrometrische Identifikation der Kinase durchgefiihrt.
Optional wurde zur weiteren Kinaseanreicherung nach der letzten Kationen-
Austauschchromatographie ein Kit verwendet. Nach jedem Aufreinigungsschritt wurde die
Kinaseaktivitdt der Fraktionen mit Hilfe von IGKA bzw. in vitro Kinase Assays und 6His-
CDeT11-24 als Substrat kontrolliert. Die Ergebnisse der Aufreinigung werden in den
folgenden Abschnitten beschrieben.

Isolation von nativen Protein

/

Ammoniumsulfatfallung

‘

lonenaustauschchromatographie

‘

Hydrophobe Interaktionschromatographie

/

lonenaustauschchromatographie

‘

Identifizierung durch MS

Abbildung 3.26: Aufreinigungsstrategic von CDeT11-24 phosphorylierenden Kinasen

3.4.3.1 Fraktionierte Fiallung mit Ammoniumsulfat

Als ersten Reinigungsschritt fiir die Identifizierung von CDeT11-24 Kinasen wurde eine
fraktionierte Ammoniumsulfatfallung (NH4),SO4 durchgefiihrt. Dazu wurde der native
Proteinextrakt aus C. plantagineum nacheinander mit (NH4),SO4 bis 20 %, 40 %, 60 % bzw.
80 % gesittigt und das ausgefillte Protein durch Zentrifugation prézipitiert.

86



Ergebnisse

Die Fraktionen der Fillung wurden mit dem IGKA auf Kinaseaktivitit untersucht. Dabei
konnten in den Fillungen mit 40 % und 60 % Ammoniumsulfat-Séttigung Signale detektiert
werden (Abbildung 3.27 A). Hierbei zeigte sich, dass die obere Bande sowohl in der 40 % als
auch leicht in der 60 % Ammoniumsulfatfillung detektiert wurde. Aus diesem Grund wurde
die Methode optimiert, sodass mit einer Féllung von 35-60 % Ammoniumsulfat beide Kinase-
Signale zusammen prézipitiert werden konnten. Diese Fillungsfraktion wurde dann fiir die

weitere Aufreinigung durch Kationen-Austauschchromatographie eingesetzt.

A B
% (NH,), SO, % (NH,), SO,
Ex 40 60 80 kDa M Ex 40 60 80
116 = B
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Abbildung 3.27: Fraktionierte Ammoniumsulfatfillung von 2 % RWC Gesamtextrakt. (A) Radiogramm des
IGKA (12 %) mit den Fraktionen der Ammoniumsulfatfillung. (B) SDS-PAGE (12 %) mit Coomassie-Brillant-
Blau-Féarbung, Proben wie (A). M = Marker, Ex = C. plantagineum Proteinextrakt (2 % RWC), 40, 60, 80 =
Prozent Ammoniumsulfat der Fallungsschritte.

3.4.3.2 lonenaustauschchromatographie mit HiTrap SP FF

Im ndchsten Schritt der Isolation von CDeTl11-24 Kinasen wurde eine
Ionenaustauschchromatographie durchgefithrt. Da fiir eine Proteinaufreinigung durch
Ionenaustauschchromatographie der isoelektrische Punkt des zu isolierenden Proteins ein
Entscheidungskriterium fiir die Auswahl des Sdulenmaterials ist, wurde mit nativem
C. plantagineum Gesamtextrakt (2 % RWC) und CDeT11-24 als Substrat ein 2D IGKA
durchgefiihrt.

Fiir die Kinasen mit dem stirksten Signal zeigte sich eine isoelektrische Fokussierung im
Bereich von pH 7-10 (Pfeil A und Pfeil B, Abbildung 3.28). Beide Proteine wéren theoretisch

bei einem pH-Wert unter 7 positiv geladen.
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Abbildung 3.28: 2D In-Gel-Kinase-Assay. Fiir die isoelektrische Fokussierung wurde Protein aus
C. plantagineum (2 % RWC) eingesetzt. Die Pfeile A und B zeigen die Kinaseaktivitét.

Da die Anreicherung der Kinasen zu Beginn der Reinigung zusammen erfolgen sollte, wurde
fiir den ndchsten Reinigungsschritt ein Kationen-Austauscher (HiTrap SP FF) und ein Puffer
mit einem pH-Wert von 6,25 gewihlt (IEX-Puffer, Abschnitt 2.20.3). Die zu isolierenden
Proteine wiren aufgrund des beobachteten isoelektrischen Punkts bei diesem pH-Wert positiv

geladen und wiirden daher an die verwendete Kationen-Austauschermatrix binden.

Zur Durchfithrung der Chromatographie wurde die 35-60 % Ammoniumsulfatfallungsfraktion
(Abschnitt 3.4.3.1) umgepuffert und auf die Sdule geladen. Durch einen Waschschritt mit
100 mM NaCl IEX-Puffer wurden zuerst unspezifisch gebundene Proteine entfernt. Danach
erfolgte die Elution der gebundenen Proteine mit 600 mM NaCl IEX-Puffer. Die
Aktivitatskontrolle der Ionenaustauschchromatographie zeigt, dass die detektierten Signale im

Eluat verglichen mit der aufgetragenen Probe (35-60 %) verstdrkt wurden (Abbildung 3.29 A;
[ED.
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Abbildung 3.29: Ionenaustauschchromatographie mit HiTrap SP FF. (A) Radiogramm des IGKA (12 %) der
Ionenaustauschchromatographie. (B) SDS-PAGE (12 %) mit Coomassie-Brillant-Blau-Farbung. 35-60 % =
Auftragung, D = Durchfluss, W = Waschschritt, E = Elution.
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Die Effizienz der Kationen-Austauschchromatographie ist auch in der Kontrolle der einzelnen
Fraktionen durch SDS-PAGE mit Gesamtproteinfarbung durch Coomassie-Brillant-Blau zu
sehen (Abbildung 3.29 B).

3.4.3.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie mit HiTrap Phenyl Sepharose HP

Nach der ersten Kationen-Austauschchromatographie erfolgte die Auftrennung des Eluats
durch hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) mit einer HiTrap Phenyl Sepharose HP
Sdule. Hierzu wurde das aufkonzentrierte  Eluat der ersten Kationen-
Austauschchromatographie (Abschnitt 3.4.3.2) mit 1,2M Ammoniumsulfat HIC-Puffer
(Abschnitt 2.20.5) umgepuffert und anschlieBend auf die Sdule geladen. Nach einem
Waschschritt mit 1,2 mM Ammoniumsulfat HIC-Puffer wurde das an die Sdule gebundene
Protein schrittweise mit einer sinkenden Salzkonzentration von 0,9 M, 0,6 M, 0,3 M und 0 M
Ammoniumsulfat in HIC-Puffer eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden anschlieend auf
Kinaseaktivitdt getestet. Das komplexe Kinase-Signalmuster der aufgetragenen 600 mM IEX—
Fraktion konnte durch die hydrophobe Interaktionschromatographie weiter aufgetrennt
werden (Abbildung 3.30 A). Obwohl noch immer sehr viele Proteinbanden in der SDS-PAGE
mit anschlieBender Coomassie-Brillant-Blau-Féarbung detektiert werden konnten, zeigt sich
dennoch, dass eine Auftrennung stattgefunden hat (Abbildung 3.30 B). Die einzelnen
Fraktionen der HIC wurden zur weiteren Aufreinigung fiir die zweite Kationen-

Austauschchromatographie eingesetzt.
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Abbildung 3.30: Hydrophobe Interaktionschromatographie mit HiTrap Phenyl Sepharose HP. (A) Radiogramm
des IGKA der HIC-Fraktionen mit 6His-CDeT11-24 als Substrat. (B) SDS-PAGE 12 % mit Coomassie-Brillant-
Blau-Féarbung der HIC-Fraktionen. IEX = Auftragung, D = Durchfluss, W = Waschschritt, 0,9; 0,6; 0,3; 0 =
Elutionsschritte.
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3.4.3.4 lonenaustauschchromatographie mit Mono S

Der letzte chromatographische Schritt der Kinaseaufreinigung bestand in einer Kationen-
Austauschchromatographie mit einer Mono S-Sédule. Im Gegensatz zur ersten Kationen-
Austauschchromatographie mit der HiTrap SP FF Saule (Abschnitt 3.4.3.2) besteht die Matrix
der Mono S-Siule aus kleineren Partikeln, wodurch sich eine wesentlich hohere Trennschérfe

ergibt.

Die Fraktionen der HIC (Abschnitt 3.4.3.3) wurden vor der Chromatographie aufkonzentriert
und mit 100 mM NaCl IEX-Puffer umgepuffert. Die Auftrennung der Proben durch die
Mono S-Sidule erfolgte automatisch mit Hilfe der FPLC und einem linearen Salzgradienten
von 100-800 mM NaCl in IEX-Puffer. Anschliefend wurden die einzelnen Fraktionen auf
Kinaseaktivitdt getestet. Da nur die Aufreinigungen der 0,6 M und 0,3 M Ammoniumsulfat-
HIC Fraktionen zu einer Kinase-Identifizierung fiihrten, werden im Folgenden nur die

Ergebnisse dieser Mono S-Liufe gezeigt.

Mono S Lauf der 0,6 M HIC Fraktion

Das Chromatogram der 0,6 M (NH4),SO4 HIC Fraktion Mono S Auftrennung zeigt, dass der
groBte Teil der gebundenen Proteine in einem Bereich von 280-480 mM NaCl eluiert wurde
(Abbildung 3.31 A). Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen auf ihre Kinaseaktivitdt
durch IGKA ergab dabei ein Signal in den Fraktionen 11, 12, 13 und 15, das oberhalb des
35 kDa Proteinstandards lag (Abbildung 3.31 B). Dieses Signal ist am stérksten in der
Fraktion 12 und 15. In Fraktion 14 hingegen konnte das Signal nicht detektiert werden. Um
die Komplexitit der einzelnen Proteinproben zu untersuchen, wurden die Fraktionen in der
SDS-PAGE aufgetrennt und eine Gesamtproteinfairbung mit Coomassie-Brillant-Blau
durchgefiihrt (Abbildung 3.31 C). Ein Vergleich der detektierten Proteine oberhalb der
35 kDa Markerbande ergab dabei ein Bandenmuster, das dem der vorher detektierten
Kinaseaktivitét entspricht (ein leichtes Signal in den Fraktionen 10 bzw. 13, ein starkes Signal
fiir die Fraktionen 11 bzw. 15 und kein Signal in Fraktion 14). Fiir die Identifizierung der
Kinase wurden im Folgenden die positiven Fraktionen erneut durch SDS-PAGE aufgetrennt
und in dem Bereich zwischen dem 35kDa und 45kDa Markerbande Gelpartikel
ausgestochen, die anschlieBend massenspektrometrisch untersucht wurden. Hierbei konnten
drei identifizierte Peptide, mit Hilfe des Programs Mascot, der Casein Kinase 2 o Untereinheit

(Anhang 7.4.1) zugeordnet werden.
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Abbildung 3.31: Chromatographische Reinigung der 0,6 M (NH,4),SO4 HIC Fraktion durch eine Mono S-Séule.
(A) Chromatogramm der Auftrennung, dargestellt als Absorptionsspektrum (blau) bei 280 nm unter Angabe des
Salzgradienten (schwarz) und der gesammelten Fraktionen. (B) Radiogramm des IGKA (12 %) der Fraktionen
aus (A) mit 6His-CDeT11-24 als Substrat. (C) SDS-PAGE (12 %) der Fraktionen aus (A), gefdrbt mit
Coomassie-Brillant-Blau.
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Mono S Lauf der 0,3 M HIC Fraktion

Fiir die Auftrennung der 0,3 M HIC Fraktion ergab sich ein Elutionsprofil bei dem der
Grofteil der an den Kationen-Austauscher gebundenen Proteine ab einer NaCl-Konzentration
von 150 mM eluierte (Abbildung 3.32 A). Hierbei zeigte sich ein markantes Maximum der
Absorption bei 280 nm im Bereich von ca. 400-480 mM NaCl. Eine Untersuchung der
Kinaseaktivitét der einzelnen Fraktionen ergab, dass sich das Aktivititsmaximum ebenfalls in
diesem Bereich befindet (Abbildung 3.32 B). Das starke detektierte Signal befindet sich auf
der Hohe von 50 kDa. Da die Aktivitit im Peak der Elution liegt, zeigt sich in der SDS-
PAGE, in der die Proteine mit Coomassie-Brillant-Blau angefarbt wurden, eine Vielzahl von
Proteinbanden (Abbildung 3.32 C). Aus diesem Grund konnte das Kinase-Signal nicht
eindeutig einer Proteinbande zugeordnet werden. Die massenspektrometrische Analyse der

Proteinbanden im Bereich von 50 kDa ergab keine Identifizierung einer Kinase.
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Abbildung 3.32: Chromatographische Reinigung der 0,3 M (NH,4),SO4 HIC Fraktion durch eine Mono S-Séule.
(A) Chromatogramm der Auftrennung, dargestellt als Absorptionsspektrum bei 280 nm (blau) unter Angabe des
Salzgradienten (schwarz) und der gesammelten Fraktionen. (B) Radiogramm des IGKA (12 %) der Fraktionen
aus (A) mit 6His-CDeT11-24 als Substrat. (C) SDS-PAGE (12 %) der Fraktionen aus (A), gefdrbt mit
Coomassie-Brillant-Blau.
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3.4.3.5 Spezifische Aktivitit der Kinaseanreicherung

Zur Beurteilung der Kinaseanreicherung wurde neben der Aktivitdtskontrolle durch IGKA
auch die spezifische Aktivitdt der CDeT11-24 Phosphorylierung in pmol/mg durch in vitro
Kinase Assays bestimmt (Tabelle 3.2). Die Anreicherung zeigt, dass zwischen der
Gesamtproteinextraktion, der Ammoniumsulfatfallung und der ersten
Ionenaustauschchromatographie jeweils ca. 50 % der Gesamtaktivitit verloren gegen sind.
Des Weiteren ist zu sehen, dass sich die spezifische Aktivitit nach der hydrophoben
Interkations Chromatographie in die einzelnen Elutionsfraktionen aufspaltet. Daher ist davon
auszugehen, dass die detektierte Aktivitit von mehreren Kinasen ausgeht. Hierdurch ist eine
genaue Berechnung der spezifischen Aktivitit erschwert. Aus diesem Grund wurde die
Aufreinigung durch die zweite Kationen-Austauschchromatographie nicht mit in die

Berechnung einbezogen.

Tabelle 3.2: Anreicherung der Aufreinigung von 6His-CDeT11-24 Kinasen

Gesamt Spezifische
Aufreinigungs- Protein Aktivitit Aktivitit Ausbeute Anreicherung
schritt (mg) (pmol/ min) (pmol/ min mg) (%) (fach)
Gesamtextrakt 576 1610,9 2,8 100 1
35-60 %
232 884,1 3,8 54,9 1,4
(NH4)2SO4
IAC
10,6 495,5 46,7 30,8 16,7
(HiTrap SP FF)
HIC 0.9 M
2 0,0 0,0 0,0 0,0
(NH4)2S04
HIC 0.6 M
1,7 9,5 5,6 0,6 2,0
(NH4);S04
HIC 03 M
2,318 53,3 23.0 33 8,2
(NH4);S04
HICOM
0,78 71,5 91.6 4,4 32,7
(NH4)2S04
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3.4.3.6 Kinaseanreicherung

Durch die massenspektrometrische Analyse konnte nur in einer Fraktion des Mono S Laufs
mit der 0,6 M HIC Fraktion eine Kinase (CK2a) identifiziert werden (Abschnitt 3.4.3.5). Aus
diesem Grund wurden aus den Fraktionen der Mono S-Liufe mit einem positiven Signal

zusitzlich Kinasen mit dem Kinase Enrichment Kit angereichert.

Die Methode beruht auf der spezifischen Biotinylierung von ATPasen. Die Markierung
erfolgt dabei durch das Nukleotid-Derivat Desthiobiotin-ATP oder -ADP, dass durch
Aufnahme in das Aktive Zentrum der ATPase die iiber eine labile Acyl-Phosphat-Bindung
gebundene Biotin-Gruppe auf einen Lysin-Rest des Proteins libertrigt (Patricelli ef al., 2007).
Nach Denaturierung des Ansatzes konnen anschlieBend mittels Affinitdtschromatographie mit

Streptavidin die biotinylierten Proteine angereichert werden.

Fiir die Kinaseanreicherung wurde die Fraktion 12 der 0,3 M HIC Probe nach Auftrennung
durch die Mono S-Séule verwendet (Abschnitt 3.4.3.4). In der Kinaseanreicherung zeigt sich,
dass aus dem komplexen Proteinmuster der verwendeten Fraktion nur wenige Proteinbanden
spezifisch angereichert wurden (Abbildung 3.33, [ATP, ADP]). Die detektierten Banden
wurden ausgestochen und zur Identifizierung massenspektrometrisch untersucht. Hierbei
konnte in einer Proteinbande (Abbildung 3.33, Pfeil) das Peptid LLEEDPSLVNAR mit einem
Molekulargewicht von 1354 Da detektiert werden. Eine Datenbanksuche mit Mascot ergab
fiir dieses Peptid einen Treffer fiir die VHI-interacting kinase (VIK, Atlg14000, UniProt
Q9X187, Anhang 7.4.2) einer Ankyrin-Kinase aus 4. thaliana.

Fiir die Kinaseanreicherung der anderen positiven Mono S-Fraktionen konnte keine Kinase

identifiziert werden.
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Abbildung 3.33: Kinaseanreicherung. SDS-PAGE (12 %) mit Coomassie-Brillant-Blau-Farbung. Kontrolle der
fiir die Anreicherung verwendeten Fraktion (K) sowie die Eluate der Kinaseanreicherung (ATP, ADP). Der Pfeil
markiert die Bande, die durch Massenspektrometrie als Kinase identifiziert wurde.
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4 Diskussion

Das Stressprotein CDeT11-24 wird in der Wiederauferstehungspflanze C. plantagineum
wiahrend der Austrocknung und durch ABA induziert (Bartels, et al., 1990; Velasco et al.,
1998). Aufgrund seiner Ahnlichkeit zu den LEA-Proteinen (Abschnitt 1.6), wird es auch als
LEA-like Protein bezeichnet (Abschnitt 1.7). Durch Untersuchungen des Phosphoproteoms
von C. plantagineum Pflanzen im hydrierten, dehydrierten und rehydrierten Zustand konnte
fiir das CDeT11-24 Protein eine Phosphorylierung nachgewiesen werden. Diese erfolgt
bemerkenswerterweise erst in einer spdten Phase des Austrocknungsprozesses, bei einem
Wassergehalt von unter 30 % RWC (Rohrig et al., 2006). Weiterhin ist die Phosphorylierung
im Gegensatz zur Expression des Proteins unabhédngig von dem Phytohormon ABA und wird
anscheinend durch Austrocknung induziert (Facchinelli, 2009).

Die Funktion des CDeT11-24 Proteins und die Funktion bzw. der Mechanismus der
Phosphorylierung sind bislang nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit konnte durch in vitro
Versuche sowohl eine Lipidbindung an Phosphatidsdure, als auch ein schiitzender Effekt auf
andere Proteine wahrend der Austrocknung durch das CDeT11-24 Protein nachgewiesen
werden. Fiir das Protein konnte weiterhin experimentell, mittels CD-Spektroskopie, eine
intrinsisch-ungeordnete Struktur in Losung belegt werden. Zusitzlich konnte die Transition
zu einer teilweise geordneten Sekunddrstruktur durch TFE, SDS und Austrocknung
beobachtet werden. Im Hinblick auf den Phosphorylierungsmechanismus des CDeT11-24
Proteins wurde durch biochemische Aufreinigung eine mogliche CDeT11-24 Kinase
identifiziert. Im nachfolgenden werden die Ergebnisse unter Beriicksichtigung der moglichen
physiologischen Funktion des CDeT11-24 Proteins wéhrend der Austrocknung von
C. plantagineum diskutiert.

4.1 Lipidbindung von CDeT11-24

Fiir einige LEA-Proteine der Gruppe 2 und 3 konnte bereits eine Bindung an Phospholipide
nachgewiesen werden (Koag et al., 2003; Thalhammer et al., 2010). Die Bindung der LEA-
Proteine der Gruppe 2 wird dabei durch das K-Segment vermittelt (Koag et al., 2009;
Eriksson ef al., 2011). Da das CDeT11-24 Protein in seinem N-terminalen Bereich das Lysin-
reiche Sequenzelement trigt (Abbildung 1.3), welches dem K-Segment sehr &hnlich ist,

wurde untersucht, ob das Protein ebenfalls lipidbindende Eigenschaften besitzt.
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4.1.1 Das CDeT11-24 Protein bindet in vitro an Phosphatidsaure

Die Untersuchung einer mdglichen Lipidbindung des CDeT11-24 Proteins erfolgte zunéchst
mit Hilfe von PLO-Assays. Hierdurch konnte die Bindung des rekombinanten CDeT11-24
Proteins (Abschnitt 3.1.4.1) an Phosphatidsdure nachgewiesen werden (Abbildung 3.8 A).
Eine Bindung an negativ-, zwitterionisch- und ungeladenen Lipide wurde nicht detektiert.
Weiterhin wurde die Bindung des CDeT11-24 Proteins an Phosphatidsdure auch durch
Liposomen-Assays bestétigt (Abbildung 3.8 B). Aufgrund der negativen Ladung des Proteins
bei einem physiologischen pH-Wert von 7 (Abschnitt 3.1.1), ist es bemerkenswert, dass es an
ein ebenfalls negativ geladenes Phospholipid bindet.

Da nur eine Bindung an Phosphatidsdure detektiert wurde und nicht fiir die anderen Lipide,
kann man von einer hohen Spezifitit ausgehen. Die Spezifitit der Bindung grenzt das
CDeT11-24 Protein zu den LEA-Proteinen der Gruppe 2 deutlich ab, fiir die eine Bindung an
unterschiedliche, negativ geladene Phospholipide beschrieben wurde (Eriksson und Harryson,
2011). Als Beispiel sei auf das DHNI1 Protein aus A. thaliana verwiesen, dass an
Phosphatidsdure, Phosphatidylglycerin und Phosphatidylserin bindet (Koag et al., 2003).
Phosphatidsdure ist als einfachstes Phosphoglycerid ein zentrales Zwischenprodukt der
Synthese von Membran- und Speicherlipiden (Athenstaedt und Daum, 1999). Des Weiteren
hat Phosphatidsdure in Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren eine grofe Bedeutung als
Signalmolekiil (Wang et al., 2006). In Pflanzen ist Phosphatidsdure unteranderem an der
durch Stress induzierten Signaltransduktion von Trockenheit, Salz, Kilte, Verletzung und
Pathogen-Infektionen beteiligt (Testerink und Munnik, 2005). Zusétzlich besitzt
Phosphatidsdure aber auch eine regulatorische Funktion in Bezug auf die Entwicklung und
das Wachstum der Pflanze (Wang, 2005). Unter Normalbedingungen liegt die
Phosphatidsdure-Konzentration in der pflanzlichen Membran bei ca. 1 % (Welti et al., 2002).
Durch das Phytohormon ABA und Stress, wie z.B. Trockenheit, kann jedoch ein rascher
Anstieg der Phosphatidsdure-Konzentration beobachtet werden (Katagiri et al., 2001). Die
Bildung von Phosphatidsdure erfolgt dabei durch Phospholipasen der Gruppe D (PLD) und
Phosphorylierung von Diacylglycerin, durch Diacylglycerin-Kinasen (DGK; Meijer und
Munnik et al., 2003). Auch in C. plantagineum erfolgt ein Anstieg der Phosphatidsiure-
Konzentration durch Austrocknung von 0,17 % im hydrierten Zustand auf 1,37 % im
dehydrierten Zustand (unverdffentlichte Daten, Francisco Gasulla). Die Phosphatidsdure-
Konzentration erhoht sich also gleichzeitig mit der Akkumulation des CDeT11-24 Proteins.
Diese positive Korrelation, als auch die nachgewiesen spezifische Bindung in vitro machen

eine Interaktion in vivo sehr wahrscheinlich.
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Durch die Assays mit gemischten Liposomen aus Phosphatidsdure und Phosphatidylcholin
konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitit des CDeT11-24 Proteins, im Vergleich zu
anderen Phosphatidsdure-bindenden Proteinen, nicht sehr hoch ist. Beispielsweise zeigte die
von Dubots et al. (2010) untersuchte Monogalactosyldiacylglycerin Synthase (MGD1) aus
A. thaliana immer noch eine vollstindige Bindung des eingesetzten Proteins bei einem
Phosphatidylcholin zu Phosphatidsdure  Verhéltnis von 95:5. Unterhalb eines
Phosphatidylcholin zu Phosphatidséure Verhéltnisses von 50:50 wurde hingegen weniger als
die Hilfte des fiir den Assay eingesetzten CDeT11-24 Proteins gebunden (Abbildung 3.8 B).
Aufgrund der niedrigen Affinitit kann davon ausgegangen werden, dass in vivo vermutlich
lediglich ein geringer Anteil, der in der Zelle vorliegenden CDeT11-24 Proteinmolekiile an
Phosphatidsdure bindet. Aus der niedrigen Affinitdt und hohen Spezifitit der CDeT11-24
Bindung an Phosphatidsdure ergibt sich jedoch auch ein Vorteil, ndmlich der einer hohen
Flexibilitit gegeniiber Interaktionspartnern. Es ist hervorzuheben, dass gerade diese
beobachteten Eigenschaften beziiglich der Affinitdt und Spezifitdt, als ein wichtiges
Charakteristikum intrinsisch-ungeordneter Proteine diskutiert wird (Dyson und Wright, 2005;
Marin und Ott, 2012).

Auflerdem ist es denkbar, dass die physiologischen Bedingungen wihrend der Austrocknung
in C. plantagineum, wie beispielsweise die Ionenkonzentration, der pH-Wert, die
Anwesenheit von Osmolyten oder interagierende Proteine, einen zusitzlichen Einfluss auf die

Affinitit und Spezifitit der CDeT11-24 Bindung an Phosphatidsdure haben konnten.

4.1.2 Das Lysin-reiche Sequenzelement ist Bestandteil der Phosphatidsiure Bindung
des CDeT11-24 Proteins

Das N-terminal gelegene Lysin-reiche Sequenzelement ist der einzige positiv geladene
Sequenzabschnitt des CDeT11-24 Proteins und besitzt eine hohe Homologie zum K-Segment
der Gruppe 2 LEA-Proteine (Abschnitt 3.1.1). Durch die Projektion des Kernbereichs dieses
Sequenzabschnitts als Helixrad konnte eine rdumliche Trennung sowohl der positiv geladenen
polaren Lysin-Reste als auch der hydrophoben Aminosiduren gezeigt werden, die den
Merkmalen einer amphipathischen Helix entspricht (Abbildung 3.1 B). Durch diesen
Grenzflacheniibergang wird sowohl eine Interaktion mit der polaren und hydrophilen
Kopfgruppe als auch mit den hydrophoben Fettsduren eines Lipids begiinstigt. Weiterhin
zeigte der Vergleich des CDeT11-24 Proteins mit anderen Proteinen der CAP160-Familie

(Abschnitt 1.7) eine hohe Homologie im Bereich des Lysin-reichen Sequenzelements
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(Abbildung 3.1 A). Diese evolutiondre Konservierung fiihrt zu der Annahme, dass dieser
Sequenzbereich eine wichtige funktionelle Bedeutung fiir diese Proteingruppe besitzt.

Um experimentell zu untersuchen, ob das Lysin-reiche Sequenzelement an der Lipidbindung
des CDeT11-24 Proteins beteiligt ist wurde das Deletionskonstrukt AK-CDeT11-24 erzeugt,
heterolog exprimiert und aufgereinigt (Abschnitt 3.1.5.1). Die durch die Deletion des Lysin-
reichen Sequenzelements resultierenden verdnderten physikalisch-chemischen Eigenschaften
des AK-CDeT11-24 Proteins machten sich bereits bei der Aufreinigung des Proteins
bemerkbar. Das Protein zeigte wesentlich schwichere Wechselwirkungen mit der
Kationenaustauscher-Matrix der verwendeten MonoS-Saule, als das CDeT11-24 Protein. Aus
diesem Grund wurde zusdtzlich eine alternative Reinigungsstrategie  mittels
Gelchromatographie etabliert.

Mit dem PLO-Assay konnte fiir das AK-CDeT11-24 Protein keine Lipidinteraktion detektiert
werden (Abbildung 3.10 A). Ein anderes Ergebnis zeigte hingegen der Liposomen-Assay
(Abbildung 3.10 B). In diesem war eine Bindung des AK-CDeT11-24 Proteins zu detektieren,
welche jedoch im Vergleich zum Gesamtkonstrukt des Proteins, deutlich herabgesetzt war
(vergleiche Abbildung 3.8 B). Da nur noch eine verminderte Bindung des AK-CDeT11-24
Proteins an die Liposomen zu beobachten war, kann davon ausgegangen werden, dass das
Lysin-reiche Sequenzelement an der Phosphatidsdure-Bindung des CDeT11-24 Proteins
beteiligt ist. Weiterhin ergeben sich Hinweise darauf, dass noch mindestens eine weitere
Domine an Phosphatidsidure bindet.

In der Literatur wurden bisher mehrere Proteine beschrieben, die an Phosphatidsdure binden
(Wang et al., 2006). Ein Vergleich der Phosphatidsdure-Bindungsdoménen untereinander
ergab jedoch nahezu keine Sequenziibereinstimmungen (Stace und Ktistakis, 2006). Fast alle
Bindungsdoménen enthielten allerdings mindestens eine der basischen Aminosduren Lysin,
Arginin oder Histidin (Testerink und Munnik et al., 2005). Eine Ausnahme bildet dabei die
Bindungsdoméne der katalytischen Untereinheit der Protein Phosphatase 1 (PPlcy), deren
minimale Bindungssequenz (DFTLMCSFQIL) keine basischen Aminoséuren und somit auch
keine positive Ladung enthélt (Jones et al., 2005). Dieses Beispiel veranschaulicht, dass fiir
die Identifizierung von weiteren Phosphatidsdure-Bindungsdoménen des CDeT11-24 Proteins
auch Bereiche ohne basische Aminosduren beriicksichtigt werden miissen.

Um den selektiven Bindungsmechanismus der Phosphatidsdure-Bindungsdoménen, die Lysin,
Arginin oder Histidin enthalten, zu erkldren, wurde von Kooijman et al. (2007) das auf NMR-

Daten  basierende ,.electrostatic/hydrogen  bond  switch® Modell vorgeschlagen
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(Abbildung 4.1). Mit diesem Modell ldsst sich ebenfalls die Bindung des Lysin-reichen
Sequenzelements an Phosphatidséure erkliaren und veranschaulichen.

Durch die Phosphomonoester-Gruppe besitzt die Phosphatidsdure, im Gegensatz zu vielen
anderen anionischen Phospholipiden, abhéngig von der Membranzusammensetzung zwei
Saurekonstanten (pKs; = 2 < pH< 4; pKy, = 6 <pH< 9; Kooijman et al., 2005a). Daher tragt
die Kopfgruppe der Phosphatidsdure entweder eine Ladung von -1e oder -2e. In dem Modell
wird davon ausgegangen, dass der Phosphomonoester daher bei einem neutralen pH-Wert (pH
7) einfach negativ geladen ist (-1e). Durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken mit der
Aminogruppe einer basischen Aminosdure wird die Kopfgruppe weiterhin deprotoniert,
wodurch die Ladung auf -2e sinkt (Abbildung 4.1 A). Die Kopfgruppe liegt nun in einem
dianionischen Zustand vor, wodurch die elektrostatische Interaktion erhoht wird und die
Bindung der Domine iiber eine weitere positiv geladene Aminosdure stattfindet. Aufgrund
der kegelformigen Struktur der Phosphatidsdure, die aus der kleinen Kopfgruppe resultiert,
konnen nach der elektrostatischen Bindung hydrophobe Aminosduren in die Lipid-
Doppelschicht inserieren und die Bindung verstirken (Abbildung 4.1 B).

Die Bindung des CDeT11-24 Proteins konnte somit wie folgt in mehreren Phasen ablaufen:
1) Durch einen Lysin-Rest des Lysin-reichen Sequenzelements, erfolgt die Deprotonierung
der Phosphatidsdure. 2) Dies bewirkt eine erhohte elektrostatische Bindung mit einem
weiteren Lysin-Rest. 3) Die hydrophoben Aminosdurereste, deren Gruppierung durch die
Helixrad-Projektion gezeigt wurde, interagieren mit den Fettsdureresten der Lipid-
Doppelmembran, wodurch die Phosphatidsédure-Protein-Interaktion zusétzlich verstarkt wird.
Durch das ,,electrostatic/hydrogen bond switch* Modell lasst sich aulerdem erkldren, warum
das CDeT11-24 Protein bei einem pH Wert von > 7 wesentlich schwicher an die Vesikel
bindet als bei einem sauren pH-Wert (Abbildung 3.8 C). Der Grund hierfiir liegt
moglicherweise in der zweiten Sdurekonstante der Phosphatidsdure. Der Phosphomonoester
liegt bei pH > 7 vermehrt in zweifach protonierter Form vor. Daher trdgt das Phospholipid
keine Ladung, wodurch die initiale elektrostatische Assoziation mit dem positiv geladenen

Lysin-reichen Sequenzelement nicht stattfindet.
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Abbildung 4.1: Darstellung des ,.electrostatic/hydrogen bond switch® Modells. (A) Phosphatidsdure im
ungebundenen Zustand (Ladung -1¢) und nach Wasserstoffbriickenbindung mit dem primaren Amin eines Lysin-
Rests (Ladung -2¢). Intra- und intermolekulare Wasserstoffbriicken sind durch unterbrochene Linien dargestellt.
(B) Interaktion einer positiv geladenen Bindungsdoméne (grau) mit Phosphatidséure (blau, kegelformige)
innerhalb einer Lipid-Doppelmembran mit Phosphatidylcholin (griin, zylindrische). Die Anderung der
Phosphatidsdure Ladung ist unter Beriicksichtigung des ,electrostatic/hydrogen bond switch” Modells
angezeigt. Die roten Pfeile geben die Wechselwirkungen zwischen positiven und negativen Ladungen an. PS =
Phosphatidsdure; FS = Fettsdure; (modifiziert nach Kooijman et al., 2007).

4.1.3 Die Bindung des 6His-CDeT11-24 Proteins an Phosphatidsiure wird durch den
6His-Tag verursacht

Zu Beginn der experimentellen Untersuchung einer moglichen Lipidbindung des CDeT11-24
Proteins wurde fiir die Bindungsstudien das rekombinante Proteinkonstrukt 6His-CDeT11-24
verwendet (Abschnitt 3.1.2.2). Die Ergebnisse des PLO-Assays zeigten fiir das Konstrukt eine
schwache Bindung an alle geladenen Phospholipide und eine starke Bindung an
Phosphatidsdure (Abbildung 3.3). Um die lipidbindenden Sequenzbereiche zu identifizieren,
wurde das 6His-CDeT11-24 Protein mit der Protease ArgC verdaut und fiir den Liposomen-
Assay eingesetzt. Eine Identifizierung der an die Liposomen gebundenen Peptide ergab, dass
vor allem ein aus einem Partialverdau hervorgehendes und durch den Expressionsvektor
kodierendes Peptid gebunden hat (Abbildung 3.4; 3.5). Die Bindung des 6His-CDeT11-24
iiber das 6His-Tag kann daher als artifiziell angesehen werden.

Generell ist die Aufreinigung von rekombinantem Protein mit Hilfe des 6His-Tags, eine
weitverbreitete Methode (Hengen, 1995). So wurden Proteine mit 6His-Tag auch schon in

mehreren Studien zur Untersuchung Phosphatidsiure-bindender Proteine verwendet (Jones et
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al.,2005; Lu und Benning, 2009; Dubots et al., 2010). Es wurde in diesen Arbeiten zwar
durch Kontrollexperimente mit Proteinkonstrukten ohne Affinitdts-Tag belegt, dass das 6His-
Tag keinen Einfluss auf die Phosphatidsdure-Bindung hat, dennoch wird der Aminoséure
Histidin, wegen ihrer basischen Eigenschaften, aber auch eine bedeutende Rolle bei der
Bindung an Phosphatidsdure zugesprochen (Wang ef al., 2006).

Interessanterweise konnte in einem Kontrollexperiment mit dem Aldehyd-Dehydrogenase
Proteinkonstrukt 6His-ALDH3H1 ebenfalls eine Bindung an Liposomen aus Phosphatidsdure
nachgewiesen werden (personliche Kommunikation mit Herrn Pierog). Es ist zu erwéhnen,
dass fiir die Herstellung des 6His-ALDH3H1-Konstrukts eine dhnliche Klonierungsstrategie
verwendet wurde, wie fiir das 6His-CDeT11-24 Protein. Aus diesem Grund trigt das
6His-ALDH3H]1 Protein N-terminal auch die aus dem Expressionsvektor pET28 resultierende
Aminosduresequenz MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHM (Petersen, 2007). Generell kann eine
mogliche Bindung des ALDH3HI1 Proteins ohne 6His-Tag natiirlich nicht ausgeschlossen
werden. Dennoch lésst sich unter Beriicksichtigung der Arbeiten, in denen dem 6His-Tag
hingegen keine bindende Funktion zugewiesen wurde (Jones et al.,2005; Lu und
Benning, 2009; Dubots et al., 2010), dariiber spekulieren, dass die beobachtete Bindung des
6His-CDeT11-24 und 6His-ALDH3H1 Proteins weniger durch das 6His-Tag allein, sondern

nur im Gesamtkontext des 21 Aminosdure langen N-terminalen Peptids erfolgt.

4.1.4 Das CDeT11-24 Protein induziert die Aggregation von Liposomen

Durch die mikroskopische Untersuchung von Liposomen mit rekombinantem CDeT11-24
Protein konnte eine starke Liposomen-Aggregation beobachtet werden (Abbildung 3.11).
Dieser Einfluss auf Membranvesikel wurde schon zuvor fiir einige LEA-Proteine der
Gruppe 2 beschrieben (Bozovi¢, 2007; Eriksson et al.,2011). Interessanterweise erfolgte
keine Aggregatbildung durch das Deletionsprotein AK-CDeT11-24. Diese Beobachtung
unterstreicht die Bedeutung des Lysin-reichen Sequenzelements fiir die Lipidbindung des
CDeT11-24 Proteins.

Durch die beobachtete Aggregation erscheint eine mogliche membranstabilisierende Funktion
des CDeT11-24 Proteins wéhrend der Austrocknung, wie sie fiir das LEA-Protein LEAM
beschrieben ist (Tolleter et al., 2010), zunéchst als sehr unwahrscheinlich.

Es ist jedoch auch mdglich, dass die Ursache fiir den beobachteten Effekt auf die
experimentellen Bedingungen des Liposomen-Assays zuriickzufiihren sind. Ein Einfluss von

Phosphatidsdure auf die negative Membran-Kriimmung ist belegt (Kooijman et al., 2005b).
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Die verwendeten Liposomen aus 100 % Phosphatidsdure stehen daher vermutlich unter einer
grolen Spannung. Eine Bindung des CDeT11-24 Proteins konnte somit eine spontane
Aggregation hervorrufen, die unter in vivo Bedingungen nicht erfolgen wiirde.

Gegen einen reinen in vitro Effekt spricht jedoch die Arbeit von Eriksson et al. (2011), in der
auch eine Aggregation von isolierten Thylakoidmembranen durch das Gruppe 2 LEA-Protein
Lti30 beobachtet werden konnte. Um die Bedeutung der Membranaggregation durch das
CDeT11-24 ceindeutig zu verifizieren, sollten daher zundchst ebenfalls weitere

Liposomenbindungs-Assays mit ex vivo Membranen durchgefiihrt werden.

4.1.5 Hypothetische Funktion der CDeT11-24 Bindung an Phosphatidsiure

Anhand der hier erzielten Ergebnisse und der Literatur (Wise und Tunnacliffe, 2004;
Kooijman ef al., 2007) lassen sich fiir die CDeT11-24 Phosphatidsdure-Bindung sowohl eine
Schutzfunktion als auch eine Signalfunktion postulieren.

Da in der vorliegenden Arbeit eine proteinstabilisierende Funktion des CDeT11-24 Proteins
wihrend der Austrocknung experimentell in vitro nachgewiesen wurde (Abschnitt 3.3), ist es
vorstellbar, dass das Protein ebenfalls integrale und periphere Membranproteine vor eine
Schédigung schiitzt.

Eine zusitzliche schiitzende Funktion ergibt sich moglicherweise weiterhin aus der Ladung
des Proteins, die bei einem physiologischen pH-Wert stark negativ ist. Es ist zu erwarten, dass
durch eine Bindung des Proteins, der negativ geladene C-terminale Teil weitestgehend von
der ebenfalls negativ geladenen Membran abgestoBen wird. Dabei konnte sich ein sterischer
Pufferbereich ausbilden, der eine Schildfunktion fiir die Membran besitzt. Eine solche
molekulare Schildtheorie wurde bereits zur Erklarung der proteinstabilisierenden Funktion der
LEA-Proteine aufgestellt (Wise und Tunnacliffe, 2004; Goyal et al., 2005). Aggregierte
Proteine des Zytosols konnten so durch die hydrophilen und negativ geladenen Seitenketten
des CDeT11-24 Proteins, abgeschirmt werden. Hierdurch konnte eine Schéddigung der
Membran und Membran assoziierte Proteine verhindert werden. Eine direkte Schutzfunktion
auf die Integritit und Stabilitdit der Membranen ist angesichts der beobachteten
Liposomenaggregation hingegen unwahrscheinlich (Abschnitt 3.1.6). Dennoch kann diese
aufgrund der experimentellen Bedingungen des in vitro Assays nicht ausgeschlossen werden.
Da Phosphatidséure einen besonderen Stellenwert als Signalmolekiil besitzt stellt sich die
Frage, ob das CDeT11-24 Protein aufgrund der spezifischen Bindung, vielleicht auch an

Signalprozessen innerhalb der Zelle beteiligt ist.
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Der Mechanismus der Signalfunktion von Phosphatidséure liegt primér in der Regulation der
Aktivitdt von zytosolischen Proteinen, durch Rekrutierung dieser an die Membran. Ein gut
untersuchtes Beispiel hierfiir ist die Proteinphosphatase ABI1, die an der Unterdriickung der
ABA-Perzeption beteiligt ist (Abschnitt 1.5; Gosti et al., 1999). Durch das primidre ABA-
Signal wird die PLDo aktiviert, die die Phosphatidsdure-Konzentration innerhalb der
Membran erhoht (Testerink und Munnik, 2005; Abbildung 4.2 A). Hierdurch werden
Phosphatidsdure-bindende Proteine an die Membran rekrutiert. Unter anderem auch das
Protein ABII1, das darauthin nicht mehr seine Funktion als negativer Regulator des ABA-
Signalwegs im Zytosol erfiillt (Abbildung 4.2 B; Zhang et al., 2004). Durch ABA kommt es
ebenfalls zur Expression von Stressproteinen, wie z.B. CDeT11-24 (Bartels et al., 1990). Da
das CDeT11-24 Protein, auch an Phosphatidsdure bindet, konnte es mit den anderen
Bindeproteinen um die Bindestelle an der Membran konkurrieren. Hierdurch wére auch eine
Feedback-Kontrolle im ABA-Signaltransduktionsweg moglich (Abbildung 4.2 C).

Die These, dass durch die CDeT11-24 Phosphatidsdure Bindung die ABA-Antwort
abgeschaltet wird, ist sehr hypothetisch. Allgemein ist daher hervorzuheben, dass zur Klarung
der biologischen Funktion des CDeT11-24 Proteins in Hinblick auf seine Phosphatidsiure-
Bindung, weiterfilhrende Untersuchungen notwendig sind. Die Identifizierung des
CDeT11-24 Proteins als Phosphatidsdurebindeprotein bietet jedoch einen ersten Anhaltspunkt

und einen sehr guten Ansatz fiir die Aufklarung der biologischen Funktion des Proteins.

A ABA Primarsignal B ABA Antwort C Abschaltung

Membran Membran Membran
ABA——PLD

aktiv

:% ps ABH

inaktiv

CDeT11-24

Abbildung 4.2: Hypothetische Funktion von CDeT11-24 innerhalb des ABA-Signalwegs. (A) Durch ABA
werden Phospholipasen der Gruppe D (PLD) aktiviert, die Phosphatidsdure (PS) produzieren. Hierdurch erhoht
sich die Phosphatidsdure-Konzentration innerhalb der Membran. (B) Phosphatidsdure bindende Proteine, wie
zum Beispiel ABI1, werden aus dem Zytosol an die Membran rekrutiert. (C) Das durch ABA exprimierte
CDeT11-24 Protein konkurriert mit ABI1 um die Bindung an Phosphatidsdure. Hierdurch wird ABI1 freigesetzt,
wodurch es wieder als negativer Regulator im Zytosol wirken kann und die ABA-Antwort abgeschaltet wird
(modifiziert nach Zhang et al., 2004 und Petersen et al., 2012).
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4.2 Invitro Schutzfunktion von CDeT11-24

In mehreren Publikationen konnte durch in vitro Versuche fiir bestimmte LEA- und andere
hydrophile Proteine ein Schutzeffekt auf die Aktivitdt von Enzymen bei Austrocknung
nachgewiesen werden (Goyal et al., 2005; Grelet et al., 2005; Reyes et al., 2005; Haaning et
al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob das CDeT11-24 Protein

ebenfalls eine proteinstabilisierende Funktion wéhrend der Austrocknung besitzt.

4.2.1 Das CDeT11-24 Protein schiitzt Enzyme vor einem Aktivititsverlust durch
Austrocknung

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Austrocknung-Assays mit Citratsynthase und
Lactatdehydrogenase zeigen (Abbildung 3.22; 3.23), dass die verwendeten Proteinkonstrukte
6His-CDeT11-24 und CDeT11-24 die Enzymaktivitdt effizient vor einer Schidigung durch
Austrocknung schiitzen. Die ermittelte Restaktivitit der getesteten Enzyme nach drei
Austrocknungs-Zyklen ergab dabei einen Schutzeffekt der vergleichbar mit den ermittelten
Werten anderer Proteine aus vorangegangenen Studien ist (Goyal ef al., 2005; Haaning ef al.,
2008). Es ist zwar sehr wahrscheinlich, dass die in den Assays verwendeten Enzyme nicht die
natiirlichen Zielproteine von CDeT11-24 in vivo sind. Jedoch ist es naheliegend, dass die
Stabilisierung von Proteinen wéhrend der Austrocknung von C. plantagineum eine Funktion
des CDeT11-24 Proteins sein konnte. Hierdurch konnte das Protein bei der Dehydrierung der
Pflanze dazu beitragen die Funktion von Proteinen, wie z.B. Enzymen, bei einem niedrigen
Wassergehalt aufrechtzuerhalten. Zusétlich wiirde eine solche funktionelle Stabilisierung von
Proteinen auch eine schnelle Wiederherstellung der physiologischen Aktivitdt wéahrend der
Rehydrierung von C. plantagineum begilinstigen.

Der Mechanismus der beobachteten Schutzfunktion des CDeT11-24 Proteins ldsst sich mit
Hilfe der fiir die LEA-Proteine entwickelten molekularen Schildtheorie erkldren (Wise und
Tunnacliffe, 2004; Goyal et al., 2005), die davon ausgeht, dass das Schutzprotein als
physischer Puffer eine Aggregation teilweise denaturierter Proteine miteinander verhindert.
Obwohl in den durchgefiihrten Austrocknungs-Assays nicht das AusmalBl der
Proteinaggregation ermittelt wurde, ist zu erwarten, dass sich eine Aggregation umgekehrt
proportional zum Erhalt der Enzymaktivitit verhilt. Daher ist es naheliegend, dass in den
Assays mit den Proteinkonstrukten 6His-CDeT11-24 und CDeT11-24 eine Aggregation der

getesteten Enzyme nur in einem begrenzten Ausmal stattgefunden hat.

106



Diskussion

Ein weiterer Erkldrungsansatz der proteinstabilisierenden Wirkung geht davon aus, dass
dhnlich wie bei den Hitzeschockproteinen (Wang et al., 2004), die LEA-Proteine als
molekulare Chaperone fungieren und so eine aktive Riickfaltung, also Renaturierung von
denaturierten Proteinen, bewirken (Kovacs et al., 2008). Diese Aktivitidt wiirde jedoch eine
stabile Interaktion des Schutzproteins mit dem zu schiitzenden Protein voraussetzten und
konnte bisher fiir LEA-Proteine nicht nachgewiesen werden (Chakrabortee et al., 2012). Auch
fiir das CDeT11-24 Protein konnten in wissriger Losung bisher keine Interaktionspartner
identifiziert werden (Facchinelli, 2009). Diese Tatsache schliet jedoch nicht aus, dass das

CDeT11-24 Protein wihrend der Austrocknung mit anderen Proteinen interagieren konnte.

4.2.2 Das Lysin-reiche Sequenzelement ist ausschlaggebend fiir die Schutzfunktion des
CDeT11-24 Proteins

Interessanterweise zeigen die Assays mit dem CDeT11-24 Protein ohne Lysin-reichen
Sequenzelement  (AK-CDeT11-24), sowohl fiir Citratsynthase als auch fiir
Lactatdehydrogenase, einen stark herabgesetzten Schutzeffekt, der vergleichbar mit dem von
BSA ist (Abbildung 3.22; 3.23). Dies belegt, dass neben der in dieser Arbeit bewiesenen
Beteiligung des Lysin-reichen Sequenzelements an der Phosphatidsdure Bindung (Abschnitt
3.1.5.2), dieser Sequenzbereich auch fiir die proteinstabilisierende Funktion des CDeT11-24
Proteins von entscheidender Bedeutung ist. Ein dhnliches Ergebnis wurde bereits fiir die
Deletion der K-Segmente eines Gruppe 2 LEA-Proteins nachgewiesen. So zeigten Versuche
mit dem RcDhn5 Protein aus Rhododendron ohne K-Segmente und Lactatdehydrognase,
einer starke Reduktion der Fahigkeit die Enzymaktivitit von Lactatdehydrogenase vor einem
Aktivititsverlust durch Gefrieren zu schiitzen (Reyes et al., 2008).

Aus Sichtweise der molekularen Schild theorie konnte der Verlust der Schutzfunktion auf
einen rein elektrostatischen Effekt beruhen, da die Deletion des Lysin-reichen
Sequenzbereichs den Verlust des einzigen bei einem physiologischen pH-Wert (pH 7), positiv
geladenen Sequenzbereichs des CDeT11-24 Proteins darstellt. In Bezug auf eine Funktion als
molekulares Chaperon konnte durch die Deletion des Sequenzbereichs, fiir den die
Ausbildung einer amphipathischen Helix vorhergesagt wurde (Abschnitt 3.1.1), aber auch

eine direkte Proteininteraktion unterbunden werden.
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4.3 Strukturuntersuchungen des CDeT11-24 Proteins durch CD-
Spektroskopie

Die Struktur des CDeT11-24 Proteins wurde bisher nur in silico untersucht (Rohrig et al.,
2006; Facchinelli, 2009) und dabei, wie auch in dieser Arbeit (Abbildung 3.12), als intrinsisch
ungeordnet vorhergesagt. Um diese Vorhersagen experimentell zu belegen und die Struktur
des CDeT11-24 Proteins tiefergehender zu charakterisieren, wurden Strukturanalysen mittels

CD-Spektroskopie durchgefiihrt.

4.3.1 Die Phosphorylierung hat keinen Einfluss auf die intrinsisch ungeordnete
Struktur des CDeT11-24 Proteins

Von Rohrig et al. (2006) wurde in Bezug auf die Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins
die Regulation einer moglichen Coiled-Coil-Interaktion des Proteins diskutiert. Die
Phosphorylierung kénnte dabei auch eine Anderung der Struktur des Proteins hervorrufen.
Um diese Hypothese zu priifen, wurde sowohl phosphoryliertes als auch nicht-
phosphoryliertes CDeT11-24 Protein aus C. plantagineum isoliert bzw. in vitro phosphoryliert
(Abschnitt 3.2.2.1 und 3.2.2.2), und spektroskopisch untersucht.

Durch die Struktur-Analyse des CDeT11-24 Proteins aus C. plantagineum und des
rekombinanten 6His-CDeT11-24 Proteins in Losung konnte flir beide Proteine ein CD-
Spektrum aufgezeichnet werden, dass den charakteristischen Merkmalen eines intrinsisch
ungeordneten Proteins entspricht (Abbildung 3.16). Hierdurch werden sowohl die in silico
Analysen von Rohrig et al. (2006) und Facchinelli (2009) bestitigt, als auch die in dieser
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten computergestiitzten Vorhersage (Abbildung 3.12).
Weiterhin beweisen die Daten, dass das 6His-Tag bzw. die durch den Expressionsvektor
kodierte Sequenz keinen Einfluss auf die intrinsisch ungeordnete Struktur des Proteins hat.
Die phosphorylierten Varianten der Proteine zeigen ebenfalls eine intrinsisch ungeordnete
Struktur (Abbildung 3.16). Ein direkter Vergleich der Spektren der nicht-phosphorylierten
Proteine mit denen der phosphorylierten ergibt zwar kleine Unterschiede hinsichtlich der
Intensitdt der Elliptizitdt, diese beruhen wahrscheinlich jedoch nicht auf einem
Strukturunterschied und sind vermutlich durch Konzentrationsunterschiede der eingesetzten
Proteine zu erkliren (personliche Kommunikation Prof. Harryson). Daher kann die Aussage
getroffen werden, dass keine zumindest durch CD-Spektroskopie detektierbare, Anderung der

Struktur durch die Phosphorylierung erfolgt.
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Diese Beobachtung wurde ebenfalls in vorangegangenen Arbeiten fiir die nicht-
phosphorylierten und phosphorylierten Gruppe 2 LEA-Proteine, aus A. thaliana (Cord7,
Lti31) und Thellungiella salsuginea (TsDHN-1, TsDHN-2) gemacht (Mouillon et al., 2008;
Rahman et al., 2011). Interessanterweise konnte in der Arbeit von Rahman et al. (2011)
zusitzlich gezeigt werden, dass die phosphorylierten Proteine TsDHN-1 und Ts-DHN-2 in
Gegenwart von Liposomen eine hoher geordnete Sekundérstruktur annehmen, als die nicht-
phosphorylierten Versionen der beiden Proteine. Weiterhin konnten die phosphorylierten
TsDHN-1 und Ts-DHN-2 Proteine Aktinfilamente polymerisieren. Die nicht-phosphorylierten
Proteine zeigten diese Eigenschaft hingegen nicht.

Dieses Beispiel zeigt, dass auf Basis der hier durchgefiihrten Strukturanalyse durch CD-
Spektroskopie eine mogliche Strukturdnderung des CDeT11-24 Proteins durch die
Phosphorylierung in vivo nicht ausgeschlossen wird, da es denkbar ist, dass diese
Strukurédnderung erst durch Bindung des CDeT11-24 Proteins an Interaktionspartner, wie
Lipide oder Proteine, erfolgt und diese Bindungs-induzierte Transition sowohl positiv als

auch negativ durch die Phosphorylierung beeinflusst werden konnte.

4.3.2 Das CDeT11-24 Protein hat die Neigung zur ,,disorder to order*“-Transition

Fir einige LEA-Proteine wurde eine ,disorder to order“-Transition durch die Helix-
induzierenden Substanzen SDS und TFE (Lisse et al., 1996; Soulages et al., 2002; Grelet et
al., 2005; Shih et al., 2004), sowie Austrocknung nachgewiesen (Goyal et al., 2003; Shih et
al., 2004; Boudet et al., 2006). Um die Eigenschaften der intrinsisch ungeordneten Struktur
des CDeT11-24 Proteins tiefergehender zu untersuchen, wurde daher ebenfalls die Neigung
des Proteins zur Ausbildung definierter Sekundirstrukturen getestet.

Durch die Titration des 6His-CDeT11-24 Proteins mit TFE wurde eine Anderung der Struktur
von Random-Coil- zu o-Helix-Konformation beobachtet (Abbildung 3.17). Die
Sekundirstruktur dnderte sich dabei von 15 % a-Helix-Konformation ohne TFE, zu 35 %
a-Helix-Konformation mit 35 % TFE. Auch fiir die Proteine CDeT11-24 und AK-CDeT11-24
wurde durch die Titration das gleiche Ergebnis beziiglich TFE-Konzentration und a-Helix-
Anteil ermittelt (Abbildung 3.20). Die Ergebnisse belegen damit, dass das CDeT11-24 Protein
eine dynamische Konformation besitzt und trotz seiner intrinsisch ungeordneten Struktur
unter bestimmten Umstinden teilweise eine geordnete Struktur annehmen kann.

Die Helix-induzierende Eigenschaft von TFE besteht wahrscheinlich darin, dass es sich an das

Protein anlagert und Wasser verdrangt. Hierdurch werden vermutlich intramolekulare
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Wasserstoffbriicken und elektrostatische Interaktionen gebildet, was zu der Ausbildung einer
definierten Sekundirstruktur fiihrt (Roccatano er al., 2002). Es wird einerseits dariiber
spekuliert, dass durch TFE die Zusténde einer Bindung des intrinsisch ungeordneten Proteins
an Interaktionspartner imitiert werden (Hite ef al., 2012). Andererseits kann man spekulieren,
dass sich durch TFE auch eine Strukturdnderung des CDeT11-24 Proteins &hnlich der durch
eine Dehydrierung imitieren ldsst. Denn auch durch Dehydrierung wird die Hydrathiille eines
Proteins reduziert, wodurch intramolekulare Interaktionen wahrscheinlicher werden und eine
Strukturdnderung stattfinden kann (Prestrelski et al., 1993). Zur Unterstiitzung dieser These
sei auf die molekular-dynamische Simulation der Austrocknung des AavLEA1 Proteins
verwiesen, die die ,disorder to order-Transition durch Entfernen der Hydrathiille
veranschaulicht (Abschnitt 1.6.3; Li und He, 2009).

Neben der Strukturdnderung durch TFE konnte auch durch SDS der a-Helix-Anteil des 6His-
CDeT11-24 Proteins erhoht werden (Abbildung 3.18). Hierdurch wird die mit TFE
beobachtete dynamische Konformation des Proteins durch ein weiteres unabhingiges
Experiment bestétigt. Eine durch SDS induzierte Strukturinderung wurde bereits fiir einige
Gruppe 2 LEA-Proteine beschrieben (Ismail et al., 1999; Koag et al., 2003). Da SDS-
Mizellen Oberfldchen ausbilden, die vergleichbar mit Biomembranen aus Phospholipiden sind
(Yamamoto ef al., 2004) wurde von Ismail et al. (1999) fiir die SDS induzierte Transition der
Struktur, auch eine mogliche Strukturdnderung durch Bindung an SDS diskutiert. Weitere
Untersuchungen mit Gruppe 2 LEA-Proteinen ergaben, dass lipidbindende Proteine eine
etwas stdrkere Strukturdnderung zeigten, als Proteine die nicht an Lipide binden (Soulages et
al., 2003; Eriksson und Harryson, 2011). Eine Strukturdnderung durch Bindung des 6His-
CDeT11-24 Proteins an SDS ist hingegen eher unwahrscheinlich und konnte mit den
aufgenommenen CD-Spektren nicht eindeutig verifiziert werden (personliche Kommunikation
Prof. Harryson).

Als dritter Ansatz zur Untersuchung der ,,disorder to order*-Transition wurden CD-Spektren
von getrocknetem CDeT11-24 Protein aufgenommen. Diese ergaben fiir das dehydrierte
CDeT11-24 Protein eine Verdnderung von Random-Coil- zu o-Helix-Konformationen. Im
hydrierten und rehydrierten Zustand hingegen war die Struktur des Proteins wie zuvor
beobachtet intrinsisch ungeordnet (Abbildung 3.21). Dieses Ergebnis unterstiitzt die oben
aufgestellte Hypothese zur dynamischen Konformation des CDeT11-24 Proteins.

Weiterhin ist es auf Basis der ermittelten in vitro Daten durchaus denkbar, dass das
CDeT11-24 Protein seine Struktur auch wihrend der Austrocknung von C. plantagineum

andert. Hieraus ergibt sich, dass eine mdgliche Interaktion des CDeT11-24 Proteins mit
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Proteinen oder Lipiden vielleicht erst durch diese austrocknungsbedingte
Konformationsénderung stattfindet. Diese These ist nicht neu, sondern wurde zuvor schon im
Zusammenhang mit den LEA-Proteinen diskutiert (Tunnacliffe und Wise, 2005, Shih et al.,
2010; Goyal et al., 2003; Shih et al., 2004; Boudet et al., 2000).

4.3.3 Die Struktur des Lysin-reichen Sequenzelements

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Lysin-reiche Sequenzelement an der
Bindung des CDeT11-24 Proteins an Phosphatidséure beteiligt ist (Abschnitt 3.1.5.2) und fiir
den proteinstabilisierenden Effekt des Proteins notwendig ist (Abschnitt 3.3). Aus diesem
Grund wurde das Deletionskonstrukt AK-CDeT11-24 auch auf seine Struktur hin untersucht.
Dies geschah vor allem im Hinblick auf die durch in silico Daten gestiitzte Vorhersage des
Sequenzbereichs als amphipathischen Helix (Abschnitt 3.1.1), da hierdurch ein
Strukturunterschied im Vergleich zum Protein ohne Deletion erwartet wurde.

Die CD-Spektren fiir das AK-CDeT11-24 Protein in Lésung zeigten keine Abweichung von
denen, des CDeT11-24 Proteins ohne Deletion (Abbildung 3.19). Beide Proteine sind
intrinisch ungeordnet. Auch die Titration des AK-CDeT11-24 Proteins mit TFE ergab keine
Abweichung beziiglich der Ausbildung a-helikaler Strukturen im Vergleich zum CDeT11-24
Gesamtkonstrukt (Abbildung 3.20). Fiir beide Proteine wurde durch 30 % (v/v) TFE ein
Maximum von ca. 35 % a-Helix-Anteil nachgewiesen.

Durch die in silico Vorhersage der Sekundarstruktur wurde zwar fiir den Bereich des Lysin-
reichen Sequenzelements eine helikale Struktur vorhergesagt (Abbildung 3.13), diese konnte
jedoch nicht bestétigt werden.

Da dem AK-CDeT11-24 Protein durch die Deletion 25 Aminosduren der Gesamtsequenz (422
Aminoséduren) fehlen, hitte die Deletion des Lysin-reichen Sequenzelements maximal einen
Strukturunterschied von ca. 6 % des a-helikalen Anteils hervorrufen konnen. Fiir das
K-Segment der Gruppe 2 LEA-Proteine, das dem Lysin-reichen Sequenzelement sehr dhnlich
ist (Abschnitt 3.1), wurde durch CD-Spektroskopie eine intrinsisch ungeordnete Struktur in
Losung nachgewiesen (Mouillon et al., 2006). Des Weiteren lieB sich fiir das K-Segment
durch 90 % TFE nur eine Transition der Struktur von < 10 % a-Helix-Anteil induzieren.
Bemerkenswert ist dabei, dass Gruppe 2 LEA-Proteine mit vielen K-Segment-
Wiederholungen, im Vergleich zu anderen Proteinen der Gruppe nur eine relativ geringe
Strukturdnderung durch TFE zeigen (Mouillon et al., 2006). Aus diesem Grund wird von
Mouillon et al. (2006) postuliert, dass die amphipathische a-Helix Struktur, die fiir das
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K-Segment vorhergesagt wird, sich nur durch Bindung an einen spezifischen biologischen
Liganden ausbildet. Diese Schlussfolgerung wird dabei besonders durch das Verstindnis von
intrinsisch unstrukturierten Bindedominen gestiitzt, fir die eine ,disorder to order-
Transition durch Bindung mehrfach belegt wurde (Tompa, 2005; Mohan et al., 2006). Fiir das
Lysin-reiche Sequenzelement des CDeT11-24 Proteins kann daher vermutet werden, dass nur
durch die Bindung an Phosphatidsiure eine ,,disorder to order‘-Transition stattfindet und sich
hierdurch eine Konformationsédnderung ergibt, die der vorhergesagten amphipathischen Helix

entspricht.

4.4 Isolierung und Identifikation von CDeT11-24 Kinasen

Die erst in einer spéten Phase der Austrocknung erfolgende Phosphorylierung des CDeT11-24
Proteins zeigt (Rohrig et al., 2006), dass sogar noch bei einem geringen Wassergehalt von ca.
30 % RWC eine spezifische Regulation physiologischer Prozesse in C. plantagineum
stattfindet. Es wére berechtigt davon auszugehen, dass diese Regulation eine wichtige
Funktion bei der Ausbildung der Austrocknungstoleranz besitzt. Die Eigenart der CDeT11-24
Phosphorylierung liegt jedoch nicht nur in der ,,spiaten Kinaseaktivitit, sondern auch in der
Induktion dieser posttranslationalen Modifikation, die hochst wahrscheinlich ABA-
unabhidngig ist (Facchinelli, 2009). Eine wichtige Voraussetzung, um sowohl den
Mechanismus dieser Regulation als auch die Funktion der Phosphorylierung des CDeT11-24
Proteins aufzukléren, ist die Identifikation der beteiligten Kinasen. Aus diesem Grund wurde
in der vorliegenden Arbeit versucht, CDeT11-24 Kinasen biochemisch aufzureinigen und zu

identifizieren.

4.4.1 Beurteilung der biochemischen Aufreinigung von CDeT11-24 Kinasen

Zu Beginn der Kinase Aufreinigung wurde der In-Gel-Kinase-Assay als Nachweismethode
etabliert. Der Assay mit MBP als Substrat zeigte dabei eine Kinaseaktivitit fiir alle
eingesetzten Gesamtproteinproben aus C. plantagineum mit unterschiedlichem RWC
(Abbildung 3.24). Unterhalb eines RWC von 30 % konnten deutlich mehr Signale detektiert
werden als in den Proben aus Pflanzenmaterial mit einem héheren RCW. Dieses Ergebnis
zeigt, dass unter 30 % RWC Kinasen aktiviert werden, die in Pflanzen mit einem hoheren
RWC anscheinend nicht aktiv sind. Das Ergebnis ist neben der Phosphorylierung des
CDeT11-24 Proteins (Rohrig et al., 2006) ein weiterer Hinweis darauf, dass in der spéten
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Phase der Austrocknung von C. plantagineum noch komplexe Regulationsmechanismen
erfolgen.

Im Gegensatz zum In-Gel-Kinase-Assay Standardprotokoll wurde als nédchstes das
rekombinante 6His-CDeT11-24 Protein erfolgreich als spezifisches Substrat eingesetzt
(Abschnitt 3.4.2). Die Ergebnisse des Assays zeigten Kinaseaktivititen bei einem RWC von
100 % und 60 % (Pfeil A, Abbildung 3.25). Bei einem Wassergehalt von 30 % und 2 % RWC
konnte deutlich eine zusétzliche Kinase detektiert werden (Pfeil B, Abbildung 3.25).
Weiterhin zeigten sich mehrere sehr schwache Banden, die die Aktivitdt weiterer Kinasen
erahnen lassen. Von Rohrig ef al. (2006) wurden fiir das CDeT11-24 Protein insgesamt sieben
Phosphorylierungsstellen identifiziert. Aus diesem Grund ist es moglich, dass in vivo mehrere
Kinasen das Protein phosphorylieren. Dies wird weiterhin durch die Detektion mehrerer
Kinasen im In-Gel-Kinase-Assay, mit 6His-CDeT11-24 Protein als Substrat, belegt. Die
spezifische Phosphorylierungsaktivitit der Kinasen wurde im Weiteren mit in vitro Kinase
Assays kontrolliert (Tabelle 3.1), wobei das stidrkste Signal in der Probe mit 2 % RWC
detektiert wurde.

Fir die biochemische Aufreinigung wurde natives Gesamtprotein von C. plantagineum
Pflanzenmaterial mit einem RWC von 2 % verwendet. Als Nachweismethode fiir die
biochemische Reinigung wurden In-Gel Kinase Assays verwendet. Hierdurch konnte neben
der Enzymaktivitdt auch das ungefahre Molekulargewicht der aktiven Kinasen detektiert
werden. Eine Schwierigkeit der hier durchgefiihrten biochemischen Aufreinigung, lag in der
Strategie, wihrend der ersten Reinigungsschritten moglichst viele Kinasen zusammen
anzureichern. Daher wurden sowohl fiir die Ammoniumsulfatfillung (35-60 %
Ammoniunmsulfat, Abschnitt 3.4.3.1) als auch fiir die Elution der ersten Kationen-
Austauschchromatographie (600 mM NaCl IEX-Puffer, Abschnitt 3.4.3.2) Bedingungen
gewdhlt, die nur eine grobe Reinigung erlaubten. Hierdurch konnten jedoch mehrere
Kinasesignale erfolgreich gemeinsam angereichert werden (Abbildung 3.27, Abbildung 3.29).
Fiir die weitere Aufreinigung wurde das Eluat der ersten Kationen-Austauschchromatographie
durch hydrophobe Interaktionschromatographie aufgetrennt. Dabei wurden die Signale der
Kinasen in mehrere FElutionsfraktionen unterteilt (Abbildung 3.30), womit eine feinere
Aufreinigung durch die folgende zweite Kationen-Austauschchromatographie ermoglicht
wurde. In Bezug auf die Kontrolle der Anreicherung durch die in vitro Kinase Assays
(Tabelle 3.2) ist anzumerken, dass die detektierte spezifische Aktivitdt innerhalb der

Ionenaustauschchromatographie Probe von allen CDeT11-24 Kinasen stammt, wo hingegen
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diese Signale durch die hydrophobe Interaktionschromatographie in die einzelnen Fraktionen
unterteilt worden sind.

Als  letzter =~ chromatographischer = Schritt ~ wurde eine  zweite  Kationen-
Austauschchromatographie durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.3.4), durch die eine weitere
Auftrennung der Fraktionen der hydrophoben Interaktionschromatographie erfolgte. In den
IGKA zeigt sich, dass durch Auftrennung der Fraktionen 0,6 M HIC und 0,3 M HIC pro
Fraktion nur noch eine Kinase detektiert wurde (Abbildung 3.31, 3.32). Die SDS-PAGE mit
Coomassie-Brillant-Blau-Farbung dieser Fraktionen zeigen jedoch immer noch mehrere
Proteinbanden. Obwohl Kinasen aus den Fraktionen, in denen ein Signal detektiert wurde,
durch MS identifiziert werden konnten, wére eine weitere Anreicherung durch einen
zusitzlichen Reinigungsschritt sicherlich moglich gewesen. Hierdurch hitte sich

hochstwahrscheinlich aber auch ein weiterer Aktivitdtsverlust ergeben.

4.4.2 Identifizierung von CDeT11-24 Kinasen

Fir die massenspektrometrische Identifizierung von CDeT11-24 Kinasen wurden die
Fraktionen mit einem detektierten Signal des Mono S-Saulenlaufs eingesetzt (Abschnitt
3.4.3.4). Hierdurch konnte in dem Mono S-Lauf der 600 mM HIC Fraktion die Casein Kinase
IT a-Unterreinheit identifiziert werden. Eine Kinase Identifizierung aus den weiteren Mono S-
Sdulenldufe war leider nicht moglich (Daten nicht gezeigt). In diesem Zusammenhang ist zu
erwéhnen, dass das Genom von C. plantagineum nicht sequenziert ist. Daraus resultiert, dass
trotz Detektion eines Peptides durch MS die Zuordnung zu einer Protein- bzw. Gensequenz,
die letztendlich zu der eigentlichen Identifizierung flihrt, deutlich komplizierter ist als bei
einem sequenzierten Organismus. Diese Tatsache wird zusdtzlich durch das polyploide
Genom von C. plantagineum erschwert (Bartels und Salamini, 2001), da hierdurch von einem
Gen mehrere Allele vorliegen. Fiir die Identifizierung durch MS hat daher besonders die vor
Kurzem durchgefiihrte C. plantagineum Transkriptom-Studie von Rodriguez et al. (2010)
Bedeutung, in der 15000 Sequenzen UniProt-Eintrdgen zugeordnet werden konnten.

Um jedoch weitere Kinasen zu identifizieren, erfolgte eine zusitzliche Kinaseanreicherung
der positiven Mono S-Lauf-Fraktionen, die auf einer spezifischen Bindung von biotinylierten
Nukleotidderivaten beruht (Abschnitt 3.4.3.6). Mit dieser Methode konnte eine weitere

Kinase identifiziert werden, die ein Homolog der VIK aus A. thaliana ist.
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4.5 CDeT11-24 Kinasen

Die identifizierte CK2a ist Bestandteil des CK2 Tetramers, dass sich aus zwei katalytischen
a-Untereinheiten und zwei regulatorischen PB-Untereinheiten zusammensetzt (Ahmed et al.,
2002). Sie wird oft als universelle Kinase beschrieben, da sie in allen Eukaryoten konserviert
und an einer Vielzahl von zelluliren Prozessen beteiligt ist (Pinna 2002; Meggio, 2003).
Bisher wurden mehr als 300 Proteine beschrieben die durch die CKII phosphoryliert werden
(Litchfield, 2003). In Pflanzen ist die CK2 unter anderem an der Vermittlung der abiotischen
Stressantwort beteiligt (Riera et al., 2003; Mulekar et al., 2012). Als Substrat der CK2 wurden
unter anderem die LEA-Proteine der Gruppe 2 ermittelt (Heyen et al., 2002; Alesheik et al.,
2005; Mehta et al., 2009). Weiterhin wurde fiir das CDeT11-24 Protein ebenfalls eine
Phosphorylierung durch die CK2 vorhergesagt (Rohrig et al., 2006), die in der vorliegenden
Arbeit durch in vitro Kinase Assays bestétigt werden konnte (Abschnitt 3.2.2.2).

Um daher eine mogliche Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins und eine in vivo
Bedeutung der CK2a zu verifizieren, wurde die Kinase kloniert und als rekombinantes
6His-CK2a Protein isoliert (Tierbach, unverdffentlicht; Pierog, 2011). Durch in vitro Kinase-
Assays mit der CK2a und dem CDeT11-24 Protein war es jedoch nicht mdglich eine
Phosphorylierung nachzuweisen, obwohl eine Aktivitit der a-Untereinheit ohne
regulatorische Untereinheit bestitigt ist (Matsushita et al., 2002, Xavier et al., 2012). Um
auszuschlieBen, dass das detektierte Signal wihrend der Aufreinigung auf eine
Autophosphorylierung zuriickzufiihren ist, oder die rekombinante CK2a keine Aktivitét
besitzt, konnte daher als nichstes die Aktivitiat des 6His-CK2a Proteins mit einem etablierten

Substrat getestet werden.

Als zweite potentielle CDeT11-24 Kinase wurde das C. plantagineum Homolog der VIK
(cpVIK) aus A. thaliana identifiziert (Abschnitt 3.4.3.6; Anhang 7). Diese Kinase gehort zu
der MAPKKK (Abschnitt 1.8) Subgruppe C1, deren charakteristisches Merkmal das
N-terminal vorkommende Ankyrin-Motiv ist (Ichimura et al., 2002). Dieses aus
33 Aminosduren bestechende Motiv bildet eine Struktur von zwei antiparallelen a-Helices
sowie einer B-Hairpin, tritt meist in Wiederholungen auf und ist dafiir bekannt an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt zu sein (Gorina und Pavletich, 1996; Sedgwick und Smerdon,
1999; Rubtsov und Lopina, 2000).

In der Pflanzengattung Medicago wurden bereits zwei Ankyrin-Kinasen eingehender

untersucht und deren Funktion in Bezug auf osmotischen Stress sowie die Wurzelentwicklung
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diskutiert (Chinchilla et al., 2003; Chinchilla et al., 2008). Auch fiir die VIK in 4. thaliana
wurde zundchst eine eteiligung an der Ausbildung der Blattnervatur nachgewiesen
(Cereserani et al., 2009). Die neuesten Untersuchungen der VIK ergaben des Weiteren auch
eine stimulierende Wirkung auf den Glucoseimport in die Vakuole sowie eine Induktion des
Gens durch Kilte, Salz und Trockenheit gezeigt werden (Wingenter et al., 2011). Dies deutet
daruf hin, dass die cpVIK moglicherweise auch an der Ausbildung der Austrocknungstoleranz
von C. plantagineum beteiligt sein konnte.

Aus diesem Grund wurde ebenfalls die Expression des cpvik Gens in C. plantagineum
untersucht. In diesen Studien konnte jedoch keine Induktion des Gens durch Salzstress und
Austrocknung im Vergleich zu unbehandelten C. plantagineum Pflanzen nachgewiesen
werden (Lang, 2012). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde in der C. plantagineum
Transkriptom-Studie fiir die cpVIK ein normalisiertes Expressionsniveau von 6,28 (hydriert),
8,69 (teildehydriert), 20,92 (dehydriert) und 8,78 (rehydriert) ermittelt (Rodriguez et al.,
2010). Diese Daten wiirden hingegen fiir eine Induktion des Gens durch Austrocknung von
C. plantagineum sprechen. Beziiglich der Expressionsdaten ist anzumerken, dass die
Regulation der Aktivitdt der VIK nicht zwangsldufig auf Transkriptionsebene stattfinden
muss. Es ist auch durchaus denkbar, dass die Aktivitit der cpVIK post-translational durch
Phosphorylierung reguliert werden konnte. Weiterhin ldsst sich aufgrund der in dieser Arbeit
ermittelten Daten dariiber spekulieren, dass das CDeT11-24 Protein erst nach einer moglichen
»disorder to order“-Transition oder Rekrutierung an die Membran durch die cpVIK
phosphoryliert wird.

Zur Bestitigung einer moglichen Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins durch die
cpVIK, sollte zunichst die hochste Prioritdt auf die Klonierung des Gens und die Expression
als rekombinantes Protein gelegt werden. AnschlieBend konnten dann in vitro Kinase Assays

den Beweis erbringen, dass die cpVIK das CDeT11-24 Protein phosphoryliert.
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4.6 Ausblick

Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen ergeben sich Hinweise darauf,
dass das CDeT11-24 Protein iiber das Lysin-reiche Sequenzelement an Phosphatidsdure
bindet. Die Spezifitit der Bindung sollte zunéchst jedoch durch weiterfiihrende Versuche mit
Liposomen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Phosphatidsdure und anderen
anionischen  Phospholipiden bestitigt werden. Die Bindung des Lysin-reichen
Sequenzelements wurde bisher nur durch in vitro Versuche belegt. Somit ergibt sich die Frage
nach der in vivo Relevanz. Fiir die weiterfiilhrende Untersuchung konnte daher zunichst die
Bindung des CDeT11-24 Proteins an das Membranlipid Phosphatidsdure durch GFP-
Konstrukte in Pflanzen gestestet werden. Hierdurch lieBe sich mdglicherweise die postulierte

Membranbindung des CDeT11-24 Proteins bestitigen.

Da fiir LEA-Proteine der Gruppe 2 eine phosphorylierungsabhingige Bindung an Liposomen
nachgewiesen wurde, wire es aulerdem sinnvoll, phosphoryliertes CDeT11-24 auf seine
Lipidbindungseigenschaften zu priifen. Hierzu konnten auch CDeT11-24 Proteinvarianten
verwendet werden, in denen die Phosphorylierung der phosphorylierten Aminosduren durch
die gezielte Mutagenese zu negativ geladenen Aminosduren imitiert wird. Ein weiterer
Bestandteil der Untersuchung der CDeT11-24 Lipidbindung war die beobachtete
Vesikelaggregation. Zur Kontrolle, ob dieser Effekt nicht nur auf die Assay Bedingungen

zuriickzufiihren ist, sollten weitere Versuche moglichst mit ex vivo Membranen folgen.

Da sich durch CD-Spektroskopie kein Strukturunterschied zwischen dem CDeT11-24
Gesamtkonstrukt und dem Konstrukt AK-CDeT11-24, in dem das Lysin-reiche
Sequenzelement deletiert ist ergab, wurde in der vorliegenden Arbbeit eine mogliche
bindungsinduzierte Strukturdnderung diskutiert. Um diese zu belegen, sollten daher die
Struktur dieser beiden Konstrukte zusétzlich in Anwesenheit von Phosphatidsdurevesikeln
untersucht werden. Moglicherweise konnte so durch FTIR-Spektroskopie eine ,,disorder to

order*-Transition belegt werden.
Generell konnten die bisher mit dem CDeT11-24 Protein durchgefiihrten Versuche auch fiir

diec Homologen aus A. thaliana, RD29a und RD29b wiederholt werden, um eine

Allgemeingiiltigkeit der in dieser Arbeit nachgewiesenen Funktionen fiir die Familie der
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CAP160 Proteine zu bestitigen. Dies gilt auch besonders in Bezug auf die

proteinstabilisierende Wirkung wéhrend der Austrocknung.

Da fiir die identifizierten CDeT11-24 Kinasen CK2a und cpVIK bisher keine in vitro
Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins belegt wurde, ist es zwingend erforderlich diese
durchzufiihren. Nur durch diese Experimente lésst sich eine mdgliche in vivo Relevanz fiir die

Kinasen gegeniiber der CDeT11-24 Phosphorylierung ermitteln.
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5 Zusammenfassung

Die trockentolerante ~Wiederauferstehungspflanze Craterostigma plantagineum, die
Diirreperioden durch Ausbildung eines Ruhestadiums {iberleben kann, ist schon seit vielen
Jahren ein wichtiges Modellsystem zur Erforschung der molekularen Mechanismen der
Austrocknungstoleranz. Von der Pflanze werden im Verlauf der Austrocknung verschiedene
SchutzmaBnahmen eingeleitet, zu denen unter anderem die Akkumulation des Proteins
CDeT11-24 zihlt, dessen Expression durch Austrocknung und ABA bisher gut untersucht
wurde. Des Weiteren konnte fiir das CDeT11-24 Protein nachgewiesen werden, dass es erst in
einer spiten Phase der Austrocknung, anscheinend ABA-unabhingig phosphoryliert wird. Die
eigentliche Funktion des Proteins und seiner Phosphorylierung in Bezug auf die
Austrocknungstoleranz waren bisher unbekannt. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Arbeit die Funktion, Struktur und Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins
eingehender untersucht.

Mit Hilfe von Liposomen-Assays und Protein-Lipid-Overlay-Assays gelang es, eine Bindung
von rekombinantem CDeT11-24 Protein an Phosphatidsdure nachzuweisen. Um den Einfluss
des N-terminalen Lysin-reichen Sequenzelements zu untersuchen, wurde das
Deletionskonstrukt AK-CDeT11-24 hergestellt. Diese Deletion fiihrte zu einer starken
Reduktion der Protein-Lipid-Interaktion, wodurch eine Beteiligung des Lysin-reichen
Sequenzelements an der Phosphatidsdure-Bindung bewiesen werden konnte. Trotzdem
ergaben sich Hinweise darauf, dass auch eine weitere Bindungsdoméne bestehen muss.

Ein weiterer Ansatz zur Erforschung der Funktion des CDeT11-24 Proteins lag in der
Durchfiihrung von Enzym-Austrocknungs-Assays. Diese belegen, dass das CDeT11-24
Protein Citratsynthase und Lactatdehydrogenase vor einem durch Austrocknung bedingten
Aktivitatsverlust schiitzten kann. Aus diesem Grund wird eine proteinstabilisierende Funktion
des CDeT11-24 Proteins postuliert. Fiir das Deletionskonstrukt AK-CDeT11-24 hingegen,
konnte nur eine schwache Schutzfunktion ermittelt werden, womit eine zweite bedeutende
Funktion fiir das Lysin-reiche Sequenzelement des CDeT11-24 Proteins ermittelt werden
konnte.

In Bezug auf die Struktur des CDeT11-24 Proteins wurde durch CD-Spektroskopie gezeigt,
dass das CDeT11-24 Protein in Losung groftenteils in Random-Coil-Konformation vorliegt
und daher ein intrinsisch-ungeordnetes Protein ist. Eine Strukturdnderung durch die

Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins konnte hingegen nicht belegt werden. Auch das
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AK-CDeT11-24 Protein zeigte keine verdnderte Struktur im Vergleich zum Gesamtkonstrukt
des Proteins. Dies ldsst vermuten, dass die flir das Lysin-reiche Sequenzelement durch in
silico Analysen vorhergesagte amphipathische Helix sich moglicherweise erst durch eine
Bindung an Phosphatidsdure ausbildet. Es konnte fiir das CDeT11-24 Protein jedoch eine
Hdisorder to order-Transition von Random-Coil- zu o-Helix-Konformation durch
Trifluorethanol, SDS und Austrocknung bewiesen werden. Hierdurch ergeben sich Hinweise
darauf, dass das CDeT11-24 Protein eine dynamische Konformation besitzt und
moglicherweise erst durch Austrocknung oder Bindung an Interaktionspartner seine
funktionelle Konformation annimmt.

Ein weiterer Teil der vorliegenden Arbeit bestand in der Isolierung und Identifizierung von
CDeT11-24 Kinasen. Mit Hilfe von chromatographischen Reinigungsverfahren wurde dabei
Gesamtprotein aus getrockneten C. plantagineum Pflanzen aufgetrennt und durch In-Gel bzw.
in vitro Kinase Assays auf Kinaseaktivitit getestet. Durch diese biochemische
Reinigungsstrategie gelang es, zwei Kinasen so weit aufzugreinigen, dass es moglich war, sie
massenspektrometrisch zu identifizieren. Diese Kinasen (CK2a und VIK) werden beide in der
Literatur mit osmotischen Stress in Verbindung gebracht und sind daher vielversprechende
Kandidaten fiir die Phosphorylierung des CDeT11-24 Proteins wéhrend der Austrocknung
von C. plantagineum. Um eine biologische Relevanz unter physiologischen Bedingungen
bestitigen zu konnen sind allerdings noch Untersuchungen der Phosphorylierungsspezifitit

notig.
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7.2 DNA-Sequenzen
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MGSSHHHHHH
VKEKAKKLKG
EYGGLSERDV
LGSTAGQGAK
GQENDLPQSH
AAAKNVVASK
VYEKVAGAGS
YLSEKLKPGD
GSIKGVVGSL

MESQLHRPTE
DDDADYDEET
ANLDKPADVQ
LKGVNYGGDD
DAANDQPQSM
PADAGATQOK
GTTAGEQAQG
EKLQLSKKPA
ESAAAANEQT

SSGLVPRGSH
SINKKHGSSQ
NIPHPLASTE
ESDVDPLTRG
PSSEDEPKKF
LGYGGNQAQQ
TVTSKVWGSG
EDKALSQAIM
IGGGNKINAT

QEMMEGQTAD
NTSPAVHGAP
VPPPVPEATP
SNPLAGQEHQ
PODTITGKIS
KPLTETAAEY
GEGTVDGGAA
AGEGGAVDET
QALGSGETAA

MESQLHRPTE
DDDADYDEET
ANLDKPADVQ
LKGVNYGGDD
DAANDQPQSM
PADAGATQQOK
GTTAGEQAQG
EKLQLSKKPA
ESAAAANEQT

HGEKKSMLAK
GMNPPPTQGG
EVSDKGLTED
ATSDEPKSFP
SVPAVIVDKA
KNMVAEKLTP
APNKGVFTKD
KANESSPGVV
AEAAKVEQ

QEMMEGQTAD
NTSPAVHGAP
VPPPVPEATP
SNPLAGQEHQ
PODTITGKIS
KPLTETAAEY
GEGTVDGGAA
AGEGGAVDET
QALGSGETAA

VKEKAKKLKG
EYGGLSERDV
LGSTAGQGAK
GQENDLPQSH
AAAKNVVASK
VYEKVAGAGS
YLSEKLKPGD
GSIKGVVGSL

HGEKKSMLAK
GMNPPPTQGG
EVSDKGLTED
ATSDEPKSFP
SVPAVIVDKA
KNMVAEKLTP
APNKGVFTKD
KANESSPGVV
AEAAKVEQ

SINKKHGSSQ
NIPHPLASTE
ESDVDPLTRG
PSSEDEPKKF
LGYGGNQAQQ
TVTSKVWGSG
EDKALSQAIM
IGGGNKINAT
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AK-CDeT11-24

51
101
151
201
251
301
351
401

MESQLHRPTE
PTOGGEYGGL
GLTEDLGSTA
PKSFPGQEND
IVDKAAAAKN
EKLTPVYEKV
VEFTKDYLSEK
SPGVVGSIKG
VEQ

QEMMEGQTAD
SERDVNIPHP
GQGAKESDVD
LPQSHPSSED
VVASKLGYGG
AGAGSTVTSK
LKPGDEDKAL
VVGSLIGGGN

HGSSQDDDAD
LASTEANLDK
PLTRGLKGVN
EPKKFDAAND
NQAQQPADAG
VWGSGGTTAG
SQAIMEKLQL
KINATESAAA

YDEEINTSPA
PADVQVPPPV
YGGDDSNPLA
QPOSMPQODTTI
ATQQOKKPLTE
EQAQGGEGTV
SKKPAAGEGG
ANEQTQALGS

7.4 Massenspektrometrische Kinase-Identifizierung

7.4.1

Peptid: VYTDVNVVRPR

Identifizierung der CK2a-Peptide

VHGAPGMNPP
PEATPEVSDK
GQEHQAISDE
TGKISSVPAV
TAAEYKNMVA
DGGAAAPNKG
AVDETKANES
GETAAAEAAK

yil)

biGi++

Yl ee

4
il

v g0 100+

JE10

Abbildung 7.1: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids VYTDVNVVRPR.

Monoisotopische Masse des Peptids: 1316,879202 Da
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Tabelle 7.1: pblast mit dem Peptid VYTDVNVVRPR. Die Tabelle gibt die ersten drei Treffer an.

. o Max uer
Accession Description Total score Query
score coverage

E value Max ident

predicted protein
BAJ85347.1 | [Hordeum vulgare | 35.8 35.8 90% 0.1 100%
subsp. vulgare]

putative casein
kinase II subunit
NP_973518.1 | alpha [Arabidopsis | 35.8 35.8 90% 0.1 100%
thaliana]
>gb|AEC07405.1]

putative casein
kinase II catalytic
AAMG65273.1 (alpha) subunit 35.8 35.8 90% 0.1 100%
[Arabidopsis

thaliana]

Zuordnung der Peptidsequenz (VYTDVNVVRPR) zu den Sequenzierungsdaten von
Rodriguez et al. (2010):

>contigB14278 length=1207 numreads=48
aagcagtggtatcaacgcagagtactcggggaaaatgatagattttaatttagattgatgagaaacagtccgtga
ggtgtgagtggagtgaatacgcggctggcgcactttcgecgectctgattctecccaatctecgetagegtgegeeccta
gtcgctttgcgtgecgeccgtgegttcecgecteccecctagtecgectategettetttectecatectttecgecaccgtaggt
aaggcggacgacgccgtatcgccgcagatctactcecctecggagatgtcgaaatctcgggtatacaccgacgtcaac
gtggtgcgtcccagggaatactgggactacgagaatctcaccgtgcagtggggcgaccaagatgattatgaggtyg
attcgcaaagttggaaggggaaaatacagtgaagttttcgagggcgtaaatgttaataacaatgagcgctgtatt
attaaaattctcaagcctgttaagaagaaaaagatcaagagagaaatcaagatactccagaacctatgtgggggce
accaacattgtcaaacttctagacgtcgtcagagatcagaattcaaaaactcctagtttgatattcgaatatgtyg
aatagtacagacttcaaagttctgtatcctaccttgacagattatgacatccgttactacatttatgagettcte
aaggctctcgattactgtcactcacagggcatcatgcacagagatgttaagcctcataatgtgatgatagaccat
gagctaaggaaacttcgtctgattgattggggtcttgcagaattttatcaccctggaaaggagtataatgtccgt
gttgcctcaagatactttaagggtccagagcttcttgttgatttgcaagactatgactattctttggaccatgtyg
gagccttggctgcatgtttgcaggaatgatatttcgcaaggaacctttecttttatgggcatgataaccaagacag
cttgttaaaattgccaaggtgcttggaaccgatgagttgaatgcctatttgcacaagtaccatcttgagctagat
cctcagcttgaagcccttgtcgggaggcacagcagaaaaccatggtcaaagttcatcaatgcagataaccageat
ctcgtgtcaccagaggccattgatttceccttgacaaactacttecgectatgatcanacaggataggctcacggcaaa
agaagca
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Peptid: EAMAHPYFSOVR

yid)
TR as

g Qe gyl Dee

bifI—fd++
BOC3)
i 10+ '
Y5y
b 70

yi3

(7
BOCEY

-

yiZy
hOC5)

j Ll

%
+*

Al nlid Lod

! G.;,...JJ

Abbildung 7.2: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids EAMAHPYFSQVR.

Monoisotopische Masse des Peptids: 1450,6663 Da

Tabelle 7.2: pblast mit dem Peptid EAMAHPYFSQVR. Die Tabelle gibt die ersten drei Treffer an.

Accession Description Max Total Query E value M ax
score score coverage ident
casein kinase II, alpha
XP 002533161.1 chain, putative 43.9 43.9 100% | 2.00E-04 100%
- [Ricinus communis]
>gb|EEF29220. 1|
AFK43959.1 unknown [Lotus 43.9 43.9 100% | 2.00E-04 100%
japonicus)]
AFK43104.1 unknown [Medicago | 5 o 43.9 100% | 2.00E-04 100%
truncatula]

Zuordnung der Peptidsequenz (EAMAHPYFSQVR) zu den Sequenzierungsdaten von
Rodriguez et al. (2010):

>contigAl2181 length=642 numreads=57
ccaattttcactaatacattcatacatgagtactgattatcgacattcggttaacacaagcacaagataataaaa
tacatgcgaatgtgctacttttgagtttcaaatgattaataaagatacacaagcaacagtctagctagagttgcce
caacaacgtatgacattattgancggatagcatagcagatatggaaggcaaatgagcntattaggttcttgtect
gctattctcagcagccctcacttgcgagaaatatggatgagccattgecttecttttgectgtgagectatectgatyg
atcatagcgaagtagtttgtcaaggaaatcaatggcctctggtgacacgagatgctggttatctgcattgatgaa
ctttgaccatggttttctgctgtgecctccaacaagggcttcaagctgaggatctagectcaagatggtacttgtgt
aaataggcattcaactcatcggttccgagcaccttggcaattttaacaagctggtcttggttatcatgecccataa
aagaaaggttccttgcgaaatatcattcctgcaaacatgcagccaaggctccacaagtccaaagaatagtcatag
tcttgcaaatcaacaagagctctggacccttaaagtatcttg
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Peptid: ILONLCGGTNIVK

yill+s

YO L1 ++

(3} B L+
bEC1L)
1
g1l
1
1

bEiG
WS

i} ++
k ]
b5
> E% yi6)
W - bt
Ll |
¥
¥
[
B

i LL|I|

4

Abbildung 7.3: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids ILQNLCGGTNIVK.

Monoisotopische Masse des Peptids: 1428,7759 Da

Tabelle 7.3: pblast mit dem Peptid EAMAHPYFSQVR. Die Tabelle gibt die ersten vier Treffer an.

Description Max Total Query E value Max ident
score score coverage

Accession

predicted protein
[Naegleria gruberi]
XP 002669692.1 >gb|EFC3694811| 443 443 100% 2.00E-04 100%
predicted protein
[Naegleria
gruberi]
hypothetical
protein
CANS80358.1 VITISV 002027 39.7 39.7
[Vitis vinifera]
unknown

ACJB4704.1 [Medicago
truncatula]

100% 0.007 92%

39.7 39.7 100% 0.007 92%

casein kinase 11,
alpha chain,
XP_002533161.1 | putative [Ricinus

communis|
>gb|EEF29220.1]]

100% 0.007 92%

39.7 39.7
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Zuordnung der Peptidsequenz (ILQNLCGGTNIVK) zu den Sequenzierungsdaten von
Rodriguez et al. (2010):

>contig00263 length=272 numreads=76

Agggaatactgggactacgagaatctcaccgtgcagtggggcgaccaagatgattatgaggtgattcgcaaagtt
ggaaggggaaaatacagtgaagttttcgagggcgtaaatgttaataacaatgagcgctgtattattaaaattctce
aagcctgttaagaagaaaaagatcaagagagaaatcaagatactccagaacctatgtgggggcaccaacattgtce
aaacttctagacgtcgtcagagatcagaattcaaaaactcctagttt

7.4.2 Identifizierung des cpVIK-Peptids

Peptid: LLEEDPSLVNAR
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Abbildung 7.4: Massenspektrum der Fragmentierung des Peptids LLEEDPSLVNAR

Monoisotopische Masse des Peptids: 1354,7092 Da
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Tabelle 7.4: pblast mit dem Peptid LLEEDPSLVNAR. Die Tabelle gibt die ersten sechs Treffer an.

[Arabidopsis thaliana]
>ob|AAD39286.1]AC007576 9

Accession Description Max | Total Query E value | Max
score | score coverage ident

XP _002312262.1 | predicted protein [Populus 37.1 | 37.1 100% 0.046 92%
trichocarpa] >gb|EEE89629.1|

XP 003517809.1 | PREDICTED: dual specificity | 36.7 | 36.7 100% 0.063 92%
protein kinase pyk1-like
[Glycine max]

XP 003520094.1 | PREDICTED: LOW 36.7 | 36.7 100% 0.063 92%
QUALITY PROTEIN:
serine/threonine-protein kinase
TNNI3K-like [Glycine max)

EKC20641.1 Ankyrin repeat domain- 354 | 354 100% 0.16 83%
containing protein 49
[Crassostrea gigas]

XP_002890035.1 | kinase family protein 34.6 | 34.6 100% 0.31 83%
[Arabidopsis lyrata subsp.
lyrata] >gb|[EFH66294.1|

NP 172853.1 VH1-interacting kinase 34.6 | 34.6 100% 0.31 83%

Zuordnung der Peptidsequenz (LLEEDPSLVNAR) zu den Sequenzierungsdaten von
Rodriguez et al. (2010):

>contig28544

length=386

numreads=17

tcggggtataacgaaaaaaataaaaacaaattaaaaatatcagagaaggccttaacagttatgagcgcaagcgag
ggaagttcaggccactcagcggcctceccggecgacgceccgecttecggeggtggagaagaagaaggagaaggcgcecgegtyg
agtcgcacgtcccaaatcctgtggcacgcgcaccaaaacgacgceccgcggegttgaggaagctcecctecgaggaggat
ccttcgctggtcaacgccagagactacgatcagaggacgcecctctacacgtggcagectttgcacgggtggatcgat
gttgaccaattgcctattggactacaaagccgacgtcaacgcacaggatcggtggaaaaatact

150



Anhang

7.5 Danksagung

Mein ganz besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. Dorothea Bartels fiir die Moglichkeit, diese
Dissertation in ihrer Arbeitsgruppe anzufertigen. Vielen Dank fiir die freundliche Betreuung

sowie das Vertrauen, das sie in mich gesetzt haben.

Herrn PD Dr. Hans-Hubert Kirch danke ich fiir die Ubernahme des Koreferats. AuBerdem
bedanke ich mich auch dafiir, dass ich ihn stets beziiglich molekularbiologischer Arbeiten um

Rat fragen konnte.

Ich danke auch den weiteren Mitgliedern der Priifungskommission Herrn Prof. Dr. Erwin A.

Galinski und Herrn PD Dr. Bodo M. Mdseler.

Ferner danke ich Herrn Dr. Horst Rohrig fiir die langjéhrige Unterstiitzung, ein immer offenes

Ohr und dafiir, dass er sein Wissen iiber Proteinbiochemie mit mir geteilt hat.

Dr. Jirgen Schmidt, Dr. Thomas Colby, Anne Harzen und Ursula Wieneke vom Max-Planck-
Institut fir Pflanzenziichtungsforschung danke ich fiir die Durchfiihrung der

massenspekrotometrischen Analysen und die lehrreichen wissenschaftlichen Diskussionen.

Des Weiteren danke ich Prof. Dr. Pia Harryson und Dr. Sylvia Erikkson vom ,,Department of
Biochemistry and Biophysics® an der Universitdt Stockholm fiir die Strukturanalyse des

CDeT11-24 Proteins mittels CD-Spektroskopie.

Barbara Kalisch und Herrn Prof. Dr. Peter Dérmann vom IMBIO (Universitit Bonn) danke
ich fiir Bereitstellung der PLO-Assay-Membranen und Hilfestellungen bei der Auswertung
der Analyse, die entscheidende Hinweise beziiglich der CDeT11-24 Phosphatidsidure Bindung

ergeben haben.

Bei Frau Christiane Buchholz mochte ich mich fiir die Aufzucht von unzéihligen

Craterostigma plantagineum Pflanzen bedanken, die flir meine Arbeit unerlisslich waren.

Der gesamten Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Dorothea Bartels danke ich fiir die schone

gemeinsame Zeit.

Nicht zuletzt danke ich Dr. Jessica Schmitz, Dr. Fabio Facchinelli, Fritz WaBlmann, Guido
Ufer, Alena Tierbach und all meinen Freunden, die mir immer mit Rat und Tat zur Seite
standen. Meinen Eltern und meiner Familie danke ich fiir die permanente Unterstiitzung

wahrend der Zeit meiner Doktorarbeit.

151



Anhang

7.6 Teilpublikation

Petersen J, Eriksson SK, Harryson P, Pierog S, Colby T, Bartels D, Rohrig H. (2012).
The lysine-rich motif of intrinsically disordered stress protein CDeT11-24 from Craterostigma
plantagineum is responsible for phosphatidic acid binding and protection of enzymes from

damaging effects caused by desiccation. Journal of Experimental Botany 63, 4919-4929.

152



