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1 Einleitung

Zu den auffilligsten Reaktionen, mit denen Lebewesen auf &uBlere Reize reagieren, zdhlen
Bewegungen. Im Gegensatz zu vielen niederen Pflanzen sind die hoheren und die meisten
komplizierter gebauten niederen Pflanzen aufgrund ihrer sessilen Lebensweise nicht in der Lage,
als Ganzes ihre Position zu verdndern. Ortsfeste Organismen konnen allerdings durch
Wachstumsvorgénge  hervorgerufene Lagednderungen von Organen auf verdnderte

Umgebungsbedingungen reagieren.

1.1 Tropismen

Zu den Mechanismen, die eine Verlagerung einzelner Organe oder Teile des Organismus durch
Krimmungsbewegungen hervorrufen, gehoren die Tropismen. Diese beispielsweise durch
differenzielles Wachstum gegeniiberliegender Flanken erfolgten Lageverdnderungen werden
durch gerichtete Reize induziert und orientiert. Neben anderen Stimuli wird das Wachstum

dieser Lebewesen hauptséchlich durch das Schwerefeld der Erde und durch Licht beeinflusst.

1.1.1 Gravitropismus

Viele Lebewesen sind befdhigt, ihre Organe durch Kriimmungsbewegungen in eine bestimmte
Richtung zur Erdbeschleunigung zu bringen (STRASBURGER, 1991). Wachstumsbewegungen,
die beziiglich ihrer Richtung durch die Richtung der Erdbeschleunigung bestimmt sind, werden
als Gravitropismus bezeichnet (MOHR & SCHOPFER, 1992). Zu unterscheiden sind negativer
und positiver Gravitropismus. Gekennzeichnet ist der positive Gravitropismus durch das
Wachstum der Organe in Richtung der auf sie einwirkenden Schwerkraft. Beispiele hierfiir sind
Hauptwurzeln, Rhizoide an Farnprothallien, Moosen und Algen. Negativ gravitrop dagegen
verhalten sich u. a. Hauptsprosse, die Fruchtkorper vieler Hutpilze sowie die Sporangiophoren

von Mucor und Phycomyces (LIBBERT, 1987).
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1.1.1.1 Statolithen als Gravisuszeptoren

Allgemein akzeptiert ist die Hypothese, dass sogenannte Statolithen als Suszeptoren dienen und
durch ihre Verlagerung in die intrazelluldre Weiterleitung des Schwerereizes in hoheren Pflanzen
involviert sind  (VOLKMANN & SIEVERS, 1979, SIEVERS & HENSEL, 1982,
BJORKMANN, 1988 und SACK, 1997). Dies wird durch physiologische und genetische
Untersuchungen an Arabidopsis thaliana gestiitzt, deren Amyloplasten fiir den Gravitropismus
notwendig sind (KISS et al. 1989 und FUKAKI et al. 1998). Gut untersucht sind die Statolithen
der Griinalge Chara foetida. Thre Rhizoide enthalten Vesikel mit Bariumsulfatkristallen, deren
Verlagerung mit der Interaktion von Actinfilamenten verkniipft ist (SIEVERS et al. 1991 und
1996 und BRAUN & SIEVERS, 1994).

1.1.2 Phototropismus

Licht stellt einen duBerst wichtigen Faktor fiir die Lebensweise sessiler Organismen dar. Seine
Richtung, Intensitdt, Dauer und spektrale Zusammensetzung sind von erheblicher
okophysiologischer Bedeutung fiir den Energie- und Stofthaushalt durch die Photosynthese, die
Wirkung auf die Samenkeimung und die Entwicklung der Keimlinge sowie die Regulation der
vegetativen und dariiber hinaus auch der reproduktiven Entwicklung. Die Lebensweise ist auf
den Faktor Licht hin optimiert. Dies bedeutet, dass zur optimalen Ausnutzung des Lichtes und
zum  Schutz  vor  schidigender  Lichtwirkung  sessile  Organismen  gerichtete
Wachstumsbewegungen einzelner Organe durchfiihren. Beim Phototropismus legt Licht die
Richtung der Bewegung fest (MOHR & SCHOPFER, 1992). Analog zum Gravitropismus

spricht man auch hier von positivem und negativem Phototropismus.

1.1.2.1 Photorezeptoren

Die Absorption des Lichtes erfolgt durch spezielle Rezeptorsysteme. Neben den im Rot- und
Dunkelrotbereich absorbierenden Phytochromen sind die Photorezeptoren zu erwdhnen, deren
Wirkungsspektrum im UV-A (320-400 nm) und Blau (400-500 nm) liegt. Zu den
Photorezeptorsystemen, die an der blaulichtinduzierten Regulation von Bewegungsvorgingen

beteiligt sind, gehoren die Cryptochrome 1 und 2 (AHMAD & CASHMORE, 1993 und 1996
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und AHMAD et al., 2002) und Phototropine 1 und 2 aus Arabidopsis thaliana (CHRISTIE et al.,
1998 und 1999) sowie die lichtaktivierte Adenylatzyklase aus Euglena gracilis (ISEKI et al.,
2002).

1.1.2.2 Cryptochrom / DNA-Photolyase

Die bis heute am intensivsten untersuchten Blaulichtrezeptorsysteme sind die Cryptochrome.
Das aus der Photomorphogenesemutante hy4 (KOORNEEF et al, 1980) von Arabidopsis
thaliana isolierte Gen (AHMAD & CASHMORE., 1993) zeigte in seiner abgeleiteten
Aminoséuresequenz Ahnlichkeit zu einer schon bekannten Klasse von DNA-Reperaturenzymen,
den bakteriellen Photolyasen, und wurde wegen seiner Photorezeptorfunktion von LIN et al.
(1995a) cryl genannt. Neben Arabidopsis thaliana (AHMAD & CASHMORE., 1993,
HOFFMAN et al., 1996, LIN et al,, 1996, BRUDLER et al., 2003) konnten aus einer Reihe
hoherer Pflanzen Cryptochrome charakterisiert werden: Senf (BATSCHAUER, 1993), Tomate
(NINU et al, 1999, PEROTTA et al., 2001), Gerste (PEROTTA et al., 2001) und Reis (HIROSE
& TAKANO, 2003). Strukturell und funktionell gut untersucht ist die Photolyase von
Escherichia coli (SANCAR, 2003). Hinweise auf Cryptochrome wurden bei weiteren Bakterien
(Synechocystis; NG et al., 2003, Mezorhizobium loti und Vibrio cholerae; WORTHINGTON et
al., 2003), dem Pilz Streptomyces griseus (KOBAYASHI et al., 1998a), bei Saccharomyces
cervisiae (SANCAR, 2003), dem Farn Adianthum capillus-veneris (KANEGAE & WADA,
1988), dem Moos Physcomitrella patens (IMAIZUMI et al, 2002) und der Griinalge
Chlamidomonas reinhardtii (SMALL et al., 1995) gefunden. Chryptochrome sind ebenfalls aus
Drosophila (EMERY et al, 2000), der Maus (KOBAYASHI et al, 1998b), dem Huhn
(YAMAMOTO et al., 2001), der Wachtel (FU et al., 2002), dem Zebrafisch (KOBAYASHI et
al., 2000) und dem Menschen (HSU et al., 1996 und TODO et al., 1996) ndher charakterisiert.

1.1.2.3 Mechanismus und Struktur der DNA-Photolyase von Escherichia coli

Anhand der zu den ersten identifizierten Blaulicht-Photorezeptoren gehorenden DNA-Photolyase
aus Escherichia coli (SANCAR, 2003) sei das Zusammenwirken zweier im Blaulicht

absorbierender, an ein Protein gebundener Chromophore (PARK et al., 1995) vorgestellt.
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Durch Bestrahlung mit UV-Licht (200-300 nm) verursachte Pyrimidinring-Dimerisierung
(Bildung eines Cyclobutanringes zweier benachbarter Thyminbasen) im DNA-Doppelstrang
filhrt zur Blockierung der Replikation und Transkription und hat letale Folgen fiir die betroffene
Zelle.

Die Reperatur durch Photoreaktivierung

erfolgt  durch UV-A/Blau induzierte

Ubertragung der Anregungsenergie von 2 @J\ .
MTHF (5,10-Methenyltetrahydrofolat; :)j:j'] MTHF
JOHNSON et al., 1988) auf das essentielle,

proteingebundene FADH™ (JORNS et al., o E . -FA,E].H"

1987 und 1990, CHANDERKAR & “Fel~ [H (Y

JORNS, 1991) via Forstertransfer (PARK g

et al., 1995 und SCHMIDT, 2000). MTHF — I:f " #,,JF:LD; 3
fungiert dabei als ein Antennenpigment. ;";ﬁ([: |

Durch FElektronentransfer ermoglicht das a "FADE ll-
angeregte *FADH™ die Spaltung des J, \
Tymindimers. Replikation und ;Nij | i‘; J\ fij: i] (_%J:_
Transkription  kénnen  nun  wieder . e

stattfinden. Uber einen Riicktransfer eines Abb. 1

Mechanismus der DNA-Photolyase aus Escherichia coli

Elektrons  werden  nachfolgend  die (veriindert nach SANCAR, 1994)

Chromophoren wieder regeneriert.

1.1.2.4 Cryptochrome aus Arabidopsis thaliana

Ein Beispiel fiir ein proteingebundenes UV-A / Blau- Photorezeptorsystem mit Flavin und Pterin
als Chromophore bei hoheren Pflanzen ist Cryptochroml aus Arabidopsis thaliana (AHMAD &
CASHMORE, 1993 und 1996, LIN et al., 1995a) mit einer hohen Sequenzdhnlichkeit zu den
DNA-Photolyasen, beonders im Bereich der FAD-Bindedomine. Cryl ist an verschiedenen
blaulichtabhdngigen Prozessen beteiligt, wie Inhibition des Hypokotyllingenwachstums
(KOORNEEF et al, 1980 und LISCUM & HANGARTER, 1991), Offhung des
Hypokotylhakens (LISCUM & HANGARTER, 1993), Hypokotylausbreitung (BLUM et al.,
1994), der Genexpression der Chalkonsynthase und Chalkonisomerase (AHMAD et al., 1995
und JACKSON & JENKINS, 1995) sowie der Flavonoidbiosynthese (JACKSON & JENKINS,
1995). Besonders Cry2 ist an der Messung der Tageslinge (KOORNEEF et al., 1991 und GUO
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et al., 1998) und der Regulation der circadianen Rhythmik (SOMERS et al., 1998 und DEVLIN
& KAY, 2000) wie auch am Phototropismus (AHMAD et al., 1998) beteiligt.

1.1.2.5 Nitrat-Reduktase

Ein weiteres Beispiel flir die Beteiligung zweier Chromophoren an einer Redoxkette und als
Modell fiir einen Blaulicht-Photorezeptor ist die in fast allen Pflanzen, Pilzen und Bakterien
vorkommende Nitrat-Reduktase (NINNEMANN, 1984), welche die Reduktion von Nitrat zu
Nitrit katalysiert und in deren aktivem Zentrum an den FesSi;-Komplex Cytochrom bss;
gebunden ist. Es enthdlt auch FAD und mit einem Pterin assoziiertes Molybdin
(SIEFERMANN-HARMS et al., 1985), die moglicherweise in einer Elektronentransportkette

ihrem Redoxpotential entsprechen miteinander verbunden sind:

NAD(P)H—FAD—cyt bss;—Pterin-Mo-Komplex—NO;

Die lichtstimulierte Aktivitdt der Nitrat-Reduktase duBlert sich neben den flavindhnlichen
Aktionsspektren beispielsweise in der Beteiligung an der blaulichtinduzierten Konidienbildung
bei Neurospora crassa (KLEMM & NINNEMANN, 1979) oder der durch Blaulicht
reaktivierten, im Dunkeln inaktiven Nitrat-Reduktase bei Chlamydomonas rheinhardii

(AZUARA & APARICIO, 1983).

1.1.2.6 Primairreaktion

Ergebnisse aus Arabidopsis thaliana und Senf (LIN et al., 1995b und MALHOTRA et al., 1995)
deuten auf die Kofaktoren FAD und MTHF (MALHOTRA et al., 1995 und LIN, 2000) analog
zur DNA-Photolyase aus Escherichia coli hin. Der Mechanismus der Primidrreaktion der
Cryptochrome wird derzeit noch intensiv diskutiert, besonders im Hinblick auf den
Redoxzustand der aktiven Form des Kofaktors Flavin. Wihrend es in den meisten Fillen oxidiert
vorliegt (LIN et al., 1995b), ist die aktive Form im Falle der DNA-Photolyasen reduziert (LIN,
2000), so auch bei Vibrio cholerae (WORTHINGTON et al., 2003). Die phylogenetische
Verwandschaft zu den Photolyasen ldsst auch fiir die Cryptochrome einen dhnlichen

Elektronentransfermechanismus fiir die Primédrreaktion moglich erscheinen.
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Hinweise auf die Bildung von Flavosemichinon als Teilschritt fanden sich bei Phycomyces
blakesleeanus (CHEN et al., 1993, GALLAND et al., 1984 und 1989; GALLAND, 1998;
SCHMIDT & GALLAND, 1999 und GALLAND & TOLLE, 2003) und Arabidopsis thaliana
(LIN et al., 1995). Nach GALLAND & TOLLE (2003) wird folgendes Modell (Abb. 2) fiir die
photochemische Primdrrekation unter Beteiligung der drei Redoxzustidnde der Flavine postuliert:

Bestrahlung mit UV-A/Blaulicht fiihrt zur

Bildung von Flavosemichinon (FIH-).

Dieses wird nach Blau/Rot-Absorption
zum Flavohydrochinon (FIH,) konvertiert,
welche seinerseits sowohl im Dunkeln als
auch durch Absorption von UV-A
beschleunigt zum  oxidierten  Flavin

revertiert wird. Die Absorption von UV-

A/Blau einerseits und Blau/Rot

hiologische
andererseits bedingt eine wechselseitige Reuktionen
Zu- und Abnahme von Flavin und
Abb. 2
Flavohydrochinon und bestimmt damit die Modell des Blaulicht-Photorezeptors in Phycomyces
. . . blakesleeanus (GALLAND & TOLLE, 2003,
ReservoirgrofBe des  biologisch verindert).

aktiven Flavosemichinon. Die in allen drei Redoxzustinden UV-A absorbierenden Pterine
(GALLAND & SENGER, 1988b) fungieren zur Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen

Protonen- und Elektronen-Bilanz als Redoxpartner.

1.1.2.7 Flavine

Allgemein anerkannt sind Flavine als Photorezeptorpigmente fiir den UV-A- und Blaubereich
(SONG & MOORE, 1974, GALLAND & SENGER, 1988a, GALLAND, 1992 und HOHL et al.,
1992b). Bei den Flavinen handelt es sich um einen tricyclischen, heteroaromatischen
Isoalloxazinring mit Methylgruppen an den Positionen 7 und 8 (R;) sowie einer Ribitylgruppe an
Position 10. FMN triagt am Flavin den phosphorylierten Zuckeralkohol Ribitol. FAD dagegen
entsteht aus FMN durch Verkniipfung mit AMP (Abb. 3). Die Absorptionseigenschaften der
Flavine und damit insbesondere Lage und Hohe der Maxima werden entscheidend von der Art
des Derivates, dem umgebenden Medium, dem pH-Wert und dem Oxidationszustand bestimmt

(SCHMIDT, 2000). Daraus ergeben sich teilweise groe Unterschiede zwischen der reduzierten
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und der oxidierten Form, die iiber das entsprechende Semichinon wechselseitig ineinander

iiberfiihrbar sind (Abb. 4a).

CH.0 R
{HOCHp, R, R, Rj

cry Riboflavin CH, H H

LI PRl b I M ﬁﬂ

1 7 FMN CH H PO3H
11 |'.'--. :1"::-‘:‘;._,-" H.-.N-::::-'“ . _.-'-N FAD CH3 H PO3AMP
R 0
Abb. 3

Strukturformel von Riboflavin und der Derivate FMN und FAD (GALLAND & SENGER, 1991, verandert).
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Abb. 4

a) Die Absorptionsspektren der drei Oxidationszustinde des Flavinchromophors (SCHMIDT, 2000, verdndert) und
b) deren Interkonversion iiber einen Zwei-Elektronen-Transfer (A) oder die aufeinander folgende Ubertragung je
eines Elektrons mit einem Flavosemichinon als Zwischenstufe (B) (GALLAND & SENGER, 1991, verédndert).

Die Reduktion zum Flavohydrochinon kann dabei entweder iiber den Transfer von zwei
Elektronen erfolgen, oder nacheinander durch die Ubertragung je eines Elektrons iiber die
Zwischenstufe eines Flavosemichinons stattfinden (Abb. 4b; GALLAND & SENGER, 1991).

Riboflavin und FMN sind hochfluoreszent (FMN etwa 10 mal stirker als FAD) mit einem

Maximum bei 525 nm. Aufgrund eines effektiven ,intersystem crossing’’, der

Energieiibertragung vom S;-Singulett- zum relativ langlebigen T,;-Triplett-Zustand, wodurch
Anregungsenergie fiir photochemische Reaktionen zur Verfligung stehen kann (GALLAND &
SENGER, 1991 und SCHMIDT, 2000).
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Neben den schon genannten Prozessen, in denen Flavine involviert sind, ergeben sich aus dem
Vergleich von Aktionsspektren verschiedenster weiterer Blaulicht-Phdnomene Hinweise auf die
Beteiligung von Flavinen und Flavoproteinen an der Photorezeption im nahen UV und blauen
Spektralbereich (PRESTI & GALLAND, 1987), wie beispielsweise Phototropismus von
Phycomyces blakesleeanus, Pilobolus kleinii und Avena sativa, Phototaxis von Euglena gracilis,
lichtstimulierte B-Carotin-Synthese bei Neurospora crassa, Fusarium aquaeductum und
Myobacterium, die Chloroplasten-Riickorientierung bei Funaria, Stimulation der sexuellen
Entwicklung von Nectria haematococca oder die Respirationssteigerung von Chlorella.

Weitere Befunde deuten neben der Ubereinstimmung der spektralen Charakteristika auf die
Beteiligung von Flavinen oder Flavoproteinen an der Blaulichtrezeption hin.

Nach OTTO et al. (1981) resultieren aus Substitutionsexperimenten mit flavinanalogen
Substanzen verdnderte Aktionsspektren. Verschiedene Verhaltensmutanten von Phycomyces
blakesleeanus zeigen spezifische Verdnderungen im Flavingehalt (HOHL et al., 1992b).
Lichtinduzierte Absorptionsinderungen in Myzelien von Phycomyces blakesleeanus deuten auf
die Photoreduktion von Cytochrom b hin und zeigen flavindhnliche Aktionsspektren. Oxidiertes
Flavin kann als Photorezeptor dienen und lichtinduziert an einem Elektronentransfer auf den

Redoxpartner Cytochrom b beteiligt sein (PRESTI & GALLAND, 1987).

1.1.2.8 Pterine

Aufgrund ihres Absorptionsverhaltens und ihres Redoxpotentials werden neben den Flavinen
auch Pterine als UV-A-/Blaulicht-Photorezeptorpigmente und geeignete Faktoren in der
Blaulichtsignaltransduktion diskutiert (GALLAND & SENGER, 1988b, GALLAND, 1992 und
HOHL et al, 1992a). CAMPUZANO et al. (1996) und MARTIN-ROJAS et al. (1995)
diskutierten aufgrund von Versuchen mit Verhaltensmutanten von Phycomyces blakesleeanus
neben Flavinen weitere Photorezeptoren fiir das ferne UV. Eine Reihe von Pterinen konnte von
KIEWISCH & FUKSHANSKY (1990) fluoreszenzspektroskopisch nach HPLC-Auftrennung
von Sporangiophoren-Extrakten aus Phycomyces blakesleeanus nachgewiesen werden.
Pterinartige Fluoreszenz wurde fiir den flir die Photorezeption notwendigen Paraflagellarkorper
von Euglena gracilis gezeigt (BRODHUN & HADER, 1990, GALLAND et al., 1990, und
SCHMIDT et al, 1990). Die DNA-Photolyase von Escherichia coli besitzt zur stirkeren
Sensibilisierung als zweite Chromophore neben Flavin ein Pterinderivat (WANG et al., 1988).
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(JOHNSON et al., 1988, HAMM-ALVAREZ et al, 1990) zeigten flir die Photolyase von
Escherichia coli und Hefe den katalytischen Kofaktor 5,10-Methenyltetrahydrofolat.

Pterine scheinen nach FULLER et al. (1971) an der Kontrolle der Entwicklung des
Photosyntheseapparates von Rhodospirillum rubrum beteiligt zu sein.

Der Hauptbestandteil der Pterine ist Pteridin (Pyrazino[2,3-d]pyrimidin), das aus einem
bicyclischen aromatischen System besteht (Abb. 5).

i tlm
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Abb. 5
Strukturformeln von Pteridin und Pterin (nach HOHL, 1992, veréndert).
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Abb. 6
Absorptionsspektren der drei Oxidationsstufen von 6,7-Dimethylpterin. A: oxidiert; B: Dihydroform; C:
Tetrahydroform (nach FULLER aus GALLAND & SENGER, 1988b, verédndert).

Die meisten natiirlich vorkommenden Pterine sind 2-Amino-4-hydroxy-pteridine. Durch
verschiedene Substituenten an den Postionen 5 und 6 leiten sich daraus unterschiedliche
Pterinderivate ab (GALLAND & SENGER, 1988b). Da Pterine ebenso wie Flavine Radikale

bilden konnen, scheint eine Beteiligung an Elektronentransportprozessen und lichtgesteuerten
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Vorgiangen moglich. FULLER & NUGENT (1969) konnten die Photoreduktion von Pterinen bei
Rhodospirillum und Chromatium zeigen. Allerdings scheinen in der Natur die Pterine nur in
ihrer Dihydro- und Tetrahydroform funktionell zu sein.Das Absorptionsverhalten der Pterine
hingt stark vom Redoxzustand ab (Abb. 6). Bathochrome oder hypsochrome Verschiebungen
der Absorptionsspektren treten pH-abhidngig auf und resultieren aus Verdnderungen der

Substituenten (GALLAND & SENGER, 1988b, WANG et al., 1988).

1.2 Phycomyces blakesleeanus:

Modellorganismus fiir die Wirkung von UV-A, Blaulicht und anderer Umweltsignale

Der unter den Eumycota zu den Mucorales zdhlende Zygomycet Phycomyces blakesleeanus
(systematische Einordnung 1925 durch HANS BURGEFF) lebt als terrestrischer Saprophyt in
feuchten Biotopen, vornehmlich Waldboden nahezu {iiber die gesamte Erde verbreitet
(KENDRICK, 1992 und CERDA-OLMEDO & LIPSON, 1987). Der Lebenszyklus von
Phycomyces blakesleeanus ist gegliedert in einen sexuellen, der Neukombination genetischen
Materials dienenden Zyklus und einen vegetativen Teil, der durch Bildung von Fruchtkdrpern
und Sporenproduktion die Vermehrung und Verbreitung gewihrleistet (Abb. 7).

Aus den reifen Sporangien, die den Sporangiophoren apikal aufsitzen, werden bei Beriihrung
durch AufreiBen etwa 10° mitotisch entstandene Sporen entlassen. Diese keimen und wachsen zu
unseptierten Hyphen aus. Durch deren vielfache Verzweigung bildet sich in der Folge ein
ausgedehntes Myzel (CERDA-OLMEDO & LIPSON, 1987).

Unter Laborbedingungen lésst sich die Keimung durch zehnminiitige Hitzeinduktion bei 49,5°C
oder Zusatz von Ethansédure im Medium erzielen.

In der sexuelle Phase (Teleomorph) wachsen einzelne Hyphen aus dem Myzel zweier
verschiedener Kreuzungstypen (Heterothallie) unter dem Einfluss der von beiden Paarungstypen
wechselseitg synthetisierten Trisporsiure aufeinander zu (MULLER & LOEFFLER, 1992).

Da sich Geschlechter i. e. S. nicht unterscheiden lassen, werden nach BLAKESLEE seit 1904
(+)- und (-)-Kreuzungstypen definiert (CERDA-OLMEDO & LIPSON, 1987).

Die als Zygophore bezeichneten Kontakthyphen wachsen paarweise aus dem Myzel empor und
bilden nach einer Ubergangsphase als Progametangien durch Kontakt und anschlieBender
Septierung im Apikalbereich das Gametangium. Nach der als Zygogamie bezeichneten und die
Klasse der Zygomycetes charakterisierenden besonderen Form der Gametangienkopulation

(MULLER & LOEFFLER, 1992) bildet sich durch das Auswachsen zahlreicher Hiillhyphen die
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Zygospore. Wihrend der weiteren Reifung der Zygospore kommt es zur Karyogamie. Lediglich
ein diploider Kern bleibt iibrig und durchlduft eine Meiose. Nach mehreren Mitosen und
mehrmonatiger Dormanz keimt die Zygospore unter geeigneten Bedingungen mit einer
Sporangiophore aus. Diese trigt apikal das Keim-, Primir-, oder Zygosporangium (MULLER &
LOEFFLER, 1992), das etwa 10* Keimsporen entldsst. Diese keimen aus und bilden wiederum

ein unseptiertes, coenocytisches Myzel (CERDA-OLMEDO & LIPSON, 1987).

Wihrend der vegetativen Phase (Anamorph) wachsen unter geeigneten Bedingungen negativ

gravitrop Makrosporangiophoren aus dem Myzel empor.
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Abb. 7

Der in vegetative (asexuelle) und sexuelle (generative) Phase gegliederte Lebenszyklus von Phycomyces

blakesleeanus (CERDA-OLMEDO & LIPSON, 1987, verindert).
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Mikrosporangiophoren entstehen dagegen unter Nahrstoffmangel oder durch Kélteeinwirkung
(THORNTON, 1973), wie auch unterbundenen Gasaustausch oder Uberflutung (GUTIERREZ-
CORONA & CERDA-OLMEDO, 1985).

Die Entwicklung der im Folgenden Sporangiophoren genannten Makrosporangiophoren kann in
fiinf Stadien gegliedert werden (nach CARNOY, 1870 und ERRERA,1884 in CERDA-
OLMEDO & LIPSON, 1987):

Sporangiophoren des Stadium / sind bis zu 15 mm lang, tragen noch kein Sporangium und sind
durch apikales Rotationswachstum im Uhrzeigersinn (in Aufsicht) gekennzeichnet. In Stadium 77
kommt das apikale Wachstum zundchst zum Stillstand und der Apikalbereich beginnt
anzuschwellen. Die Entwicklung des zundchst noch gelb gefirbten Sporangiums setzt ein.
Sporangiophorenwachstum in radialer Richtung ist in dieser Phase vorherrschend. Eine
anschlieBende etwa zweistiindige Ruhephase ohne Wachstum stellt Stadium 7/ der Entwicklung
dar. Wihrend Stadium /7 erfolgt in der etwa 2 mm langen, 0,1 mm unterhalb des Sporangiums
beginnenden Wachstumszone die interkalare Streckung der Sporangiophore. Abhéngig vom
Rotationssinn des Sporangientrigers gliedert sich diese Phase in drei Abschnitte, deren erster
und letzter (/Va und c) durch Rotation im Gegenuhrzeigersinn gekennzeichnet sind. In Stadium
IVb dagegen rotiert die Sporangiophore im Uhrzeigersinn. Parallel firbt sich das Sporangium im
Zuge der Reifung dunkler. In Stadium V wird die Sporangienentwicklung abgeschlossen.
Zunichst noch braun ist es zum Ende schwarz gefiarbt. Die Sporenmasse hat sich abgegliedert
und zu einzelnen Sporen differenziert. Sporangiophorenwachstum findet zum Schluss keines
mehr statt.

Die Lange kann jedoch in den beiden letzten Stadien 7/ und V mit tiber 10 cm betrdchtlich
anwachsen. Die Sporangiophoren erreichen einen Durchmesser von 100 — 150 pm, die

Sporangien etwa 0,5 - 1 mm.

1.2.1 Reaktion auf externe Stimuli

Da die Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus auf verschiedenste duflere Stimuli sehr
sensitiv reagieren, ist dieser Organismus ein geeignetes Objekt zur Untersuchung dieser

komplexen Vorginge (CERDA-OLMEDO & LIPSON, 1987):

- Gase (besonders Ethylen) — Verdnderung der Wachstumsrate

(Chemotropismus; RUSSO, 1977)
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- nahe Barrieren / Gegenstinde — Autochemotropismus

(,,avoidance response’’; CAMPUZANO et al., 1996)
- einseitige Luftstromu ng — Kriimmung in Luftrichtung

(positiver Anemotropismus; COHEN et al., 1975)

- permanente oder transiente

Lichtintensitdtsdnderung — Licht-Wachstumsreaktion
- Gravitation — Gravitropismus
- einseitige Belichtung — Photo(gravi)tropismus (negativ im UV-B, postiv im UV-A

und sichtbaren Spektralbereich)

Neben der Adaptation an verdnderte Lichtintensititen zeigen besonders die beiden
letztgenannten Reaktionen hoherer Pflanzen teilweise bemerkenswerte Ubereinstimmungen mit
dem Verhalten der Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus (GALLAND, 1990). Daher
sind Gravitropismus und Phototropismus sowie die Interaktion beider Reaktionen Gegenstand

eingehender Untersuchungen.

1.2.1.1 Gravitropismus und Gravisuszeption bei Phycomyces blakesleeanus

Die fiir das Pflanzenreich geltende Hypothese, wonach eine intrazellulire Verlagerung von
Statolithen gravitropische Reaktionen hervorruft, wird derzeit fiir die Pilze intensiv diskutiert.
Obwohl gravitropische Bewegungsphinomene auch im Pilzreich vorkommen, konnten den
Statolithen dhnliche Organelle zunéchst nicht identifiziert werden (KERN & HOCK, 1996).

Die negativen Gravitropismus zeigenden Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus
(PILET, 1956) wachsen nach horizontaler Ausrichtung nach einer Latenzzeit von 20 min. wieder
nach oben und erreichen ihre vertikale Position innerhalb von 10-12 Stunden (DENNISON &
SHROPSHIRE, 1984 und OOTAKI et al., 1995). Aufgrund der Verfligbarkeit verschiedener
Mutanten eignen sich die Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus sehr gut zur
Untersuchung der Schwerkraft induzierten Signaltransduktion.

Trotz der bisher noch weitgehend unbekannten Perzeption der Gravitation (DENNISON, 1961
und DENNISON & SHROPSHIRE, 1984) werden drei darin involvierte Mechanismen
diskutiert, wie die Reaktion auf die Beugung der Zellwand (Biegungsstress; DENNISON, 1961
und DENNISON & ROTH, 1967) und der Auftriecb eines kugelformigen Aggregates aus
Lipidglobuli im Apikalbereich der Sporangiophore (SCHIMEK et al., 1999a und GROLIG et al.,
2003; Abb. 8).
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Abb. 8
Apikalbereich einer Stadium I-Sporangiophore. a) der kristalllosen Mutante C2 mit den die Vakuole durchziehenden
Septen (Balken = 100um; SCHIMEK et al.,, 1999a); b) in schematischer Darstellung (L: Lipidglobuli, T:
Transsepten, V: Vakuole, K: Kristalle; SCHIMEK et al., 1999b, verdndert); ¢ und d) des Wildtyp NRRL1555 mit
auftreibendem Lipidglobuliaggregat und sedimentierenden Kristallen (Pfeile; Balken = 20um; SCHIMEK et al.,
1999a).

Als dritter Reizeingang wird derzeit die Sedimentation vakuoldrer parakristalliner Proteinkorper
(im Folgenden Proteinkristalle oder Kristalle genannt) vermutet (SCHIMEK et al., 1999a und b,
EIBEL et al., 2000 und FRIES et al. 2002).

Die in der Sporangiophorenvakuole von Phycomyces blakesleeanus vorkommenden, bisher aber
noch nicht mit der Perzeption der Gravitation zu verkniipfenden oktaedrischen Kristalle
(THORNTON, 1968 und 1969, THORNTON & THIMANN, 1964, WOLKEN, 1969 und 1972
und OOTAKI & WOLKEN, 1973) sinken nach Umorientierung der Sporangiophore in die
Horizontale mit einer Geschwindigkeit von etwa 100 pm - min” innerhalb von zwei Minuten zur
unteren Vakuolenflanke (HORIE et al., 1998, SCHIMEK et al., 1999a und b; Abb. 9).

Die Kristalle mit einem mittleren Volumen von 9,96 um® und einer Dichte von 1,26 g - cm”
(EIBEL et al, 2000) werden daher als Statolithen fiir die Suszeption des Schwerereizes
charakterisiert (HORIE et al., 1998, SCHIMEK et al., 1999a und b). Die entlang der die Vakuole
durchspannenden Septen sedimentierenden Kristalle scheinen mit diesen assoziiert zu sein
(SCHIMEK et al., 1999b). SDS-PAGE zeigt drei Hauptuntereinheiten von 16, 46,5 und 55 kDa,
die bei kristalllosen Mutanten nicht aufireten (EIBEL et al., 2000). Sowohl gravisensitive
(Klasse I) Phototropismusmutanten (mad) als auch im Gravitropismus defekte Mutanten (Klasse
IT) besitzen oktaedrische Kristalle (EIBEL et al., 2000). Ob die Kristalle ursachlich flir die
Graviperzeption sind und iiber die Vermittlung eines Druckreizes reagieren, wird intensiv

untersucht und diskutiert.
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Abb. 9

a) Einzelkristalle und Kristallaggregate; Balken = 10pum b) Stadium I-Sporangiophore des Wildtyp NRRL1555 mit
entlang der Transsepten sedimentierenden Kristallen nach horizontaler Ausrichtung (Angaben in min:sec;
SCHIMEK et al., 1999a, verdndert).

Erste absorptions- und fluoreszenzspektroskopische Hinweise deuten auf eine Assoziation der
Kristalle mit flavin- und pterinartigen Pigmenten hin (EIBEL et al.,2000 und FRIES et al.,
2002); diese sind moglicherweise ein essentieller Bestandteil der Kristalle und damit der
Signaltransduktion. Nach EIBEL et al. (2000) wird als Folge der Kristallsedimentation eine Neu-
oder Umverteilung der chromophoren Gruppen als Schritt in der Reizweiterleitung des
Gravitropismus favorisiert. Die Anwesenheit chromophorer Gruppen ldsst auch eine zumindest
indirekte Beteiligung an der Signaltransduktion des Phototropismus moglich erscheinen. Die
Integration beider Signaltransduktionsketten unter Beteiligung der oktaedrischen Kristalle ist

derzeit Gegenstand der Diskussion.

1.2.1.2 Interaktion von Phototropismus und Gravitropismus

Die positiv phototropische Kriimmung der Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus bei
seitlicher Bestrahlung erfolgt nach einer Latenzzeit von 6 min mit etwa 3° - min" (RUSSO &
GALLAND, 1980 und GALLAND & LIPSON, 1987a). Der grof3e Intensititsbereich fiir das
phototropische Verhalten von 10° bis 10 W - m™” (CHEN et al., 1993) ist ein Hinweis fiir das
Vorhandensein mindestens zweier Photorezeptoren (GALLAND & LIPSON, 1987 und VARJU

et al, 1961). Die variierende Hohe des UV-A-Maximums in phototropischen Balance-
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Experimenten mit Licht verschiedener Intensititen der Referenzwellenlinge von 450 nm
(GALLAND & LIPSON, 1985a) deuten in die gleiche Richtung, wie auch die Befunde von
GALLAND & LIPSON (1987), wonach  Aktionsspektren flir die Beugungsrate der
Sporangiophoren im Vergleich zu niedrigeren Intensititen im Hochintensitdtsbereich ein
stiarkeres UV-A-Maximum zeigen.

Aktionsspektren des Phototropismus (GALLAND, 1983, GALLAND & LIPSON, 1985a und
ENSMINGER et al., 1990) deuten im Vergleich zu denen hoherer Pflanzen (SHROPSHIRE &
WITHROW, 1958, BASKIN & INO, 1987 und GALLAND & SENGER, 1991) auf eine
Ubereinstimmung der beteiligten Pigmentklassen (PRESTI & GALLAND, 1987). Die UV-
A/Blaulichtrezeption in Phycomyces blakesleeanus scheint durch Flavoproteine dhnlich den
Cryptochromen stattzufinden (GALLAND, 1990).

Der bisherigen Klassifizierung der im Phototropismus verdnderten mad-Mutanten in Klasse |
(Defekt auf Rezeptorebene oder in frithen Schritten der Signaltransduktion) und Klasse II
(Storung am Ende der Signaltransduktion mit fehlendem negativem Gravitropismus, oder
Autochemotropismus; BERGMAN et al.,, 1973) wird von CAMPUZANO et al. (1996) die
Hypothese entgegengesetzt, wonach sich die Schiddigung der untersuchten Mutanten auf
Photorezeptorebene befindet. Der Phototropismus der Klasse [I-Mutanten wird im Gegensatz zur
Klasse 1 zusdtzlich im UV-A gestort, im fernen UV dagegen weniger. Zusammen mit
Aktionsspektren fiir den Photogravitropismus deutet dies auf eine Signalintegration auf Ebene
des UV-A/Blau-Photorezeptors hin (CAMPUZANO et al., 1996).

Mutantenanalysen zeigen eine Stimulation des Gravitropismus durch bilaterale UV-A- oder
Blaulicht-Bestrahlung, unabhéngig vom Vorhandensein der oktaedrischen Kristalle (GROLIG et
al., 2000). Im wellenlingenabhingigen photogravitropischen Gleichgewicht (VARJU et al.,
1961, LOSER & SCHAFER, 1986, GALLAND, 1983 und GALLAND & LIPSON, 1985b)
steigt nach GALLAND et al. (2001) die Bestrahlungsstirke von einseitig appliziertem Blaulicht
zur Kompensation des Gravitropismus exponentiell mit dem Sinus des Inklinationswinkels der
Sporangiophoren. Andererseits sinkt die Kompensations-Bestrahlungsstiarke bei Fehlen der
Kristalle (GALLAND et al., 2001).

Gleichzeitige Applikation von Licht und Schwerereizen induziert im Bereich der
Sporangiophoren-Wachstumszone Absorptionsdnderungen, die sich von jenen unterscheiden, die
jeweils nach Einzelstimulierung mit Licht (LIACs; ,,light induced absorbance changes’’;
SCHMIDT & GALLAND, 1999) oder Gravitation (GIACs; ,,gravity induced absorbance
changes’’) hervorgerufen werden konnen (SCHMIDT & GALLAND, 2000). LIACs deuten
dabei auf Flavosemichinone hin (SCHMIDT & GALLAND, 1999), wihrend GIACs die



1 Einleitung 17

Reduktion von Cytochromen vermuten lassen (SCHMIDT & GALLAND, 2000). Hierdurch
werden Beobachtungen gestiitzt, wonach Licht und Schwerereize interagieren (DENNISON,
1964).

Derzeit wird fiir die Verkniipfung der Signaltransduktionswege des Phototropismus und des

Gravitropismus von SCHMIDT & GALLAND (2000) folgendes Modell vorgeschlagen:

g— Bispung ——

0 — Kristalle ——-

& — Lipidalsbuli
R N . g
hv—| madd, B, C . LIACs >-- madJ - GIACs )—“»—T‘mnismtn
oxnidiertes Flavin Flavosemichinen Cytochrom

Abb. 10
Modell der Interaktion der Signaltransduktionsketten von Phototropismus und Gravitropismus (SCHMIDT &
GALLAND, 2000, verandert).

Licht wirkt tiber die Genprodukte der Gene mad A, B, C, wihrend Schwerereize (vermittelt
durch die Reizeinginge Biegungsstress, Kristallsedimentation und Lipidglobuliaufirieb) die
Signaltransduktion iiber das Genprodukt von mad J beeinflussen. Untersuchungen an der mad.J-
Mutante 4909 von Phycomyces blakesleeanus mit abnormalen GIAC-LIACs implizieren, dass
LIACs und GIACs jeweils spezifisch fiir die Signaltransduktionsketten von Phototropismus und
Gravitropismus sind und dass deren Interaktion auf der Ebene des mad.J-Genproduktes stattfindet

(SCHMIDT & GALLAND, 2000).
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2 Zielsetzung

Die zentrale Vakuole der Sporangiophoren des Wildtyp NRRLI555 und vieler
Verhaltensmutanten von Phycomyces blakesleeanus enthélt oktaedrische Proteinkristalle, die
zundchst von THORNTON (1969) und ZALOKAR (1969), spiter aber nidher durch OOTAKI &
WOLKEN (1973) untersucht und beschrieben wurden. An die moglicherweise als Statolithen
fungierenden Kristalle (HORIE et al., 1998, SCHIMEK et al., 1999a und b) scheinen im Falle
des Wildtyps flavin- und pterinartige chromophore Gruppen assoziiert zu sein (EIBEL, 1997 und
EIBEL et al., 2000).

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der oktaedrischen Kristalle in der Signaltransduktionskette
des Photogravitropismus niher zu untersuchen.

Dabei sollte auch untersucht werden, ob beziiglich ihrer molekularen Zusammensetzung und
Struktur sowie ihrer Funktion Ahnlichkeiten zu dem UV-A/Blaulicht-Photorezeptor
Cryptochrom bestehen.

Ob an die Proteinkristalle flavin- und pterinartige Pigmente gebunden sind und wie diese
Chromophorenbindung  beschaffen  ist, sollte anhand fluoreszenzspektroskopischer
Untersuchungen (insbesondere durch Fluoreszenz-Polarisationsspektroskopie) sowie durch
Bindungsstudien ndher geklirt werden.

Versuchsreihen zum gravitropischen Beugungsverhalten mit isogenen Kristall- und
Kristallmangel-Mutanten sollten zur ndheren Charakterisierung der Funktion der Kristalle
beitragen.

Dariiber  hinaus  sollte  molekularbiologisch mit Beginn der Klonierung des
kristallproteincodierenden Gens und mit dessen Sequenzuntersuchung eine genauere
Funktionsbeschreibung der Kristallproteine im Mechanismus der Signaltransduktion ermoglicht
werden.

Ergidnzend dienten erste Expressionsstudien dazu, Hinweise auf die zeitliche und rdaumliche
Verteilung der Kristallproteine, auch unter Beriicksichtigung des Einflusses bestimmter

Lichtqualititen, wiahrend der Morphogenese der Sporangiophoren zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Neben den von Merck, Darmstadt und Roth, Karlsruhe bezogenen Chemikalien der Qualitét p.a.

wurden verwendet:

Acrylamid Serva, Heidelberg

Albumin FraktionV Serva, Heidelberg
[a-*P]dATP' HARTMANN Analytic, Braunschweig
Ammoniumpersulfat Sigma, Deissenhofen
Ampicillin Sigma, Deissenhofen
Bacto-Agar Difco Lab., Detroit, USA
baker's yeast tRNA Boehringer, Mannheim
Bromphenolblau Fluka, Buchs, Schweiz

BSA MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Butanol Fluka, Buchs, Schweiz
Casamino acids Difco Lab., Detroit, USA
Chloroform Fluka, Buchs, Schweiz
Dithiothreitol Sigma, Deissenhofen

DMSO Sigma, Deissenhofen

DNase I Boehringer, Mannheim
Entwickler (GBX developer and replenisher) Kodak, Rochester, USA
Ethidiumbromid Fluka, Buchs, Schweiz

Ficoll 400 Sigma, Deissenhofen
Fixierer (GBX fixer and replenisher) Kodak, Rochester, USA
Formamid Fluka, Buchs, Schweiz
[y-*P]dATP' HARTMANN Analytic, Braunschweig
Hefeextrakt Difco Lab., Detroit, USA
Kaliumdihydrogenphosphat Riedel-de Haen, Seelze
A-DNA MBI Fermentas, St. Leon-Rot
lambdaDNA-Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rot
L-Monapterin Dr. Schirck, Jona, Schweiz
Low melting Agarose Biozym, Hess. Oldendorf
Mangan(II)-sulfat Riedel-de Haen, Seelze
Methylen-bis-Acrylamid Sigma, Deissenhofen

MOPS USB Amersham, Cleveland, USA
Na,-EDTA Fluka, Buchs, Schweiz
Na,-Molybdat Riedel-de Haen, Seelze
Natriumacetat Riedel-de Haen, Seelze

Natriumborat Serva, Heidelberg
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Natriumdithionit

N-Lauroylsarcosin

Natriumpyrophosphat Sigma, Deissenhofen
Nycodenz Nycomed Pharma

PIPES Sigma, Deissenhofen
Proteinase K Boehringer, Mannheim

PVP l6slich Serva, Heidelberg

Quicksafe A Zinsser-Analytic, Frankfurt
Riboflavin Sigma, Deissenhofen

RNase A Boehringer, Mannheim
Saccharose Sigma, Deissenhofen

SDS USB, Cleveland, USA

Serva Blue G Serva, Heidelberg

Serva Blue R Serva, Heidelberg

Shrimp Alkaline Phosphatase Amersham, Cleveland, USA
T4DNA Ligase MBI Fermentas, St. Leon-Rot
T4Polynucleotid Kinase MBI Fermentas, St. Leon-Rot
TEMED Serva, Heidelberg

Thiamin Sigma, Deissenhofen
Trichloressigsdure Fluka, Buchs, Schweiz
Trizol Life Technologies, Gaithersburg, USA
Trypton Difco Lab., Detroit, USA
Zinksulfat Riedel-de Haen, Seelze

Serva, Heidelberg
Fluka, Buchs, Schweiz

1) spez. Aktivitdt 3000Ci/mmol, stabilisiert in 10 mM Tris'HCI, 2 mM DTT

3.2 Gerate

Schiittler

- Gryotory Shaker G2 (New Brunswick Scientific, Edison, USA)
- Modell TC-7 (New Brunswick Scientific, Edison, USA)

- IKA Vibrax-VXR (Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)

- Vortex IKA VF2 (Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)

- BioDancer (New Brunswick Scientific, Edison, USA)

Zentrifugen

- Ultrazentrifuge T-1080 mit Rotoren TFT 41.14 und Rotor TFT 70.38 (Kontron Instruments, Mailand, Italien)
- Beckman-Kiihlzentrifuge J2-21 mit Rotor JA14 (Beckman Instruments; Miinchen)

- Biofuge 22R mit Festwinkelrotor HFA 28.1 und Ausschwingrotor HSA 4.100 (Heraeus Sepatech, Hanau)

- MIKRO 12-24 (Hettich, Tuttlingen)

- Sorvall Kiihlzentrifuge RC5 mit Rotor SS-34 (DuPont de Nemours Deutschland, Bad Homburg)
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Inkubatoren

- Controlled Environment Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, Edison, USA)
- Brutschrank BT5042E (Heraeus, Hanau)

- Heizblock BT1302 (Haep Labor Consult, Bovenden)

Wasserbader

- Schiittelwasserbad #1083 (GFL, Burgwedel)

- Wasserbad #1007 (GFL,Burgwedel)

- Wasserbad W13 mit Einhdngethermostat D1 (Haake, Karlruhe)
- Wasserbad F10 / HC (Julabo, Seelbach)

Waagen

- Feinwaage Handy H51 (Sartorius, Gottingen)
- # 1209 MP (Sartorius, Gottingen)

- # 2254 (Sartorius, Gottingen)

Photometer

- Zweistrahlphotometer UV3000 (SHIMADZU, Kyoto, Japan)
mit Software Spectrafile-UVplus (Heyden & Son, Kdln) .

- Einstrahlphotometer UV-1202 (Shimadzu Europa, Duisburg)

- Fluoreszenzspektralphotometer RF-5000 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
mit Software HyperRF 1.57 (LabControl, Koln)

Elektrophorese
- Wide Mini Sub Cell GT mit Spannungsquelle Powerpac 300 (BioRad, Miinchen)
- Elektrophoreseapparatur mit Minigelausriistung (8,5x8x1mm) (Biometra, Goéttingen) und Spannungsquelle

E321 (Consort; Turnhout, Belgien)

Fotografische Dokumentation
- CCD-Videokamera XC77CE (Sony, Japan)
mit Computer Monitor und Drucker Video Copy Prozessor P99E (Mitsubishi, Tokyo, Japan)
- Video-Gel-Dokumentationssystem Gel Doc 1000 (BioRad, Miinchen)
- Spiegelreflexkamera X300S (Minolta, Osaka, Japan)
mit Farbfilter Gelborange multicoated und Rotorange multicoated (B+W, Bad Kreuznach)
- Film Agfapan APX 25 oder Agfaortho25 (Agfa-Gevaert, Leverkusen)
- Fotopapier Ilford RC Deluxe (Ilford Imaging, Knutsford Cheshire, England)
- Leuchtschirm (REX Messinstrumentebau, Erlangen)

- Belichtungseinrichtung Focomat Ic (Leitz ,Wetzlar)
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Diverse Gerite

Photodiode (Messkopf BN-9102-4; Gigahertz-Optik, Puchheim)

mit Mikrovoltmeter (P-9201; Gigahertz-Optik, Puchheim)

Diaprojektor (Leitz Prado Universal; Leitz, Wetzlar) mit Osram-Halogen Lampe Belaphot 24V/250W
Parafilm ,M’ Laboratory Film (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA)

Tankblot-Anlage (Eigenbau der Instituts-Werkstatt)

Schlauchpumpe (Desaga, Heidelberg)

Gradientenmischer (Eigenbau der Instituts-Werkstatt)

Refraktometer # 110698 (Carl Zeiss, Oberkochen)

Inverses Lichtmikroskop IM 35 (Carl Zeiss, Oberkochen)

Mikrowellengerit Privileg 8020 (Quelle, Fiirth)

Trockenschrank (Heraeus, Hanau)

pH-Meter 2001 pH (Sentron, Roden, NL)

beheizbarer Magnetrithrer IKA Combimag RCT (Janke & Kunkel, Staufen i. Br.)
Autoradiografiekassetten verschiedener Grofen Hypercassette (Amersham Biosience Europa, Freiburg)
Autoradiografie-Film BioMax MS

und Intensifyingscreen BioMax MS Screen (KODAK, Rochester, USA)

Kontaminationsmonitor LB1210 B (Berthold, Bad Wildbad)

Mini-Zahlrohr Serie 900 (Mini-Instruments, Maldon, UK)

Hybridisierungsofen MINI 10 (Hybaid, Asford, UK)

Hybridisierungsrohren (Schott, Mainz)

Fliissigszintillationsdetektor Liquid Scintillation Analyzer LS 6500 (Beckman Instruments, Miinchen)
Quarz-Suprasil Ultra-Mikro-Kiivetten 105.253-QS 100ul (Hellma, Miillheim)

Quarz-Suprasil Halb-Mikro-Kiivetten 104-QS 1400ul (Hellma, Miillheim)

UV-Schirm TF-20 M (Vilbert Lourmat, Marne la Vallee, Frankreich)
Polyallomer-Zentrifugenréhrchen (SCI Science Services, Miinchen)

Ultrazentrifugenrohrchen (Nalge-Nunc, Rochester, USA)

Polyamidgewebe Monodur Mon PES 10 ST und 30 ST (Verseidag Techfab, Geldern-Walbeck)

3.3 Pilzmaterial

Fir bestimmte Fragestellungen war es notwendig, einzelne Bereiche des Thallus von

Phycomyces blakesleeanus, wie Myzel oder Sporangiophoren einerseits, oder auch verschiedene

Entwicklungsstadien der Sporangiophoren andererseits, getrennt voneinander zu untersuchen.

Die Anzuchtmethoden des Pilzmaterials, dessen Aufarbeitung und die Isolierung verschiedener

Zellbestandteile beschreiben die folgenden Abschnitte.
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3.3.1 Verwendete Stimme

Neben dem Wildtypstamm NRRL 1555 (-) (Bergman et.al., 1973) von Phycomyces

blakesleeanus fanden die in der folgenden Tabelle genannten Mutanten Verwendung.

Stamm Bezeichnung in dieser | Genotyp Herkunft und Referenz
Arbeit Mutagen
NRRL 1555 | wT (-) Wildtyp Bergman et al., 1973
C171 Cc171 car430 carR21 () | C9, NTG Ootaki et al., 1973
MR 14 MR 14 card5 (<) A56(+) x C2(-) | Meier, 2001
MR 18 MR 18 card5 ocp-1(-) A56(+) x C2(-) | Meier, 2001
MR 74 MR 74 ocp-1 (<) AS56(+) x C2(-) | Meier, 2001
MR 77 MR 77 (-) AS56(+) x C2(-) | Meier, 2001
Tab. 1

Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Stimme von Phycomyces blakesleeanus mit ihrem Genotyp und
ihrem Kreuzungs- bzw. Mutagenisierungsursprung.

3.3.1.1 Genetische Bezeichnung

Die genetische Bezeichnung der Stimme von Phycomyces blakesleeanus (Verzeichnis der
Phycomyces-Stamme, OOTAKI & MIYAZAKI, 1993) basiert auf der Nomenklatur von
DEMEREC et al.(1966)

mad abnormaler Phototropismus
geo abnormaler Gravitropismus
car abnormale Carotinbiosynthese

ocp Vorhandensein oktaedrischer Proteinkristalle (MEIER, 2001)
(-)/(+) Paarungstyp

3.3.1.2 Mutagenisierung

Die Mutagenisierung durch Behandlung mit NTG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin)
(GICHNER und VELIMINSKY, 1982 und RONCERO et al., 1984) der in obenstehender
Tabelle genannten Ausgangsstimme flihrte zur Bildung der in der ersten Spalte bezeichneten

Mutanten.
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3.3.1.3 Kreuzung

Nicht durch NTG-Behandlung entstandene Mutanten wurden durch Kreuzung o.g.
Ausgangsstimme von MEIER (2001) erhalten.

3.3.2 Anzucht

Fiir die Anzucht von Phycomyces blakesleeanus waren konstante Bedingungen zum Inokulieren
des Mediums unerldsslich. Dazu mussten die Sporen der verschiedenen Stimme in

gleichbleibender Qualitdt und Quantitét als Stamm-Suspensionen vorgehalten werden.

3.3.2.1 Herstellen der Sporensuspension

Entweder wurden auf Saugpapier dauergelagerte Sporen in 1 ml sddH,O suspendiert oder bei -
20°C eingefrorene Stamm-Suspensionen 1:10* verdiinnt. Nach Keiminduktion durch 10miniitige
Hitzebehandlung bei 49,5°C im Wasserbad wurden auf 3-4 mit SIV-Medium gefiillte Kunststoff-
Petrischalen (92 mm @; Sarstedt, Niimbrecht) je 100 ul der Suspension ausplattiert. Die
Petrischalen wurden in transparenten Kunststoftkisten (340 x 220 x 90 mm; Kobe-Laborbedarf,
Marburg) bei 21°C unter moderatem WeiBlicht (0,7 W/m?; Osram L 40 W/19 Tageslicht 5000 de
Luxe) gelagert. Von den nach einigen Tagen gewachsenen Sporangiophoren wurde ein
Sporangium mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen und in 1 ml sddH,O suspendiert und
1:100 verdiinnt. Erneut wurden, wie oben beschrieben, aus der entstandenen Suspension SIV-
Platten beimpft und die Sporangiophoren bis zur Reife (4-5 Tage) angezogen. Die Sporen dieser
Anzucht wurden allesamt in 5 ml sddH,O durch Abstreifen der Sporangiophoren iiber den
Petrischalenrand suspendiert. Diese Stamm-Suspension wurde in einem sterilen Reagenzglas mit
locker schlieBender Aluminiumkappe im Kiihlschrank gelagert. Um eine gleichbleibende
Wachstumsdichte der Sporangiophoren zu gewéhrleisten, war es unerldsslich, etwa alle 4
Wochen den Lebendtiter der Sporenstammsuspensionen zu bestimmen, um bei dessen
Verdnderung die Konzentration der Impfsuspension entsprechend korrigieren zu konnen.
Definierte Volumina der Stammsuspension wurden daher wiederum auf SIV-Platten ausplattiert.

Nach 24 Stunden konnte die Konzentration der keimfidhigen Sporen ermittelt werden.
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3.3.2.2 Kulturmedien

a) SIV-Festmedium (SUTTER, 1975)

20 g D(+) — Glucose -Monohydrat
2 g L - Asparagin - H,O
5 g KH,PO,

30 g Bacto Agar
0,5 g MgSO4-7HO
2 ml CaCl, (0,1 M)
1 ml Thiamin - HCI (0,1%)
0,1 ml Spurenelement —Losung (siche b)

ad 11 aq. demin.

b) Spurenelement-Losung
2 g Citrat - H,O
1,5 g Fe(NO;); -9 H,O
1 g ZnSO4-7H,0O
0,3 g MnSO,;-HO
0,05 g CuSO4- 5 H,O
0,05 g Na,MoO, -2 H,O
ad 0,11 aq. demin.

¢) SIV-Fliissigmedium

Die Rezeptur fiir das SIV-Fliissigmedium entspricht der Zusammensetzung des Festmediums,
jedoch ohne Bacto Agar.

Das Medium wurde autoklaviert, in entsprechende Gefile gefiillt, bzw. im Falle des
Flissigmediums vor dem Sterilisieren bereits aliquotiert und nach dem Abkiihlen im

Kiihlschrank gelagert.

3.3.2.3 Wachstums- und Anzuchtbedingungen

Die mit der geeigneten Sporenkonzentration beimpften Medien wurden, wenn nicht néher

beschrieben, bis zum Erreichen des gewlinschten Entwicklungsstadiums mehrere Tage bei 21°C

unter moderatem Weillicht (0,7 W/m?; Osram L 40 W/19 Tageslicht 5000 de Luxe) gelagert.
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3.3.2.4 Petrischalenkultur

3.3.2.4.1 Stadium-I-Sporangiophoren

Abb. 11
Stadium-I-Sporangiophoren der Mutante C/71 von Phycomyces blakesleeanus.
a) Anordnung der Petrischalen in der Anzuchtkiste; b) erntereife Sporangiophoren.

Um fiir die Isolierung von oktaedrischen Kristallen aus Phycomyces blakesleeanus in
ausreichender Menge Sporangiophoren zu erhalten, wurden je 100 ul einer 1:10*-Verdiinnung
der jeweiligen Sporenstammsuspension auf SIV-Medium gefiillte Kunststoff-Petrischalen
ausplattiert. Jeweils sechs solcher Platten wurden in transparente Kunststoftkisten gestellt. Zum
Erreichen eines feuchten Milieus wurden die Kisten mit 150-200 ml Wasser befiillt und die
Deckel der Kunststoftkisten durch eine doppelte Lage Parafilm verschlossen. Ein Rost
verhinderte das Uberfluten der Platten. Durch diese MaBnahmen konnte gewihrleistet werden,
dass sich nur sehr wenige Stadium-1V-Sporangiophoren entwickelten (EIBEL,1997). Die weitere
Anzucht erfolgte wie unter 3.3.2.3 beschrieben.

3.3.2.4.2 Myzel und Stadium-I-Sporangiophoren fiir Expressionsstudien

Alle Inokulationsarbeiten wurden im Sicherheitslicht (rote Leuchtstoffrohre TL 40W/15, Philips,
Holland) durchgefiihrt. Zur Vermeidung von Kontaminationen durch am Myzel anhaftenden
Agar in der nachfolgenden Aufarbeitung wurde auf die SIV-Agarplatte eine sterile nicht
hydrophobierte Nitrocellulosemembran (0,2um Porenweite; Sartorius, Gottingen) aufgelegt und
die Sporen (200ul einer 1:10*-Verdiinnung) nach der Hitzeinduktion darauf ausplattiert. Die
glatte Oberfliche der Membran diente einem leichten Entfernen des gesamten
zusammenhingenden Myzels. Die Inokulation der Agarplatten fiir Sporangiophorenwachstum

erfolgte wie in Abschn. 3.3.2.4.1. Alle Platten wurden, lediglich mit ihrem Deckel verschlossen,
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in lichtdichte, schwarze Kisten verbracht. Die Einzelkammern der Kisten waren oberseits mit
Blau- bzw. Rotglas-Einsétzen fiir verschiedene Lichtbedingungen ausgeriistet. Dunkelkontrollen
wurden in absolut lichtdichten, schwarzen Kisten angezogen. Die Anzucht erfolgte unter den

Standard-Lichtbéanken (siche 3.3.2.3).
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Abb. 12
Darstellung der Transmissionsbereiche der fir die Anzucht von Myzel und Sporangiophoren der
Expressionsanalysen verwendeten Farbgldser mit den daraus resultierenden Bestrahlungsstérken.

3.3.2.4.3 Einzelsporangiophoren

Einzelsporangiophoren mussten fiir die Versuchsdauer von in-vivo-
Experimenten in ihren Anzuchtgefilen verbleiben. Hierzu waren
sogenannte Vials, mit SIV-Medium gefiillte Flachbodengldser (10 mm
O x 40 mm; Miinnerstddter Glaswarenfabrik, Miinnerstadt) geeignet.
Diese wurden mit jeweils 25 pl einer 1:10°-Verdiinnung der
jeweiligen Sporen-Stammsuspension inokuliert. In entsprechende
Stander aufgenommen, konnten die Vials in den o.g. transparenten
Kisten angezogen werden. Im Unterschied zur Anzucht von ganzen
Platten wurden die Transparentboxen nicht zusétzlich mit Parafilm

verschlossen. Erst nach Ausbilden des Myzels wurde etwas Wasser

zugegeben und der Kistendeckel leicht gedffnet. Fiir die

Abb. 13
Vial mit Stadium-

IVb-Sporangiophore. Sporangiophoren des Stadiums IVb verwendet.

physiologischen ~ Experimente = wurden ausschlieflich einzelne



3 Material und Methoden 28

3.3.2.5 Myzel-Fliissigkultur

Die Isolierung von Gesamt—DNA aus Phycomyces blakesleeanus erforderte die Anzucht von
Myzel in Flissigkultur. Mit je 100 upl einer 1:10-Verdiinnung der Sporenstammsuspension
wurden jeweils 50 ml SIV-Fliissigmedium angeimpft. Die Anzucht erfolgte iiber 40-42 Stunden
in 250 ml-Erlenmeyerkolben auf einem Horizontalschiittler bei etwa 200 U/min im 21°C-

Kulturraum.

3.3.3 Erntemethoden

Die Bereitstellung des Ausgangsmaterials fiir die unterschiedlichen Fragestellungen erforderte

besondere Verfahren, um die verschiedenen Pilzbestandteile zu ernten.

3.3.3.1 Sporangiophoren aus Petrischalenkultur

Trotz aller Vorsichtsmalnahmen war es nicht immer mdglich, Sporangiophorenrasen
einheitlichen Entwicklungsstadiums zu erhalten. Einzelne zu fiiih und zu schnell gewachsene
Sporangientrager wurden zundchst von Hand mit einer Pinzette entfernt, bevor die Petrischalen
fiir einige Augenblicke kopfiiber in fliissigen Stickstoff getaucht wurden. Die schockgefrorenen
Sporangiophoren konnten sehr einfach mit einem leicht abgewinkelten, vorgekiihlten Spatel von
der Platte rasiert, sofort in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver zermdrsert und in

handelsiiblichen Kleinbildfilmddschen bei -20°C aufbewahrt werden.

3.3.3.2 Myzel aus Petrischalenkultur

Das Myzel lie sich sehr leicht mit einer Pinzette am Rand aufnehmen und dann als
geschlossener, zusammenhédngender Rasen abziehen. AnschlieBend wurde es mittels Saugpapier
weitestgehend von anhaftender Feuchtigkeit befreit und in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver

zermorsert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung bei -20°C.
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3.3.3.3 Einzelsporangiophoren

Fiir in-vivo-Untersuchungen von Einzelsporangiophoren wurden bis auf eine alle weiteren
Sporangiophoren mittels einer Pinzette von den Vials entfernt. Der verbliebene Sporangientrager

konnte dann im Vial sofort im Experiment verwendet werden.

3.3.3.4 Myzel aus Fliissigkultur

Zur vollstindigen Befreiung des Myzels von anhaftendem Medium wurde dieses {iber eine mit
Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) belegte Nutsche abgesaugt. Nach mehrmaligem
Nachspiilen mit ddH,O wund anschlieBendem Trockensaugen war das Myzel zur

Weiterverwendung vorbereitet oder konnte bei -20°C aufbewahrt werden.

3.4 Kiristallisolierung

3.4.1 Vorreinigung

Die Phycomyces-Sporangiophoren wurden in einer an die Methode von OOTAKI & WOLKEN
(1973) angelehnten Weise fiir die Isolierung der oktaedrischen Kristalle behandelt.

Die Aufarbeitung erfolgte weitestgehend auf Eis, wdhrend die Zentrifugationen bei 4°C
durchgefiihrt wurden. Das folgende Schema soll den Ablauf der Isolierung der oktaedrischen
Kristalle aus Phycomyces blakesleeanus verdeutlichen. Der in fliissigem Stickstoff zu feinem
Pulver zermorserte Inhalt eines Filmdoschens wurde mit 10 ml Extraktionspuffer versetzt und
unter Rithren aufgetaut. Zur Entfernung von Zellwandbruchstiicken schlossen sich
Filtrationsschritte durch Polyamidgewebe mit 30 und 10 um Maschenweite an. Der Rohextrakt
wurde nun in mehreren Zentrifugations- und Waschschritten zunichst 10:1 und dann nochmals
2:1 eingeengt, um anschliefend auf ein gleiches Volumen 50% (w/v) Sacharose geschichtet einer
differentiellen Zentrifugation unterzogen zu werden. Das Pellet wurde nun in Extraktionspuffer

resuspendiert und der Uberstand verworfen.

Extraktionspuffer 0,1 M Na,HPO, - 2 H,O
0,1 M NaH,PO, - H,O
0,03 %  NaNj
— pH 6,8
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Abb. 14
Darstellung des Ablaufs der Vorreinigung der oktaedrischen Kristalle aus Phycomyces blakesleeanus.
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3.4.2 Dichtegradientenzentrifugation

Zur weiteren Reinigung erfolgte im ndchsten Schritt eine Dichtegradientenzentrifugation iiber 4h
bei 4°C und 100000 x g, anhand derer die oktaedrischen Kristalle aufgrund ihrer Dichte von

anderen Zellbestandteilen getrennt werden konnten.

3.4.2.1 Zentrifugationsmedium

Als Medium fiir die Dichtegradientenzentrifugation diente Nycodenz, ein N,N’-Bis(2,3-
dihydroxypropyl)5-[N-(2,3-dihydroxypropyl)acetamidol]2,4,6-triiodo-isophtalamid ~ mit  einer
spezifischen Dichte von 2,1 g/ml (Nycomed Pharma; Oslo, Norwegen).Dieser jodierte
Kohlenwasserstoff ~ ist inert, nicht-toxisch ~ und eignet sich  daher zu

Ausbildung stabiler Dichtegradienten. Durch die

nicht-ionische ~ Eigenschaft  zeigt er  keine T"

Wechselwirkungen mit dem Zentrifugationsgut. Die HNOC-CH, CH-CH,-OH

vielen hydrophilen Gruppen bewirken eine sehr gute N NP

Wasserloslichkeit. Er konnte daher auch gut in HECO |\ -

Extraktionspuffer geldst werden. Aufgrund des M T HIOC-CH,CH O
. . . . . HO-CH,CH-CH, ! OH

Absorptionsmaximums bei 244 nm erwies er sich als

unproblematisch filir die fluoreszenzspektroskopischen o

Untersuchungen im Wellenlédngenbereich oberhalb Abb. 15

von 300 nm. Strukturformel von Nycodenz.

3.4.2.2 Priformation eines Dichtegradienten

Da die Dichte der oktaedrischen Kristalle bei etwa 1,26 g/cm’ liegt (EIBEL et al., 2000, FRIES
et al., 2002), wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers durch sukzessives Zumischen einer
65%igen (w/v) Nycodenzlosung zu einer 25%igen Losung ein Dichtegradient von 1,13 bis 1,35

g/cm’ priformiert.
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3.4.2.3 Fraktionierung des Gradienten

Nach Beendigung des Zentrifugenlaufs wurde der Gradient von oben her mit einer Pipette sehr

vorsichtig in 500pl-Fraktionen zerlegt.

3.4.2.4 Dichtebestimmung der oktaedrischen Kristalle

Zur Dichtebestimmung der oktaedrischen Proteinkristalle wurden 15 pl der zu untersuchenden
Gradientenfraktion auf die Optik eines Refraktometers gegeben und auf einer Skala der
Refraktionsindex abgelesen. Die Dichte errechnete sich aus folgender Formel

(Produktinformation Nycodenz):

Gl 1: Dichte [g/cm’]= 3,242 x 1 — 3,323 (n = Refraktionsindex)

3.4.3 Nachreinigung

Abb. 16 (S. 33) illustriert die weitere Aufarbeitung der Kristallproben. Die Gradientenfraktionen
wurden mit Extraktionsspuffer 1:3 verdiinnt, 15 min bei 4°C und 2000 x g pelletiert und in
frischem Extraktionspuffer resuspendiert, um moglichen Interaktionen zwischen verbliebenem
Nycodenz und Reduktions- oder Oxidationsmitteln bei der spiteren Behandlung der Proben

vorzubeugen.

3.4.4 Mikroskopische Kontrolle der Kristallaufreinigung

Wihrend des Extraktionsprozesses konnte mit Hilfe eines Lichtmikroskopes der

Reinigungserfolg iiberpriift werden.

3.4.5 Kiristallisolierung unter reduzierenden Bedingungen

Um wihrend der Aufreinigung die oktaedrischen Kristalle weitgehend vor Oxidation zu

schiitzen, wurde allen Medien Dithiotreitol bis zu einer Endkonzentration von 8 mM zugesetzt.
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\
Kristallsuspension
Praformierter Gradient

== (4h/100000 g)

Zerlegen in 500ul-Fraktionen

steigende Dichte
" Fraktionen

Extraktionspuffer verdiinnen

@ Fraktionen mit 2 Vol.

== (157/2000 g)

'

Uberstand

i Pellet Spektroskopie

Resuspendieren in 1 Vol.
Extraktionspuffer

'

Spektroskopie

Abb. 16
Ablauf der Nachreinigung oktaedrischer Kristalle aus Phycomyces blakesleeanus.
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3.4.6 Methanolische Extraktion der Pigmente

Fiir die Extraktion der chromophoren Gruppen wurden die isolierten oktaedrischen Kristalle
mehrfach methanolisch bei jeweils hoherer Temperatur extrahiert. 1,5 ml Kristallsuspension
wurden mit 0,5 ml Methanol versetzt und 15 min bei zunéchst 40°C extrahiert. Nach 15 min
Zentrifugation mit 5000 x g bei RT wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 0,5 ml
Methanol nun bei 50°C wiederum 15 min extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation schloss sich
eine dritte Extraktion bei 65°C an. Die Extraktionsiiberstinde wurden vereinigt und konnten

spektroskopisch vermessen werden.

3.4.7 Reduktion der Kristallproben

Zur Reduktion der oktaedrischen Kristalle wurde den Proben jeweils frisch angesetztes
Natriumdithionit bis zu einer Endkonzentration von 2 x 10*M zugesetzt. Da Natriumdithionit
selber leicht oxidiert wird, wurde die Stammlosung mit Stickstoff begast.

3.4.8 Oxidation der Kristallproben

Durch Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat bis zu einer Endkonzentration von 5 x 10°M konnten
die oktaedrischen Kristalle oxidiert werden.

3.5 Spektroskopie

Zur Untersuchung der spektroskopischen Eigenschaften von isolierten Kristallen aus

Phycomyces blakesleeanus wurden Absorptionsspektren und dariiber hinaus zur néheren

Charakterisierung Fluoreszenzspektren aufgenommen.
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3.5.1 Kontrollspektren

Alle Chemikalien und Puffer, die bei den spektroskopischen Untersuchungen der oktaedrischen
Kristalle Verwendung fanden, wurden zur Uberpriifing auf Fluoreszenz, Absorption und
mogliche Artefakte einzeln, sowie in allen moglichen Kombinationen mindestens in der im
Experiment eingesetzten Konzentration im Fluoreszenzspektroskop und Photometer mittels

Differenzspektrenbildung untersucht.

3.5.2 Absorptionsspektren

Alle Absorptionsspektren wurden mit einem Zweistrahlphotometer aufgenommen. Dies
gestattete das Erzeugen von Differenzspektren. Da der Wellenlingenbereich der
Absorptionsspektren bis in das nahe UV hineinreichte, wurden UV-durchlidssige Quarz-Kiivetten

(d=1cm) verwendet.

3.5.3 Fluoreszenzspektren

Die Eigenschaften vieler Substanzen, nach Bestrahlung mit Licht, besonders aus dem
energiereichen UV-Bereich, spezifisch Licht in Form von Fluoreszenz zu emittieren, macht man
sich in der Fluorimetrie zu Nutze. Die Fluoreszenz ist die Folge der Riickkehr eines Molekiils
aus einem angeregten Energiezustand in seinen Grundzustand. Durch Einstrahlung von
energiereichem Licht werden Molekiile aus dem Grundzustand auf ein hdoheres
(energiereicheres) Niveau gehoben. Die Relaxation von einem hoheren Niveau erfolgt zum
ersten Singulettzustand (S;-Zustand) strahlungslos. Die Riickkehr vom S;-Niveau in den
elektronischen Grundzustand (Sp) dagegen kann in Form von Energietransfer auf andere
Molekiile, in Form chemischer Reaktionen, durch internen Energietransfer innerhalb eines
Molekiils oder aber durch Fluoreszenz stattfinden. Fluoreszenzlicht ist daher immer
energiedrmer als das zuvor eingestrahlte Licht; die Emission erfolgt mit groeren Wellenléngen
als die Anregung. Da jede Substanz charakteristische Fluoreszenz-Anregungs- und
Emissionsspektren besitzt, ldsst sie sich mittels fluoreszenzspektroskopischer Analysen
identifizieren und charakterisieren. Emissionsspektren zeichnen sich durch das Vorhandensein

nur eines Maximums aus. Mehrere Maxima lassen daher auf ein Substanzgemisch schlieen. So
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ist z.B. die Identifikation einzelner Komponenten aus einem Stoffgemisch moglich. Dariiber
hinaus erlauben Fluoreszenzspektren Aussagen iiber Redoxzustinde, Bindungseigenschaften und
energetische Verhiltnisse. Die Untersuchungen wurden mit einem
Fluoreszenzspektralphotometer durchgefiihrt, dessen prinzipieller Aufbau in Abb. 17 dargestellt
ist. Die Auswertungssoftware ermdglichte das weitere Bearbeiten der Rohdaten. Das
Fluoreszenzspektralphotometer besteht in seinem Grundaufbau aus einem Anregungs- und einem
Emissionsstrahlengang.  Durch  ein  Anregungs- oder  Exitationsgitter  erzeugtes
monochromatisches Anregungslicht wird iiber Spiegel auf die Messkiivette gelenkt und das von
dort emittierte Fluoreszenzlicht, wiederum iiber Spiegel weitergeleitet, von einem
Photomultiplier detektiert. Exitations- und Emissionsgitter erlauben es, die jeweiligen
Wellenlidngen zu verdndern. Man spricht dementsprechend auch von einem Anregungs- oder

Emissionsspektrum.

Anregungs—Strahlengang Emiszions—5Strahlengang
Exitations— Emlissions

Gitler Gitker

Qantenziahler ﬁ L Spalt 4
i Spalt 2 -'*"f
Fhotomultiplier 2 ™k o
/ “5— ESpalt 3 e\
% .a-{\ { Photomultiplier 1
Konkavsplegel =
Khvette

Abb. 17
Prinizipieller Aufbau eines Fluorometers mit Anregungs- (Exitations-) und Emissionsstrahlengang. Ein Teil des
Anregungslichts wird zu Korrekturzwecken des Lampenrauschens abgezweigt. (SCHMIDT, 2000).

3.5.3.1 Emissionsspektren

Entsprechend ihrer Absorptionsmaxima zeigen Molekiile oder Substanzen bei definierten
Wellenldingen maximale Anregbarkeit. Zur Aufnahme von Fluoreszenz-Emissionsspektren
werden eben diese Wellenldngen fest eingestellt und die Emissionswellenldngen variiert, sodass

ein Emissionsspektrum resultiert.
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3.5.3.2 Anregungsspektren

Die Ermittlung eines Anregungsspektrums einer Probe geschieht in umgekehrter Weise wie bei
der Detektion eines Emissionsspektrums. Jetzt wird die zuvor ermittelte Maximumwellenldnge
des Emissionsspektrums fest vorgewéhlt und die Wellenldnge des Anregungslichtes verdndert,

woraus ein Spektrum resultiert, das die Wellenlingen der grof3ten Anregbarkeit angibt.

3.5.3.3 Differenzspektren

Differenzspektren beschreiben die Fluoreszenzidnderung nach einer Verdnderung des
Redoxzustandes einer Substanz, wie z. B. nach Oxidation oder Reduktion. Sie erlauben, einzelne
Substanzen aufgrund ihres Verhaltens durch solche Behandlungen innerhalb eines Gemisches

nédher zu charakterisieren.

300 100 200 g00 G

Abb. 18
Die Absorptionsspektren der drei Oxidationszustinde des Flavinchromophors (von links): reduziert, oxidiert und
radikalisch (SCHMIDT,2000,verdndert).

Anhand der obigen Abbildung wird deutlich, wie sich die Absorptionseigenschaften von Flavin
in Abhdngigkeit von dessen Oxidationszustand dndern. Da Absorptions- und Anregungsspektren
identisch sind (SCHMIDT, 2000), gilt dies auch fiir die Fluoreszenz. Die Kristallproben wurden
wie in Abschn. 3.4.7 u. 3.4.8 erldutert, mit Reduktions- und Oxidationsmittel behandelt. Aus den
Rohspektren der reduzierten, teilreduzierten und oxidierten Kristalle konnten mit Hilfe der
Auswertungs-Software die entsprechenden Fluoreszenzdifferenzspektren nach den Gleichungen

2-4 generiert werden.
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Gl. 2: Probecitreduziery - Probeeduziery = Differenzspektrum; (,,DTT-red’’)
Gl 3: Probexidiery - Probegeiirequziery = Differenzspektrum, (,,0x-DTT’)
Gl 4: Probexidiery - Probeeduziert) = Differenzspektrum; (,,0x-red’”)

3.5.3.4 Polarisationsspektren

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Polarisationsspektroskopie sind Aussagen dariiber moglich, ob ein
fluoreszierendes Molekiil - ein Chromophor - gelost oder an eine Matrix, wie z.B. ein Protein,
gebunden vorliegt. Weiter konnen durch diese Methode Hinweise auf Energietlibertragung
zwischen benachbarten Chromophoren oder Reaktionspartnern gewonnen werden.
Fluoreszenzlicht kann physikalisch als eine transversale Dipolstrahlung betrachtet werden. Diese
hat in Bezug auf ein emittierendes Molekiil eine definierte Richtung. Wird linear polarisiertes
Licht auf eine Probe mit gelosten und isotrop verteilten Fluorophoren eingestrahlt, so resultiert
daraus mehr oder weniger polarisiertes Fluoreszenzlicht (SCHMIDT, 2000). Die Polarisation ist
abhingig vom Winkel, den die Schwingungsebene des elektrischen Feldvektors (E-Vektor) des
Anregungslichtes zum Ubergangsdipolmoment des emittierenden Molekiils bildet. Liegen E-
Vektor und Ubergangsdipolmoment parallel zueinander, ergibt sich fiir die Polarisation p, nach
SCHMIDT (2000) der Maximalwert Y. Sind E-Vektor und Ubergangsdipolmoment jedoch
senkrecht zueinander orientiert, resultiert der Minimalwert -%5. Die folgende Abbildung illustriert

den Verlauf eines idealisierten Polarisationsspektrums.
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Abb. 19
Idealisiertes Polarisationsspektrum po(L) eines hypothetischen Molekiils (SCHMIDT, 2000).
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Daraus ergibt sich fiir die Polarisation folgende Definition:

LS, TS S R
A A A

I = Intensitét des Fluoreszenzemissionslichtes
v = vertikale Ausrichtung der Schwingungsebene des E-Vektors

h = horizontale Ausrichtung der Schwingungsebene des E-Vektors

Fiir die Polarisation mit ithren Grenzwerten folgt, dass zu deren Bestimmung die Messung von
jeweils zwei weiteren Fluoreszenzanregungsspektren gemi3 untenstehender Definition
notwendig wird. Zur Erzeugung von polarisiertem Fluoreszenzlicht dienen Polarisationsfilter
(Schott, Mainz). Diese werden in die Strahlengénge des Anregungs- und des Emissionslichtes
eingesetzt und erlauben damit die Transmission des E-Vektors nur in einer definierten

Orientierung.

I, = Intensitit des Emissionslichtes bei vertikaler Ausrichtung
des Polarisationsfilters im Anregungs- und horizontaler

Orientierung im Emissionsstrahlengang

I, = Intensitit des Emissionslichtes bei vertikaler Ausrichtung

beider Polarisationsfilter

3.5.4 Korrektur von Fluoreszenzspektren

Da geritespezifische Dispersion die Fluoreszenzspektren verzerrt, ist es notwendig, diese zu
korrigieren. ~ Wellenldngenabhéngig =~ werden  Verzerrungen  durch  Lampe  und
Gittermonochromatoren  verursacht. Wegen der Gleichheit von Absorptions- und
Anregungsspektrum lésst sich daher ein Korrekturfaktor fiir die Anregungsspektren definieren
(SCHMIDT, 2000):

Absorpti kt
Gl 6: Korrekturfaktor A(A) = SOTPUONSSpeirum

Anregungsspektrum
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Abb. 20

Darstellung des wellenldngenabhéngigen Faktors zur Korrektur der Fluoreszenzanregungsspektren.

Durch Multiplikation der gemessenen Anregungsspektren mit diesem Korrektiv werden diese

mit

den Absorptionsspektren vergleichbar.

Notwendigkeit der Korrektur.

Die

folgende

Abbildung verdeutlicht

Fluoreszensz

korrigiert

UnNEOTrTigier

300

Abb. 21

die

Fluoreszenz-Anregungs- und Emissionsspektren von Flavin in wéssrigem Losungsmittel, gemessen und korrigiert.
Anregungsspektren werden durch das System stark verzerrt und bediirfen unbedingt einer Korrektur, wahrend
Emissionsspektren nur leicht modifiziert und verschoben werden (SCHMIDT, 2000).
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3.6 Riboflavin-Bindungsexperimente

3.6.1 Riboflavin-Bindungsexperimente mit unbehandelten Kristallen

Kristallsuspension

—» = (5/15000x g)

}

Uberstand verwerfen

Pellet 10” unter Schiitteln bei RT

mit Riboflavin in Extraktionspuffer (500 ul) inkubieren
(ggf. Zusatz von Oxidations- oder Reduktionsmittel)

= (10°/2000 x g)

1x wiederholen

(ggf. Zusatz von Oxidations- oder Reduktionsmittel)

Uberstand mit Filterpapier vollstindig entfernen
und in 1 Vol. Extraktionspuffer resuspendieren
(ggf. Zusatz von Oxidations- oder Reduktionsmittel)

Uberstand verwerfen; Pellet
in 1 Vol. Extraktionspuffer resuspendieren
| reduzierte Probe oxidieren

Fluoreszenzspektroskopische Untersuchung

)

Abb. 22

Ablauf der Riboflavin-Bindungsexperimente mit oktaedrischen Kristalle aus Phycomyces blakesleeanus.

Die oktaedrischen Kristalle wurden, wie in Abb. 22 dargestellt, fiir die Untersuchungen im
Bindungsexperiment mit Riboflavin behandelt. Die isolierten wund in 1200 pl
Natriumphosphatpuffer resuspendierten Kristalle wurden in 170 pl-Aliquots fiir die
Bindungsexperimente eingesetzt. Ein Aliquot fand fiir die Proteinbestimmung mit CBQCA
Verwendung. In den Bindungsexperimenten wurden die Aliquots bis zu dreimal verwendet,
jeweils mit steigender Konzentration exogenen Riboflavins, um die Fehler durch Kristallverluste
wihrend der Waschschritte so gering wie moglich zu halten. Die Kristallproben flir die
Bindungsexperimente unter reduzierenden und oxidierenden Bedingungen entstammten alle der
gleichen Ausgangssuspension, um vergleichbare Kristallmengen zu gewdhrleisten. Nach
Zentrifugation und vollstindigem Entfernen des Pufferiiberstandes mit Hilfe von Saugpapier

erfolgte die zehnminiitige Inkubation mit Riboflavin unter leichtem Schiitteln bei RT. Gefolgt
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von einer zehnminiitigen Zentrifugation bei 2000 x g und RT wurde die Inkubationsldsung
rlickstandslos entfernt und die Kristalle in Natriumphosphatpuffer resuspendiert. Im Anschluss

erfolgten sofort die Fluoreszenzmessungen.

3.6.2 Bindung unter oxidierenden Bedingungen

In den Untersuchungen zur Bindung von Riboflavin unter oxidierenden Bedingungen wurden die
im  vorhergehenden  Abschnitt  beschriebenen aliquotierten  Kristallsuspensionen in
Natriumphosphatpuffer, dem Kj;[Fe(CN)¢] bis zu einer Endkonzentration von 4mM zugesetzt
war, inkubiert. Die weitere Behandlung entsprach der Beschreibung im vorhergehenden

Abschnitt (Abb. 22). Eingesetzt wurden Riboflavinkonzentrationen von 10 bis 10 M.

3.6.3 Bindung unter reduzierenden Bedingungen

Sollte die Bindung von Riboflavin unter reduzierenden Bedingungen stattfinden, wurde dem
Natriumphosphatpuffer Natriumdithionit mit einer Endkonzentration von 8 mM frisch zugesetzt.
Die Behandlung der Kristalle entsprach dem Ablauf in Abb. 22. Die Inkubation fand mit den

gleichen Riboflavinkonzentrationen statt wie unter den oxidierenden Bedingungen.

3.6.4 Riboflavin-Bindungsnachweis mittels differentieller Zentrifugation

Um zu zeigen, dass die oktaedrischen Kristalle Riboflavin binden kénnen und nur gebundenes
Riboflavin nachgewiesen wird, diente eine differentielle Zentrifugation durch ein Kissen aus
50%(w/v) Saccharose. Wie zuvor beschrieben, wurden Kristalle der Mutante C171 in 10° M
Riboflavin inkubiert und der gesamte Ansatz in einem 2 ml-Reaktionsgefdl iiber ein gleiches
Volumen Saccharose geschichtet. Nach 30 min Zentrifugation bei 2000 x g und 4°C traten die
Kristalle durch die Saccharose, wihrend das ungebundene Riboflavin aufgrund seiner geringeren
Dichte im Uberstand blieb. Das Pellet wurde in 1 Volumen Natriumphoshatpuffer resuspendiert
und sofort fluoreszenzspektroskopisch untersucht. AnschlieBend erfolgte ein zweimaliges

Waschen analog der Abb. 22 mit anschlieBender Fluoreszenzmessung.
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3.6.5 Kalibriergerade mit definierten Riboflavinkonzentrationen

Fir die quantitative Bestimmung der Riboflavinmengen im Rahmen der Bindungsexperimente
wurde eine Kalibriergerade mittels definierter Riboflavinkonzentrationen von 10 * bis 10° M
(in Natriumphosphatpuffer) angefertigt. Um bei der Fluoreszenzmessung Artefakte durch
Kristalle zu kompensieren, erfolgte die Messung der Eichlosung auch in Anwesenheit von
Kristallen. Isolierte Kristalle (gesammeltes Material von 9 Petrischalen der Mutante C/71)
wurden in 500 ul Natriumphosphatpuffer resuspendiert. Von dieser unbehandelten Probe wurden
einerseits Fluoreszenzanregungsspektren mit fixierter Emission bei 530 nm aufgenommen und
die Fluoreszenzwerte bei 470 nm fiir die weitere Auswertung herangezogen. Diese Messungen
ohne Zusatz von Riboflavin dienten als Nullproben. AnschlieBend wurden die Kristalle 5 min bei
15000 x g und RT pelletiert, der Uberstand vollstindig entfernt und durch 10° M Riboflavin
ersetzt und anschlieBend wieder die Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Dieser Ablauf wurde
fr die tbrigen Konzentrationen wiederholt. Die Fluoreszenzwerte bei 470 nm der
Anregungsspektren mit Emission bei 530 nm wurden nach Abzug der entsprechenden Werte der
Nullprobe gegen die Riboflavinkonzentration aufgetragen. Mittels der Ausgleichsgeraden konnte

so spater der Fluoreszenz bestimmte Riboflavinkonzentrationen zugeordnet werden.

1M -
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I Tumrreszeae. hei 470 mm

i [ 1" 1o° lo® - 10+
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Abb. 23
Kalibriergerade fiir die Riboflavin-Bindungsexperimente.
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3.6.6 Scatchard-Plot-Analyse der Bindungsexperimente

Mit Hilfe einer Auftragung der Ergebnisse der Bindungsexperimente in einem Scatchard-Plot
(SEGEL, 1976) lassen sich die Dissoziationskonstanten Kp der Riboflavin-Kristall-Bindung in
Abhéngigkeit vom Redoxzustand der Kristalle bestimmen sowie Aussagen iiber die Zahl der
Flavin-Bindungsstellen am Kristall treffen. Nach dem Massenwirkungsgesetz Gl. 7 lassen sich

die Rektionspartner folgendermassen definieren:

GL 7: R+L=R-L R: Rezeptormolekiil = Kristall
L: Ligand = Riboflavin

Dem Scatchard-Plot liegt folgende Gleichung zugrunde:

GL §: B 1 B
. 8: v

=——(B)+—* B: gebundene Ligandenkonzentration
Kp Kp
F: freie Ligandenkonzentration

Biax: maximale Rezeptorbindungsstellen

Die Steigung der Geraden ist -1/Kp. Thr Schnittpunkt mit der Abszisse stellt den Wert von Bix
dar und der Schnittpunkt mit der Ordinate ergibt den Wert Bpax/Kp.

3.7 Bakterienstimme, Vektor und Phagen
3.7.1 Bakterienstimme

Folgende Stamme des Bakteriums Escherichia coli fanden Verwendung:

XL1-Blue MRF' (Stratagene, Heidelberg):
Genotyp: A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F' proAB lacl'ZAM15 Tn5 (Kanr)]
DHS5a (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe):
Genotyp: F @80 lac ZAMI15 (lac ZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(xr, m )phoA
supE44 thi-1 gyrA96, rel A1L]
LE 392 (Promega, Mannheim):

Genotyp: F-, hsdR514 (v, my), supE44, supF58, lacY1 or A(laclZY)6, galK2, galT22, metB1,
trpR5SS, A~
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3.7.2 Klonierungsvektor

Als Vektor fiir die Klonierungen diente der Phagemidvektor pBluescript I KS (+) (Stratagene,
Heidelberg).

3.7.3 Phagen und genomische DNA-Bibliothek

Die genomische DNA-Bibliothek von Phycomyces blakesleeanus war in den Bakteriophagen
LambdaGEM-11 (Promega, Mannheim) verpackt. Sie wurde freundlicherweise von der AG Prof.
Dr. A. P. Eslava (Departamento de Microbiologia y Genetica / Universidad de Salamanca) zur

Verfligung gestellt.

3.7.4 Anzucht und Lagerung

Alle Arbeiten im Zusammenhang mit Bakterien wurden auf einer Sterilbank (Gelaire TC-A 48,
Flow Laboratories, Meckenheim) durchgefiihrt. Zum Animpfen von Agarplatten wurden von -
70°C-Dauerkulturen mit einer Impfose etwas Material entnommen (ohne die Dauerkultur
aufzutauen), auf Selektionsmedium ausgestrichen und bei 37°C i.N. inkubiert. Fliissigkulturen
(3-5 ml Ubernachtkulturen in LB-Medium) wurden durch Entnahme einer einzelnen Kolonie von
der Agarplatte inokuliert und U.N. bei 37°C inkubiert (Inkubationshaube Faust Unihood,
UniEquip, Martinsried mit Rollordrum TC-7, New Brunswick Scientific, Edison, USA). Auf
besondere Anzuchtmethoden wird in den einzelnen Abschnitten gesondert eingegangen. Die
Lagerung von beimpften Agarplatten konnte mehrere Wochen im Kiihlschrank erfolgen. Fiir die
dauerhafte Lagerung von Bakterien wurden 500 pl einer Ubernachtkultur mit 500 ul
Glycerinlosung vermischt, in einem verschraubbaren 1,5 ml-Reaktionsgefdl in fliissigem N,

schockgefroren und bei -70°C gelagert.

Glycerinlosung
65 % (v/v) Glycerol (100 %)

01 M MgSO,
0,025 M Tris'HCI (pH 8)
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3.7.4.1 Herstellung der Bakterienmedien

Alle Medien (Rezepte im Anhang) wurden, soweit nicht anders angegeben, hitzesterilisiert. Die
optionale = Zugabe des sterilfiltrierten  Antibiotikums Ampicillin  zum LB-Medium
(Endkonzentration 100 pg/ml) erfolgte erst nach Abkiihlung auf 50-55°C.

3.8 Screening genomischer DNA-Bibliotheken in Phagen

3.8.1 Herstellung von Plating-cells

Mit 500 ul einer Ubernachtkultur des Bakterienstammes E.coli LE 392 wurden 50 ml LB-
Maltose inokuliert und bei 37°C auf dem Schiittler bis zu einer ODs9o von 1 inkubiert. Die Kultur
wurde 10 min mit 1000 x g bei 4°C pelletiert und anschlieend in soviel kaltem 10 mM MgSQO4

resuspendiert, dass eine ODsqp von 1 resultierte. Die Plating-cells wurden frisch verwendet.

3.8.2 Phagentiterbestimmung

Um fiir das Screening der DNA-Bibliothek ausreichend Phagenplaques auf der Agarplatte zu
erhalten, war es notwendig, zunichst den Titer des einzusetzenden Phagenstocks zu bestimmen.
Dazu wurden Aliquots einer Verdiinnungsreihe zur Infektion des Wirtsbakterienstammes
verwendet. Aus den 1:100-Schritten der Verdiinnungsreihe wurden jeweils 10 pl
Phagensuspension mit je 200 pl Plating-cells in einem 500ul-Reaktionsgefill vermischt und 20
min bei RT zur Adsorption der Phagen an die Wirtsbakterien inkubiert. Wéhrend weiterer 10
min Inkubation bei 37°C injizierten die Phagen ihre DNA in die Bakterien.

3.8.3 Ausplattieren der Bibliothek

Um ein vorzeitiges Erstarren der Topagarose zu verhindern, wurden die LB-Platten und alle fiir
die weitere Herstellung der LB-Topagaroseplatten notwendigen Gerdte im Warmeschrank bei
37°C vorgewdarmt. Die Topagarose wurde in einem Mikrowellengerit geschmolzen, 10 min bei

RT abkiihlen lassen und anschlieBend in einem Wasserbad auf einer Temperatur von etwa 45-
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50°C gehalten. Nachdem das Phagen-Bakterien-Gemisch in einem Zentrifugenréhrchen mit 3-4
ml Topagarose versetzt worden war, wurde der gesamte Ansatz unter leichtem Schwenken
gleichméBig auf einer LB-Platte verteilt. Nach dem Erstarren der Topagarose schloss sich die
Inkubation der Platten bei 37°C fiir etwa 18 Stunden an. Aus dem eingesetzten Volumen, der
Verdiinnung der Phagensuspension und der Zahl der Plaques auf der Platte konnte die Zahl der

Plaque-forming-units pro Milliliter Phagenstock (pfu/ml) ermittelt werden.

3.8.4 Plaquelifts

Fiir das Screening von LB-Platten mit einem Durchmesser von 92 mm eignet sich eine
Plaquedichte von 5-8 x 10° pro Platte mit einem Durchmesser der Plaques von 0,5-1 mm.
Voraussetzung fiir das Screening einer DNA-Bibliothek war eine Abschitzung dariiber, wie
hoch die Zahl der pfu sein musste, damit das Genom mindestens einmal reprasentiert war. Im
Falle von Phycomyces blakesleeanus mit einer Genomgroe von 40Mb und einer
Durchschnittsgrofe der Inserts in der genomischen Bank von 15-20 kb wiére das Genom
theoretisch durch 2000 Klone vollstindig repriasentiert worden. Fiir das Screening wurden 10
Platten mit jeweils ca. 6 x 10° pfu verwendet. Je 10 pl einer geeigneten Verdiinnung der
Phagensuspension wurden, wie in den Abschn. 3.8.2 u. 3.8.3 beschrieben, mit jeweils 200 pl
Plating-cells inkubiert und ausplattiert. Die Inkubationsdauer betrug 4-4,5 Stunden.

3.8.5 Membrantransfer der DNA

Nach dem Ausplattieren mussten die Klone fiir die Hybridisierung auf Membranen transferiert
werden, ein Vorgang, der als ,Plaquelift’, ,Filterlift’ oder ,Filter ziehen’ bezeichnet wird. Da die
Plaques mit Phagenpartikeln angereichert waren, reichte es aus, eine passende
Nitrocellulosemembran (Protran BA; Schleicher & Schuell, Dassel) fiir wenige Minuten auf die
Agarplatte, die sogenannte Masterplatte, zu legen. Zur Kontrolle, ob nach Hybridisierung der
ersten  Filterlifi-Runde die positiven Signale glaubhaft waren, wurden zweimal
Membranabdriicke von derselben Agarplatte gemacht. Die entsprechend beschrifteten und
markierten Membranen wurden mit einer Pinzette in einer ersten Serie jeweils eine Minute
aufgelegt; die zweite Serie jedoch zwei Minuten, um noch geniigend Phagenpartikel

transferieren zu konnen und spéter ein gutes Hybridisierungssignal zu erhalten. Wiahrend der
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Transferzeit wurde mit einer Injektionsnadel die Position der Membran anhand dreier
asymmetrisch angeordneter randstidndiger Einstiche markiert, um dadurch spdter einem
Hybridisierungssignal ein Plaque zuordnen zu konnen. Die Membranen wurden vorsichtig mit

der Pinzette abgenommen und nacheinander denaturiert, neutralisiert und gewaschen.

3.8.6 Denaturieren

Zum Denaturieren der Phagenpartikel wurden die Membranen nun 2 min mit der DNA-Seite
nach oben auf zweilagiges mit Denaturierungslosung getranktes Whatman-Papier gelegt, um
sich vollzusaugen. Dabei war darauf zu achten, dass die Filter nicht in die Losung eintauchten,

um eine unnétige Diffusion der noch unfixierten DNA zu verhindern.

Denaturierungslosung
0,2 M NaOH
1,5 M NaCl

3.8.7 Neutralisieren

In gleicher Weise wie beim Denaturieren wurden die Filter anschlieBend neutralisiert.

Neutralisationslosung
2x SSC
0,4M Tris « HCI (pH 7,6)

3.8.8 Waschen

Im letzten Schritt wurden die Membranen 10 min durch leichtes Schiitteln in 2 x SSC von

anhaftenden Agaroseresten befreit und anschlieBend auf Whatman-Papier luftgetrocknet.
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3.8.9 Immobilisieren der DNA auf der Membran

Die transferierten Nukleinsduren konnten durch zweistiindiges Backen bei 80°C auf der

Nitrocellulosemembran immobilisiert werden.

3.8.10 Weitere Screeningrunden

Durch Hybridisierung mit einer Gensonde positiv identifizierte Phagenplaques lieBen sich
aufgrund der asymmetrischen Markierung der Membran eindeutig auf der Masterplatte
lokalisieren. Die Plaques wurden mit der Riickseite einer Pasteurpipette ausgestochen und in je 1
ml SM-Puffer aufgenommen. Der Zusatz von 1-2 Tropfen Chloroform verhinderte
Bakterienwachstum und fiihrte zur Lyse noch nicht aufgeloster Bakterien. Nach kriftigem
Schiitteln konnte nun eine weitere Screeningrunde (Sekundirscreening) durchgefiihrt werden.
Um die Klone weiter zu vereinzeln, wurde der Phagentiter auf etwa 1,5 x10? pfu pro Petrischale
reduziert. Eine dritte Screeningrunde mit einem Phagentiter von max. 50 pfu pro Petrischale
stellte sicher, dass solitdre Plaques positiver Klone ausgestochen werden konnten. Die Lagerung

erfolgte im SM / Chloroform-Puffer im Kiihlschrank.

SM-Puffer
100 mM NaCl
8,5 mM MgSO,+7H,O

3.8.11 Herstellen von Phagenstocks

Fiir die weitere Isolierung der genomischen DNA war es notwendig, Arbeits-Stammlosungen der
Klone mit ausreichend konzentriertem Phagentiter vorzuhalten. Dazu wurden, wie in 3.8.2 u.
3.8.3 beschrieben, mittels Verdiinnungsreihe Phagen der isolierten Klone der dritten
Screeningrunde in geeigneter Konzentration ausplattiert, damit daraus keine Einzelplaques,
sondern eine vollstindige Lysis des Bakterienrasens resultiert. Auf die durchlysierten
Petrischalen wurden je 3 ml SM-Puffer gegeben und diese leicht geschwenkt. Zur Phagenelution
iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt, wurde das Eluat im Anschluss abgenommen, in ein
Reaktionsgefd3 tiberfiihrt und die Platte nochmals mit 1 ml SM-Puffer nachgespiilt. Das Eluat

wurde vereinigt und mit 100 pl Chloroform versetzt, um restliche Bakterien zu lysieren. Nach
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kraftigem Schiitteln und zehnminiitiger Zentrifugation bei 4°C und 4000 x g konnte der
Uberstand abgenommen, mit wenigen Tropfen Chloroform versetzt und im Kiihlschrank gelagert
werden. Abschliefend erfolgte noch eine Titerbestimmung der einzelnen Klone (siehe 3.8.2). Bei
zu geringer Konzentration der Ausgangssuspension waren mehrere Amplifikationsrunden {iber

Plattenlysate erforderlich.

3.9 Nukleinsiure-Priiparation

3.9.1 Isolierung der DNA aus der genomischen Bibliothek

Die Isolierung von genomischer DNA aus zuvor ermittelten Klonen erforderte die Vermehrung
von Phagen in groflerem Mafstab als fiir die Plattenlysate notwendig. Diesem Zweck diente eine

Schiittelkultur in Fliissigmedium.

3.9.1.1 Amplifikation der Klone mittels Fliissiglysat

In Anlehnung an das in Abschn. 3.8.2 beschriebene Verfahren wurden 100 pl Phagen mit je 100
ul einer Ubernachtkultur des E.coli-Wirtsstammes LE-392 und einer Lésung aus 10mM MgCl, /
10mM CaCl, 15 min bei 37°C inkubiert und damit eine 50 ml-NZCYM-Schiittelkultur
inokuliert. Die Inkubation der Fliissigkultur bei 37°C erfolgte bis zum vollstindigen Auflosen
der Bakterien, was sich in einem plotzlichen Aufklaren der zuvor triiben Kultur und der
Sedimentation des Bakteriendebris als weillicher Faden &ufBlerte. Durch Wahl der geeigneten
Phagenkonzentration trat die Lysis der Kultur nach 6-8 Stunden ein. Um restliche Bakterien
aufzulosen und die Phagen freizusetzen, wurden der Kultur 150 pl Chloroform zugegeben und
fir weitere 15 min inkubiert. Zur Abscheidung des Bakteriendebris wurde das Lysat 15 min bei
4°C und 12000 x g zentrifugiert. Der Uberstand konnte nach Zusatz von 150 pl Chloroform zum
Schutz vor Bakterienwachstum in 50 ml-Schraubgefilen (Greiner; Frickenhausen) im

Kiihlschrank bis zur Weiterverarbeitung autbewahrt werden.
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3.9.1.2 Priiparation von DNA aus A-Phagen

20 ml der Phagensuspension wurden in ein Ultrazentrifugenrohrchen iiberfiihrt und nach Zugabe
von 20 ul DNase I (5mg/ml) und 25 pl RNase A (10mg/ml) eine Stunde bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Nach Zentrifugation (1% h, 4°C, 130000 x g) konnte der Uberstand verworfen und
restliche Fliissigkeit vorsichtig mit Saugpapier von der Wand des Zentrifugenbechers entfernt
werden. Zur Resuspension wurde das bernsteinfarbene Phagenpellet mit 500 pl S0mM Tris/HCI
(pH 8,0) tiberschichtet und 20-30 min bei RT inkubiert. Nach Transfer in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefd3 erfolgte zum Destabilisieren der Phagenkdpfe der Zusatz von 25 pl 50 mM
EDTA. Jeweils nach sorgfiltigem Mischen wurden nacheinander 1,5 ul Proteinase K (40pg/ml)
und 10%ige SDS-Losung bis zu einer Endkonzentration von 0,5% zugegeben und zum Abbau
der Proteinhiille 30 min bei 37°C inkubiert. Die Priparation wurde mit der in Abschn. 3.8.6
beschriebenen phenolischen DNA-Extraktion fortgesetzt.

3.9.2 Isolierung von genomischer DNA aus Phycomyces blakesleeanus

Die Isolierung von genomischer DNA konnte durch die in Abschn. 3.3.2.5 erlduterte Anzucht
von Myzel in Flissig- / Schiittelkultur erheblich vereinfacht werden. Sobald das tiefgefrorene
Myzel auf Eis aufgetaut war, konnte das Pulver mit 0,5-1ml Lysispuffer (ITURRIAGA et al.,
1992) versetzt werden. Die nachfolgende 15-miniitige Inkubation bei 65°C unter gelegentlichem
Schiitteln erleichterte das Resuspendieren und die Lyse der Hyphenwinde. Nach dem Abkiihlen
auf RT wurden noch verbliebene Myzelreste fiir die Dauer von 15 min bei 4°C und 4000 x g
pelletiert. Der Uberstand konnte nun in ein neues 2ml-Reaktionsgefd iiberfiihrt und mit
gleichem Volumen ROTIPHENOL versetzt werden. Nach miBigem Schiitteln (zu starkes
Schiitteln, z.B auf einem Vortex, barg in diesem Falle die Gefahr, dass Scherkrifte die DNA
zerstoren) wurde zur Phasentrennung 15 min bei 4°C und 4000 x g zentrifugiert. Die obere,
wissrige Phase konnte in ein neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt werden. Zur Entfernung von RNA
erfolgte eine einstiindige Inkubation mit RNase A (Endkonzentration: 0,5 mg/ml) bei 37°C. Ein
weiterer Verdau bei 37°C mit Proteinase K (0,5 mg/ml) und 0,5 % SDS (jeweils
Endkonzentration) zur Inaktivierung der RNase und anderer Proteine schloss sich fiir eine
Stunde an. Die DNA konnte nun phenolisch extrahiert werden.

Lysispuffer: 1% N-Lauroylsarcosin

50 mM Tris-HCI pH 8,0
20 mM Na,EDTA
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3.9.3 Isolierung von Plasmid-DNA mittels Alkalischer Lyse

Die alkalische Lyse nach BIRNBOIM & DOLY (1979) fiihrt dazu, dass nach dem Denaturieren
durch SDS und NaOH lediglich die Plasmid-DNA durch Neutralisierung des Milieus in Losung
bleibt, Proteine und chromosomale Bakterien-DNA jedoch ausgefillt werden und sich pelletieren

lassen.

3.9.3.1 Isolierung im kleinen MaBstab aus Ubernachtkultur (Minipriparation)

1,5 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden ca. 30 sek. bei 13000 x g und RT pelletiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstandes und Resuspendieren des Pellets in 100ul Losung A und 1,5 pl
einer RNase-Losung (10 mg/ml) erfolgte eine Sminiitge Inkubation bei RT. Dieser Schritt und
das nachfolgende Mischen mit 200 pl Lésung B mit anschlieBender Inkubation auf Eis fiir 5 min.
fiihrte zur Lysis der Bakterien. Durch den Zusatz von 150 pl Losung C konnten das mit Losung
B zugesetzte SDS und damit die Proteine quantitativ entfernt werden. Die nach kréftigem
Schiitteln entstandenen weilen Flocken wurden durch eine 3miniitige Zentrifugation bei RT und
15000 x g pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und zur
vollstindigen Entfernung der Protein-SDS-Komplexe erneut wie zuvor zentrifugiert. Die im
Uberstand geldste Plasmid-DNA konnte nach Zugabe von 800 pl 96%igem Ethanol in einem
neuen 1,5ml-Reaktionsgefdl wihrend einer Sminiitigen Inkubation bei RT gefillt werden. Nach
30 min Zentrifugation bei 15000 x g wurde der Uberstand quantitativ entfernt und das Pellet
durch Mischen mit 1ml 70%igem Ethanol und kurzer Zentrifugation (1min., 15000 x g, RT) von
noch verbliebenen Salzen befreit. Nach anschlieBendem Lufttrocknen wurde das Pellet in 25-30

ul TE oder EB resuspendiert. Die Lagerung erfolgte im Kiihlschrank oder dauerhaft bei -20°C.

Losung A: 50 mM  Glucose
25mM  Tris-Cl pH 8
10mM EDTA
Lagerung im Kiihlschrank

Losung B: 0,2g NaOH
2,5ml 10% SDS
22,5ml ddH,O
frisch ansetzen, Lagerung bei RT

Losung C: 3 M  Kaliumacetat
2M  Essigsédure
Lagerung bei RT
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3.9.4 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Fir die Priparation von Klonierungsvektoren, DNA-Sonden und DNA-Fragmenten fiir
Ligationen war es notwendig, die Fragmente nach Restriktion und Elektrophorese aus dem
Agarosegel wieder zu eluieren. Die Riickgewinnung erfolgte durch Bindung an eine Silicamatrix
in Gegenwart chaotroper Salze. Nach dem Ausschneiden der Banden aus dem Gel mit einem
Skalpell wurde die DNA gemil3 des Protokolls des JetSorb-Elutions-Kits von Genomed (Bad
Oeynhausen) isoliert.

3.9.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Phycomyces blakesleeanus

Zur Préaparation der Gesamt-RNA aus Sporangiophoren bzw. Myzel von Phycomyces
blakesleeanus wurde das TRIzol-Reagens (Life Technologies, Gaithersburg, USA) verwendet,
ein Gemisch aus Phenol und Guanidiniumisothiocyanat, das eine Weiterentwicklung der von
CHOMCZYNSKI und SACCHI (1987) beschriebenen Ein-Schritt-RNA-Isolierungsmethode
darstellt. Sie beruht auf der Eigenschaft von RNA, in einer sauren (pH 4) 4 M
Guanidiniumisothiocyanatlosung in Anwesenheit einer organischen Phenol/Chloroform-Phase
wasserloslich zu bleiben, wéhrend sich Proteine, DNA und Fette in der organischen Phase und
der Interphase befinden. Guanidiniumisothiocyanat ist eine der stirksten proteindenaturierenden
Agenzien. Seine Anwendung wurde urspriinglich entwickelt, um RNA aus Zellen mit hohem
RNase-Gehalt zu isolieren (CHIRGWIN et al., 1979). Das in fliissigem Stickstoff zermorserte
Pilzmaterial wurde gemdl dem den Produktinformationen  Dbeigefiigten = RNA-

Isolierungsprotokoll behandelt.

3.9.6 Phenolische DNA-Extraktion

Fiir die phenolische Extraktion von DNA fand ROTIPHENOL (ROTH, Karlsruhe) Verwendung,
eine gebrauchsfertige Losung aus Phenol/Choroform/Isoamylalkohol im Verhiltnis 25:24:1,
welches mit TE geséttigt und auf einen pH-Wert von 7,5-8,0 &dquilibriert ist. Phenol und
Chloroform fiihren bei diesem pH-Wert zu einer Denaturierung von Verunreinigungen, wie z.B.
Proteinen, die sich in der Interphase zwischen Chloroform und Phenol ansammeln.

Isoamylalkohol verhindert das Schiumen und die Entstehung einer intensiven Interphase. Bei
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einem pH tiiber 7,0 finden sich alle Nukleinsduren in der wassrigen Oberphase. Unter pH 7,0
findet jedoch auch eine Denaturierung der DNA und deren Akkumulation in der Interphase statt.
Bei einem pH-Wert um 4,5 ist dieser Effekt maximal, was man sich bei der RNA-Isolierung zu
Nutze macht (sieche Abschn. 3.9.5). Zur Extraktion der DNA wurde zur Probe ein gleiches
Volumen ROTIPHENOL zugesetzt, 5 min gut gemischt und anschlieBend 15 min bei 4°C und
4000 x g zentrifugiert. Die Oberphase wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdaf {iberfiihrt und
die phenolische Extraktion so oft wiederholt, bis keine wei3e Interphase mehr zu sehen war und
eine klare wiéssrige Oberphase abgenommen werden konnte. Um restliches Phenol zu entfernen,
erfolgte die Zugabe von einem Volumen Chlorform / Isoamylalkohol (24:1). Nach nochmaligem
Schiitteln und Zentrifugation in der oben beschriebenen Weise konnte die wéssrige Oberphase in

ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die DNA ethanolisch gefillt werden.

3.9.7 Prizipitation von Nukleinsiuren

Durch Zugabe von monovalenten Kationen und Alkohol lassen sich Nukleinsduren aus
wissrigen Losungen ausfillen. Dies kann durch Zugabe einerseits von 0,7 Vol. Isopropanol oder
andererseits von 2,5 Vol. Ethanol geschehen. Sofern es das Volumen des Reaktionsgefilles
erlaubte, wurde ethanolisch gefillt. Die Fillung mit Ethanol verminderte die Koprézipitation von
Salzen und Zuckern (SAMBROOK et al., 1989) und verkiirzte die Trocknungsdauer der
Nukleinsdurepellets. Der Zusatz von 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat erfolgte nur dann, falls die Losung
nicht schon vorher eine Salzkonzentration von mindestens 300 mM aufwies. Sofern nicht anders
beschrieben, erfolgte die Fillung der Nukleinsduren in der Regel iiber Nacht bei -20°C. Nach
einer Zentrifugation bei 4°C und 15000 x g fiir 10-15 min. Zum Pelletieren der Nukleinsduren
konnte der Uberstand verworfen und der Niederschlag zweimal mit 70%igem Ethanol versetzt,
gut gemischt und 1 min. mit 15000 x g bei RT zentrifugiert werden. Dieses ,,Waschen’ diente
dem Entfernen der Fillungssalze. Der Uberstand wurde vollstindig entfernt, das Pellet

luftgetrocknet und nachfolgend in TE-, EB-Puffer oder sddH,O aufgenommen.

3.9.8 Lagerung von Nukleinsiuren

Die Lagerung von extrahierten Nukleinsduren erfolgte einerseits in TE- oder EB-Puffer bei 4°C

oder -20°C oder in sddH,O bei -20°C. Um evtl. Einflisse von EDTA auf nachfolgende
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Behandlungen, wie z.B. Sequenzierung der Nukleinsduren zu unterbinden, wurde fiir die

Resuspension vorzugsweise EDTA-freier EB-Puffer verwendet.

3.10 Elektrophorese von Nukleinsiiuren

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung, Isolierung wund Identifizierung von
Nukleinsdurefragmenten. In einer Gelmatrix werden die Banden anhand ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt. GroBeren Molekiilen bietet das Agarosegel einen hoheren
Widerstand als kleinen Fragmenten, wodurch die Nukleinsdurefragmente, aufgrund ihrer negativ
geladenen Phosphatgruppen im elektrischen Feld zur Anode wandernd, der Grofe nach
aufgetrennt werden. Der Vergleich mit Nukleinsdurefragmenten definierter Lange, sog. Markern,

erlaubt die GroBenbestimmung der zu untersuchenden Nukleinsduren.

3.10.1 Nicht denaturierende Gelelektrophorese von DNA

3.10.1.1 Vorbereiten der DNA-Agarosegele

Zur Auftrennung restringierter DNA-Fragmente wurden in der Regel Gele mit 0,7-0,8 %
Agarose verwendet. Je nach Gelgro3e und Probenvolumen wurde auch das Gelvolumen variiert.
In 1 x TAE-Puffer suspendierte Agarose wurde in einem Mikrowellenofen bis zum volligen
Auflosen aufgekocht. Verdunstungsverluste des Puffers waren gegebenenfalls durch sddH,O zu
ersetzen. Nach Abkiihlung auf etwa 50-55°C konnte Ethidiumbromid (Endkonzentration 1pg/ml)
zugesetzt und die Agaroselosung in den Geltrager gegossen werden. Nach Polymerisation der
Gele konnten sie je nach Bedarf, in Frischhaltefolie eingeschlagen, im Kiihlschrank aufbewahrt
werden. Die Elektrophoresekammer wurde mit 1 x TAE-Puffer gefiillt und das Gel im Geltriger
eingesetzt. Mit Probenpuffer versetzte Proben wurden anschlieBend in die Geltaschen pipettiert
und mit Spannungen von 4-7 V/cm Elektrodenabstand aufgetrennt. Nachdem die
Bromphenolblaufront etwa */3 bis % der Laufstrecke zuriickgelegt hatte, wurde die

Elektrophorese beendet.

TAE-Puffer (S0faches Konzentrat): 40 mM Tris
1 mM Na,-EDTA
5,71 %  Eisessig
— pHS
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3.10.1.2 Vorbereiten der Proben

Fiir ein leichteres Einsinken in die Geltaschen wurden die DNA-Proben zuvor mit 1/6 Volumen
6x Probenpuffer gut vermischt. Um den Gellauf verfolgen zu kdnnen, war der Probenpuffer mit
Bromphenolblau angereichert. Bei den hier verwendeten Agarosekonzentrationen entsprach das

Wanderungsverhalten des Farbstoffes Bromphenolblau Fragmentlingen von etwa 600-700 bp.

6 x DNA-Probenpuffer:

0,6 %  SDS
0,25 %  Bromphenolblau
50 %  Saccharose
60 mM  Na,-EDTA
sddH,O

3.10.1.3 DNA-Groflenmarker

Um die FragmentgroBBe restringierter DNA ermitteln zu konnen, wurde parallel zu den Proben
ein sogenannter DNA-GroBenmarker im Gel aufgetrennt. Folgende von MBI Fermentas, St.

Leon-Rot bezogene Marker fanden Verwendung:

- A-DNA restringiert mit EcoRI/HindIII (13 Banden von 564-21226 bp)
- A-DNA restringiert mit Eco471 (36 Banden von 23-8126 bp)
- GeneRuler DNA-Ladder Mix (21 Banden von 100-10000 bp)

3.10.2 Denaturierende Gelelektrophorese von RNA

Bei RNA kommt es hédufig zur Ausbildung von Sekundérstrukturen. Um diese dauerhaft auch

wihrend der Elektrophorese zu entspannen, erfolgte die Auftrennung in Gegenwart von

Formaldehyd (LEHRACH et al., 1977).

3.10.2.1 SchutzmafBinahmen gegen RNasen

Da RNasen im Gegensatz zu DNasen weitaus stabiler sind und durch herkdmmliche

AutoklaviermaBBnahmen nicht inaktiviert werden konnen, mussten besondere Vorkehrungen
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getroffen werden. Die verbreitetste Methode ist die Behandlung mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC). Da aber diese Substanz aufgrund ihre Karzinogenitét nicht unproblematisch ist, wurden
alternativ alle Losungen und Utensilien mit mehrfach lange autoklaviertem ddH,O angesetzt
oder behandelt. Glasgerdte wurden 4h bei 200-220°C trockensterilisiert. Wasser und alle
autoklavierbaren Utensilien wurden zweimal mindestens 1h autoklaviert. Gerdte fiir die
Elektrophorese und den Northerntransfer wurden griindlich mit 0,5 % SDS abgewischt und mit
sddH,O gespiilt. Nach Reinigen mit 96% FEthanol und Trocknen erfolgte eine 10-miniitige
Inkubation in 0,1 M NaOH bei RT. Erneut mussten die Gerite mit sddH,O griindlich gespiilt und
anschlieBend mit 3 % H,O, abgewischt werden. Es schloss sich wieder eine griindliche sddH,O-

Spiilung an, und nach dem Trocknen konnten die Utensilien verwendet werden.

3.10.2.2 Vorbereiten der RNA-Agarosegele

Zur Auftrennung der RNA wurden 1,2 %ige Agarosegele vorbereitet. Fiir ein Gel der Grofle 10 x
I15cm (100 ml) wurden 1,2 g Agarose in 77,1 ml sddH,O im Mikrowellenofen bis zum
vollstindigen Losen erhitzt und anschlieBend im Wasserbad auf 60°C gehalten.
Verdunstungsverluste wurden durch sddH,O ersetzt. Dann erfolgte unter dem Abzug der Zusatz
von 5 ml 20 x MOPS-Puffer und 17,9 ml 37 % Formaldehyd. Das Gemisch konnte nun in den

vorbereiteten Geltrager gegossen werden.

3.10.2.3 Probenvorbereitung

Die Proben wurden mit 5 x Denaturierungspuffer versetzt, mit sddH,O auf das gleiche Volumen
gebracht, zur Beseitigung von Sekundérstrukturen 10 min bei 65°C denaturiert und anschlieSend
sofort auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ul) und

kurzem Anzentrifugieren konnten die Proben aufgetragen werden.

20 x MOPS-Puffer:
0,4M MOPS
0,1 M Natriumacetat-Dihydrat
20 mM EDTA
— pH7,0

sterilfiltrieren
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5 x Denaturierungspuffer:
200 ul 20 x MOPS
200 pl  Glyzerin
308 ul Formamid
72 ul 37 % Formaldehyd
5 ul geséttigtes Bromphenolblau

3.10.2.4 RNA-Groflenmarker

Zur Ermittlung der FragmentgroBe in RNA-Gelen oder zur Zuordnung von
Hybridisierungssignalen wurde analog den DNA-Gelen ein speziell zusammengesetzter RNA-
GroBenmarker eingesetzt (RNA-Ladder High Range, MBI Fermentas, St. Leon-Rot), der mit 8
Banden einen Bereich von 200-6000 bp abdeckt.

3.10.2.5 Durchfiihrung der Elektrophorese

Das erstarrte Gel wurde zundchst 15-20 min im Elektrophoresepuffer bei 1-1,5 V/cm équilibriert,
bevor die Proben aufgetragen werden konnten. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 5 V/ecm

solange, bis die Bromphenolblaufront etwa */3 der Laufstrecke zuriickgelegt hatte.

Elektrophoresepuffer:
50 ml 20 x MOPS
20 ml 37 % Formaldehyd
930 ml sddH,O

3.10.3 Fotografische Dokumentation der Gelelektrophorese

Die Dokumentation der Elektrophoreseergebnisse erfolgte durch Fotografie der Gele auf einem
UV-Schirm. Alternativ wurde auch eine an die Fotoanlage angeschlossene computergestiitzte

Bildverarbeitung verwendet.
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3.11 Nukleinsaure-Nachweismethoden

3.11.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA erfolgte mit Hilfe eines
Zweistrahlphotometers. Grundlage fiir die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren war die
Bestimmung der optischen Dichte (OD) an ihrem Absorptionsmaximum bei 260 nm (ODy¢) und
die Verwendung von Quarzkiivetten, da diese das UV-Licht nicht absorbieren. Bei Verwendung
von Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm ergaben sich folgende molare

Extinktionskoeffizienten (LOTTSPEICH & ZORBAS,1998):

Einer OD,4) von 1 entsprechen: 50 ug/ml doppelstringige DNA
40 pg/ml einzelstrangige DNA
33 pg/ml einzelstringige RNA

Neben der Bestimmung des Nukleinsdure—Absorptionsmaximums war auch die Bestimmung des
Absorptionsmaximums flir Proteine bei 280 nm wichtig, um aus dem Verhéltnis OD60/OD5sg
Riickschliisse auf die Reinheit der Nukleinsdure-Probe ziehen zu konnen. Eine reine DNA-
Losung besitzt einen Wert von 1,8, wogegen RNA bei einem Wert von 2,0 liegt.
Verunreinigungen durch Proteine oder noch vorhandenes Phenol verringern die Werte drastisch.
Fiir die Messung wurden die Proben jeweils 1:100 verdiinnt, gegen das Losungsmittel gemessen

und dieKonzentration nach Gleichung 9 bestimmt.

GL 9: Nukleinsiure-Konzentration [ug/ul]= (OD,4 x molarer Extinktionskoeffizient x Verdiinnung x 10)

3.11.2 Ethidiumbromidfirbung von Nukleinsiuren

Ethidiumbromid besitzt die Eigenschaft, mit Nukleinsduren zu interkalieren. Wird es mit UV-
Licht (312 nm) angeregt, so lassen sich durch die Emission von Licht der Wellenldinge von 590
nm Nukleinsduren visualisieren. Da die Interkalation dquimolar stattfindet, erlaubt dies neben

der eigentlichen Sichtbarmachung auch eine Konzentrationsabschétzung von Nukleinséuren.
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3.11.2.1 DNA-Mengenstandard

Zur Konzentrationsabschétzung kleiner Nukleinsduremengen im Nanogramm-Bereich diente der
Intensitédtsvergleich der Ethidiumbromidfluoreszenz definierter Mengen von DNA des
Bakteriophagen A mit der unbekannten Probe, die gemeinsam 15-20 min in einem Agarosegel

liefen.

3.12 Blotting von Nukleinsiuren

Um mittels Hybridisierung mit markierten DNA-Sonden Zielsequenzen nachweisen zu konnen,

war es erforderlich, diese zuvor auf geeignete Membranen zu transferieren.

3.12.1 Southernblot

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter DNA auf Membranen fiir die nachfolgende

Hybridisierung mit Gensonden wurde unter alkalischen Bedingungen mittels Kapillarblot

durchgefiihrt. Abb. 24 verdeutlicht den Aufbau eines solchen Transfers.

~ 0,5 k;
o Gewicht

Zellstoff

Whatmanpapier |
Transfermembran
Gel

Abb. 24

Prinzipieller Aufbau eines Kapillarblots fiir den Transfer von Nukleinsduren auf Membranen.

Pufferreservoir

Das Agarosegel wurde nach der Dokumentation zunidchst in ddH,O griindlich gespiilt und
anschlieend ca. 30 min. in 0,25 N HCI bis zum Farbumschlag des Bromphenolblau nach Gelb

depuriniert. Dies diente der Fragmentierung hochmolekularer DNA und damit einem
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effizienteren Transfer. Wie der Depurinierungsschritt erfolgten alle weiteren Inkubationen unter
leichtem Schiitteln bei RT. Nach Verwerfen der HCI-Losung und griindlichem Waschen mit
ddH,0 wurde das Gel in 1,5M NaCl/0,5M NaOH fiir 2 x 20 min. denaturiert, um die DNA
einzelstrangig zu machen, gefolgt von einer 30-miniitigen Inkubation in Neutralisationslosung
(1,5M NaCl/0,5M Tris-HCI1 (pH 7,0)). In der Zwischenzeit konnte nach dem Bestimmen der
Gelabmessungen eine Nylonmembran Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech Europe,
Freiburg) mit etwa 3 mm kleinerer Kantenlinge zugeschnitten, 5 min. in ddH,O gewéssert und
dann 20 min. in Transferlosung (0,25M NaOH/1,5M NaCl) dquilibriert werden. Wahrenddessen
erfolgte der Zuschnitt der Whatman-Filter (Schleicher & Schuell, Dassel) und des Zellstoffs fiir
den anschlieBenden Aufbaus des Blots gemidl3 der Darstellung in Abb. 24. Das als Docht
dienende, in das Pufferreservoir hineinragende, Whatman-Papier wurde griindlich in der
Transferlosung gewissert und tliber die Unterlage gelegt. Darauf wurde das Gel mit nach unten
orientierten Taschendffnungen positioniert, dariiber die Nylonmembran und auf diese wiederum
ein in Transferpuffer getranktes Stiick Whatman-Papier. Nach und nach folgten ein etwa 1,5 cm
hoher Whatman-Papier-Stapel und eine etwa 2-3 cm dicke Zellstoffschicht. Ein Gewicht von ca.
0,5 kg diente zum Beschweren und Fixieren des Aufbaues. Um eine Unterbrechung des
Transfers zu verhindern, mussten mittels einer Glaspipette sorgfiltig Luftblasen zwischen dem
Gel und den einzelnen Membranen ausgerollt werden. Dariiber hinaus verhinderte die kleinere
Kantenlidnge von Nylonmembran und dariibergeschichtetem Whatman-Papier einen Bypass der
Transferlosung und damit ebenfalls einen ineffizienten Transfer der Nukleinsduren. Eine
Abdeckung der offenen Flichen des Pufferreservoirs mit Frischhaltefolie schiitzte vor
Verdunstungsverlust des Transfermediums wihrend des iiber Nacht dauernden I4stiindigen
Kapillarblots. Wahrend des Abbaus des Blots erfolgte mit einem Kugelschreiber die Markierung
von Position und Orientierung des Geles auf der Nylonmembran, bevor diese zur Entfernung von
Gel- und Transferlosungsresten etwa 5-10 min. in 2 x SSC gewaschen wurde. Nach dem
Lufitrocknen der Nylonmembran konnte darauf die transferierte DNA immobilisiert werden. Die

Lagerung der Nylonmembran erfolgte zwischen Whatman-Papier in Folie eingeschweifit bei RT.

3.12.2 Northernblot

Der Transfer von RNA entsprach im Aufbau dem im vorhergehenden Abschnitt dargestellten
Southernblotverfahren. Um eine RNase-Verunreinigung der Gegenstinde, die wéhrend des

Transfers mit der RNA in Kontakt kamen, zu verhindern, wurden diese den in Abschn. 3.10.2.1
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beschriebenen Reinigungsschritten unterzogen. Das Gel wurde nach der fotografischen
Dokumentation 30 min in 0,05M NaOH/1,5M NaCl inkubiert, anschlieBend 20 min in 0,5M
Tris-HCI (pH 7,4) / 1,5M NaCl neutralisiert und dann fiir weitere 45 min in Transferlosung (10x
SSC) équilibriert. Die passend zugeschnittene Nylonmembran Hybond-N wurde ebenfalls in der
Transferlosung fiir 10 min inkubiert. Der Transfer erfolgte iiber Nacht fiir etwa 20-24h. Die
Membran wurde anschlieBend 5-10 min in 2x SSC gewaschen und luftgetrocknet. Nach

Immobilisierung der transferierten RNA erfolgte die Lagerung wie im Falle des Southernblots.

3.13 Radioaktive Markierung von Gensonden

Der Nachweis von Zielsequenzen durch Hybridisierung von Northernblots, Southernblots oder
Filterlifts erforderte die radioaktive Markierung zuvor hergestellter Nukleotidsequenzen. Je nach

Einsatzzweck, Art und Lange der Sonde kamen hierfiir zwei Markierungsmethoden in Frage.

3.13.1 Markierung durch ,,endlabeling*

Bei dieser Methode katalysiert die T4 Polynukleotidkinase den Transfer des terminalen y-
Phosphates des ATP an die OH-Gruppe des 5’-Endes von Oligonukleotiden. Werden
Oligonukleotide fiir die Hybridisierung verwendet, so eignet sich die Methode der
Endmarkierung am besten. Im Vergleich zum ,,random prime labeling ist allerdings aufgrund des
lediglich endstindigen Einbaus von radioaktivem Phosphat die Signalstirke geringer
(MULHARDT, 2002). Fiir die Kinasierungsreaktion wurde die T4 Polynukleotidkinase von
MBI-Fermentas (St.Leon-Rot) eingesetzt.

Markierungsansatz:
10 ul synthetisiertes Oligo (2 pmol/pl)
1,5 ul BSA (1 mg/ml)
3 ul Kinase-Reaktionspuffer
Im Isotopenlabor: 8  pul [y**P]dATP (3000 Ci/mM)
1,5 ul T4 Polynukleotidkinase (15 U)
6 ul sddH,O

Der Reaktionsansatz wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert und durch Zugabe von 2 pl 0,5M EDTA die Reaktion
beendet.
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3.13.2 Markierung durch ,,random prime labeling*

Bei der Verwendung von aufgereinigter doppelstringiger DNA als Sonde erfolgte die
Markierung in Anlehnung an die von FEINBERG & VOGELSTEIN (1984) entwickelte
Methode des ,,random prime labeling’’. Hierzu dient die aufgereinigte DNA als Matrize zur
Synthese ca. 200bp langer DNA-Fragmente. Eine Mischung synthetisch hergestellter Hexamere
mit zuféilliger Basenanordnung dient als Primer flir das Klenow-Fragment der Polymerase I aus
E. coli. Dessen Verwendung verhindert den Abbau des Syntheseproduktes (KLENOW &
HENNINGSEN, 1970). Durch den wiederholten Einbau von [o’”P]dATP in neu synthetisierte
DNA-Fragmente resultiert eine hohe spezifische Aktivitét.

Verwendung fand das ,,HexalLabel DNA Labeling’’-Kit von MBI-Fermentas (St.Leon-Rot).

100 ng Matrizen-DNA und 10 pl Hexanukleotidmix im Reaktionspuffer wurden auf 40 pl mit
sddH,O ergénzt, 10 min auf 95°C erhitzt und sofort auf Eis gelagert.

Markierungsansatz:
Mix A: 1 ul dCTP (0,33 mM)
1 ul dGTP (0,33 mM)
1 ul dTTP (0,33 mM)
Im Isotopenlabor: 6 ul  [a**P]dATP (3000 Ci / mM)
1 Wl Klenow-Fragment (5U)

Der Ansatz wurde zunéchst 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von 4 ul dNTP-Mix ergénzt.
Nach weiteren 10-15 min Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA gestoppt.

3.13.3 Entfernung nicht eingebauter Nukleotide

Um ein Hintergrundsignal durch nicht eingebaute, freie Nukleotide zu verhindern, sollten die
markierten Proben aufgereinigt werden. Dazu wurde das QIAquick Nukleotide Removal Kit von
QIAGEN (Hilden) verwendet. Die Reinigung basiert auf dem Prinzip der DNA-Bindung an einer
Silica-Matrix in Abhéngigkeit von Salzkonzentration und pH-Wert. In Gegenwart chaotroper
Salze wird die DNA gebunden, wihrend Kontaminationen, wie freie Nukleotide, in mehreren
Wasch- und Zentrifugationsschritten entfernt werden. Die Zusammensetzung der Puffer ist,
abgesehen von Puffer EB (10 mM Tris-HCI, pH 8), nicht bekannt. Der Reaktionsansatz wurde
mit 10 Volumen (bzw. 5 Volumen bei zu reinigenden Fragmenten > 100 bp) PN-Puffer
versetzt, auf die in einem 2 ml-Reaktionsgefdll stehende Sédule gegeben und 1 min mit 6000 x g
bei RT zum Binden der DNA zentrifugiert. Der Durchfluss samt Reaktionsgefil wurde

verworfen und die Sdule zweimal mit 500 pl PE-Puffer durch erneute Zentrifugation mit 6000 x
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g gewaschen. Nach Austausch des Reaktionsgefiles wurde restlicher Puffer durch eine
dreiminiitige Zentrifugation mit 13000 x g entfernt. Durch Zugabe von 100-200 pl EB-Puffer
und Inkubation bei RT (1 min) konnte nun die gereinigte Sonde durch -einminiitige
Zentrifugation bei RT und mit 13000 x g in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl eluiert und in die

Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

3.14 Fliissigszintillationszihlung

Die Fliissigszintillationszdhlung basiert auf der Umwandlung von radioaktiver Strahlung in
Lichtemission. Da der quantitative Nachweis schwach radioaktiver Strahlung aufgrund der
Absorption des umgebenden Mediums oft nicht moglich ist, werden bei der
Flissigszintillationszdhlung die an eine Matrix gebundenen Proben in einen Cocktail aus
speziellen organischen Verbindungen (Quicksafe A; Zinsser Analytic, Frankfurt a. M.) gegeben.
Diese emittieren nach Anregung durch radioaktive Strahlung Lichtenergie, die in einem Detektor
mit Hilfe eines Photomultipliers verstirkt und quantitativ ausgewertet werden kann.

Die beiden DE-81-Filter mit dem gereinigten und dem ungereinigten Aliquot des
Markierungsansatzes  wurden in  sogenannte ,scintillation vials”"  gegeben, mit

Szintillationsfliissigkeit {iberschichtet und die Anzahl der Zerfille pro Minute (cpm) ermittelt.

3.14.1 Bestimmung der Inkorporationsrate

Eine Abschitzung, wie hoch der relative Anteil der eingebauten Aktivitit gemessen an der
Gesamtaktivitdt war, lieB sich einfach mit einem Filteressay, in Anlehnung an das ,,Hexalabel
DNA Labeling’’-Kit-Protokoll, {iberpriifen.

1ul des ungereinigten Markierungsansatzes wurde 1:100 mit TE-Puffer verdiinnt. Jeweils 2 pl
davon wurden auf je einen Whatman-DE 81-Filter (1,5 x 1,5 cm) aufgegeben. Ein Filter wurde
bei RT getrocknet, wihrend von dem zweiten Filter durch mehrere Waschschritte die nicht

eingebaute Aktivitdt entfernt wurde:

Waschschritte:
3x S5min 2x SSC
1x 1min sddH,O
1x 1min 96% Ethanol



3 Material und Methoden 65

Die Losungen wurden jeweils abgegossen, der Filter zum Schluss vorsichtig aus dem Ethanol
genommen und bei RT getrocknet. Aus den mittels Fliissigszintillationsz&dhlung ermittelten

Zerfillen pro Minute errechnete sich die prozentuale Inkorporationsrate der Radionuklide nach:

cpm [gereinigte Sonde] .
Gl. 10: — x 100 % = % Inkorporation
cpm [ungereinigte Sonde]

3.14.2 Bestimmung der spezifischen Aktivitit

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt einer radioaktiv markierten Sonde gibt einerseits
Aufschluss liber den Erfolg einer Markierungsreaktion und erlaubt andererseits eine gewisse
Abschitzung iiber die Sensitivitidt einer Hybridisierungssonde. Eine spezifische Aktivitit von
> 10%cpm / pg DNA ist dabei anzustreben (MULHARDT, 2002).

Die spezifische Aktivitdt kann errechnet werden nach:

Vol. . Sond
Aktiviti t[ger. Sonde] XVerdﬁnnungx( ol. [ger. Sonde] j
Vol. [unger. Sonde]

Gl 11: = spezif. Aktiviti tfcpm/ ug DNA
eingesetzte DNA - Menge P [cpm/ pg ]

3.15 Hybridisierung von Nukleinsiuren

Um tiber sequenzhomologe Basenpaarungen spezifische DNA- oder RNA-Fragmente der auf
Membranen {iibertragenen Nukleinsduren nachweisen zu konnen, wurde mit radioaktiv

markierten DNA-Sonden hybridisiert.

3.15.1 Hybridisierung von Plaquelifts

Pro Hybridisierungsrunde wurden zwanzig Nitrozellulosemembranen gemeinsam in einem
Schiittelwasserbad hybridisiert. Vor Inkubation wurden die Membranen 5 min in 6 x SSC unter
leichtem Schiitteln angefeuchtet und anschlieBend einzeln sorgfiltig in einer runden Dose mit
Schraubverschluss in 50 ml vorgewarmtem Vorhybridisierungspuffer untergetaucht und 2 h bei

44°C inkubiert.
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Vorhybridisierungslosung:
6 X SSC
1x Denhardts-Losung
0,5 % SDS
100 pg/ml  Heringssperma-DNA
0,05 % NasP,0;- 10 H,O
sddH,O

In der Zwischenzeit erfolgte die Markierung der Hybridisierungssonde. Nach Austausch des
Vorhybridisierungspuffers durch 50 ml vorgewidrmte Hybridisierungslosung und Zusatz der

Sonde wurde ebenfalls bei 44°C fiir die Dauer von 16 h hybridisiert.

Hybridisierungslosung:

6 x SSC

1x Denhardts-Losung

0,5 % SDS

20 pug/ml  baker’s yeast tRNA

0,05 % Na,P,0;- 10 H,O
sddH,O
radioaktiv markierte Sonde

3.15.2 Waschen der Plaqueliftmembranen

Zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonden-DNA erfolgten mehrere Waschschritte unter
sukzessive zunehmender Stringenz. Steigerung von Temperatur und Dauer der Waschschritte
bewirken eine Stringenzzunahme und damit eine zunehmende Abstoung unspezifisch
miteinander hybridisierender Nukleinsdurestringe. Zusétzlich fiihrt eine Reduktion der
Ionenstirke des Waschpuffers zu einer verminderten Abschirmung der Phosphatketten der
Nukleinsduren und fordert dadurch ebenfalls die AbstoBung unspezifischer Hybride. Nach
Beendigung der Hybridisierung wurden die Membranen nach Abtropfen iiberschiissiger

Fliissigkeit einzeln in die vortemperierte Waschlosung iiberfiihrt.

Waschschritte:
1x 30 min 6 x SSC/0,05% NasP,0;- 10 H,O ~0°C (Eis-/Wassergemisch)
Ix 2min 6x SSC/0,05% Na,P,0;- 10 H,O 44°C
Ix 2min 4xSSC/0,05% Na,P,0;- 10 H,O 44°C
Ix 5min 4xSSC/0,05% Na,P,0,- 10 H,O 50°C
2x 5min 2xSSC/0,05% Na,P,0;- 10 H,O 50°C
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Das Waschen fand in einer dicht verschlieBbaren Frischhaltedose auf dem Schiittler oder im
Schiittelwasserbad mit jeweils 300 ml Waschlosung statt. Das Ergebnis der Waschungen wurde
zwischendurch mittels eines Kontaminationsmonitors {iberpriift und die Bedingungen
entsprechend der Signalstirke variiert.

Nach Abschluss der Waschprozedur wurden die Membranen auf Whatman-Papier ausgelegt und

bei RT getrocknet, um nachfolgend fiir die Autoradiografie vorbereitet zu werden.

3.15.3 Hybridisierung von Southernblots

Die Hybridisierung der immobilisierten DNA erfolgte je nach MembrangroBBe entweder in
Glasrohren im Hybridisierungsofen oder in entsprechend dimensionierten Frischhaltedosen im
Schiittelwasserbad. Vorbereitung, Vorhybridisierung und Hybridisierung der Southernblots
fanden unter den gleichen Bedingungen statt wie die Hybridisierungen der Plaquelifts. Lediglich
die Volumina der Losungen wurden den neuen Erfordernissen angepasst, indem Iml Vor- und
Hybridisierungslosung pro 10 cm? Membranfldche eingesetzt wurde. Die Waschbedingungen
konnten ebenfalls leicht modifiziert werden.

Waschschritte:
1 x 30 min 6 x SSC/ 0,05% Na,P,0;- 10 H,O ~0°C (Eis-/Wassergemisch)

1x S5min 4 x SSC/0,05% Na,sP,0;- 10 H,O 50°C
2x Smin 2 x SSC/0,05% Na,P,0;- 10 H,O 50°C

War keine erneute Hybridisierung der Southernblots vorgesehen, wurden die Membranen wie im

Falle der Koloniehybridisierung bei RT luftgetrocknet.

3.15.4 Hybridisierung von Northernblots

Zum Nachweis von Expressionssignalen mittels DNA-Sonden in Northernblots erfolgte die
Hybridisierung in Glasrohren im Hybridisierungsofen. Die Membranen wurden zu diesem
Zweck 5 min in 6 x SSC vorinkubiert, um im Anschluss vorhybridisiert zu werden. In Analogie
zur Southernblothybridisierung erfolgte die Inkubation in Iml Vorhybridisierungslosung pro 10

cm?® Membranfliche.
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3.15.4.1 Hybridisierung mit degeneriertem Oligo

Die Vorhybridisierung in Church-Puffer (CHURCH & GILBERT, 1984) fand bei einer
Temperatur von 44°C statt. Nach 4 h und zwischenzeitlich erfolgter Markierung der DNA-Sonde
konnte die Vorhybridisierungslosung durch vorgewarmten Hybridisierungspuffer ersetzt werden.
Der Markierungsansatz wurde direkt in die Hybridisierungslosung pipettiert und die Inkubation

iiber Nacht fiir weitere ca. 20 h bei 44°C fortgesetzt.

Vorhybridisierungs- / Hybridisierungslosung (Church-Puffer):

0,5M Na,HPO,/NaH,PO,-Puffer, pH 7,2
1 mM EDTA

7 % SDS
1% BSA
deHzO

3.15.4.2 Hybridisierung mit homologer Sonde

Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgten bei 42°C.

Vorhybridisierungslosung:

5x SSC
5x Denhardts-Losung
50 % Formamid
0,5%  SDS
100  pg/mlsalm sperm DNA
sddH,O

Wie im Falle des degenerierten Oligos wurde die Vorhybridisierung nach 4 Stunden beendet und
die Losung durch vorgewdrmte Hybridisierungslosung ersetzt. Nach Zugabe der radioaktiv

markierten Sonde erfolgte die 20-stiindige Hybridisierung.

Hybridisierungslosung:
5x SSC
5x Denhartds-Losung
50 % Formamid
0,5 % SDS
sddH,O
radioaktiv markierte Sonde
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3.15.5 Waschen der Northernblots

Die Membranen wurden vorsichtig aus der Hybridisierungsréhre herausgenommen und in eine
Frischhaltedose mit 150-200 ml vorgewdrmter Waschlosung iiberfithrt. Durch Wahl der
geeigneten Waschbedingungen sollte auch hier eine grofStmogliche Spezifitdt der Hybridisierung
und ein optimales Signal- / Hintergrund-Verhéltnis erzielt werden. Die Waschlosungen wurden
jeweils vorsichtig abgegossen und ersetzt. Da weitere Hybridisierungen vorgesehen waren,
wurden die Northernblotmembranen nach dem Waschen feucht in Frischhaltefolie eingepackt, in
Plastikbeutel eingeschweifit und sofort zur Rontgenfilmexposition eingesetzt. Die Lagerung der

radioaktiven Membranen erfolgte bis zum ,,strippen’’bei -20 oder -70 °C.

3.15.5.1 Blot mit degeneriertem Oligo

Waschbedingungen:
1x 30 min 6 x SSC/0,05% Na,P,O;- 10 H,O ~0°C (Eis-/Wassergemisch)
1 x20 min 4 x SSC/0,05% Na,P,0;- 10 H,O RT
1 x 10 min 4x SSC/0,05% Na,P,0,- 10 H,O 44°C

3.15.5.2 Blot mit homologer Sonde

Waschbedingungen:
1x 15min 2x SSC/0,1% SDS RT
2x 15min 2x SSC/0,1% SDS 42°C
Ix S5min 0,5x SSC/0,1% SDS 42°C
Ix S5min 0,1 x SSC/0,1% SDS 60°C

3.15.6 Strippen von Northernblots

Auf Membranen immobilisierte Nukleinsduren kdnnen wiederholt mehrfach mit verschiedenen
Sonden hybridisiert werden. Dazu war es erforderlich, dass die vorhergehende Hybridisierung
revertiert und durch geeignete WaschmaBinahmen die Sonde vollstindig entfernt wurde. Dies
konnte durch maximale Erhohung der Waschtemperatur, vollstindige Reduktion der Ionenstérke,
sowie durch Variation der Waschzeit und der Anzahl der Waschschritte erzielt werden.
Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Signalstirke mit einem Kontaminationsdetektor

iiberpriift. Zum Strippen der Northernblots wurde 0,1% SDS / sddH,O aufgekocht, dieses {iber
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die Membranen gegossen und 15-20 min bei RT unter Schiitteln inkubiert. Das Waschen wurde
zweimal wiederholt, bis die Signalstdrke nicht mehr vom Hintergrundrauschen zu unterscheiden
war. Die Membranen konnten nun erneut hybridisiert oder feucht in Folie eingeschweiit bei -20

oder -70°C aufbewahrt werden.

3.16 Nachweis der Hybridisierungssignale

Die durch Hybridisierung mit Sonden-DNA radioaktiv markierten Nukleinsduren konnten
mittels Rontgenfilmexposition dokumentiert werden. Die in Frischhaltefolie eingepackten
Membranen  wurden in mit  Verstirkerfolien  (Intensifyingscreens)  ausgestattete
Autoradiografiekassetten gelegt. In der Dunkelkammer wurde der Autoradiografiefilm zwischen
Membran und Verstirkerfolie positioniert. Die Verwendung der Verstirkerfolie bewirkt eine
Signalverstarkung und eine Reduktion der Expositionsdauer. Strahlung, die durch den
Rontgenfilm hindurchtritt, trifft auf die Verstirkerfolie und regt dort Phosphoratome zur
Emission von Photonen an, die ihrerseits wieder zur Schwérzung des Rontgenfilmes beitragen.
Die Expositiondauer bei -70°C variierte zwischen einem und mehreren Tagen. Nach Beendigung
der Exposition wurde die Kassette bei RT aufgetaut, in der Dunkelkammer der Film zunéchst 3
min in Entwickler unter leichtem Schwenken inkubiert und dann die Reaktion durch mehrere
Sekunden langes Eintauchen in Stopplosung (Wasser mit einem Schuss 100%ige Essigsdure)
beendet. Nach einem Bad in Fixierer fiir 10 min konnte der Film anschlieBend etwa 20-30 min

gewdssert und danach luftgetrocknet werden.

3.17 Klonierung von DNA

3.17.1 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen konnen Schnittstellen in doppelstringiger DNA anhand ihrer
enzymspezifischen Sequenz erkennen und die palindromische Zielsequenz spezifisch schneiden.
Sie wurden daher auch fiir die Charakterisierung von DNA-Fragmenten und fiir

Vektorklonierungen eingesetzt.

Folgende Restriktionsenzyme fanden Verwendung (alle von MBI-Fermentas; St.Leon-Rot):
BamHI, Pstl, Mspl, Sacl, Spel, Xbal, Xhol
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3.17.1.1 Restriktion von Plasmid-DNA

Die Restriktion von plasmidirer DNA erfolgte in der Regel in einem Reaktionsvolumen von 20
pl. Pro pug DNA wurden zwei Enzymeinheiten (U) zugesetzt. Neben der Zugabe von 1/10 Vol.
enzymspezifischem 10 x Reaktionspuffer wurde das Reaktionsvolumen durch sddH,O ergénzt.
Die Inkubation fand bei 37°C fiir mindestens 1h statt. Der Reaktionsansatz konnte nach Zugabe
von 1/6 Vol. 6 x Probenpuffer sofort elektrophoretisch aufgetrennt werden. Im Falle von
Doppelverdauen war darauf zu achten, dass durch Wahl der geeigneten Reaktionspuffer optimale

Bedingungen fiir beide Restriktionsenzyme vorlagen.

3.17.1.2 Restriktion hochmolekularer genomischer DNA

Fir die Restriktion von hochmolekularer genomischer DNA aus Phycomyces blakesleeanus
wurden etwa 5-10 U Enzym / pg DNA eingesetzt, da die DNA in stark verdrillter Struktur
vorliegen kann und daher fiir Restriktionsenzyme schwerer zugénglich ist. Die Reaktionsdauer

wurde auf mindestens 5 Stunden ausgedehnt.

3.17.2 Ligation von DNA

Um DNA-Fragmente aus Restriktionsanalysen amplifizieren zu konnen, wurden sie zunéchst in
geeignete Plasmidvektoren ligiert. Damit transformierte Bakterienstimme lieBen sich dann bei
Bedarf unbegrenzt vermehren. Zur Vermeidung eines UbermaBes an Rezirkularisationen des
Vektors und nicht rekombinanter Klone sollte die Insert-DNA im Ligationsansatz stets im
molaren Uberschuss vorliegen. In der Regel wurden Insert und Vektor im Verhiltnis 3:1-5:1

eingesetzt.

3.17.2.1 Linearisieren des Plasmid-Vektors

Bevor Fremd-DNA in einen Plasmidvektor ligiert werden konnte, musste dieser zunéchst

linearisiert werden. Zu diesem Zweck wurde die Plasmid-DNA in der Regel mit dem gleichen

Enzym geschnitten, mit dem auch die Fremd-DNA restringiert wurde. Zur Verhinderung von
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Rezirkularisationen des Vektors wurde dieser zusitzlich dephosphoryliert. Eine alkalische
Phosphatase katalysiert die Hydrolyse der 5’-Phosphatreste. Dadurch wird eine Religation der
Vektorenden unterbunden.

Plasmiddre Vektor-DNA wurde nach der Restriktion mit dem entsprechenden Enzym direkt der

Dephosphorylierungsreaktion unterzogen.

Reaktionsansatz:
2-5U Shrimp Alkaline Phosphatase
(Amersham Biosciences Europe; Freiburg)
1/10 Vol.  10x Reaktionspuffer
sddH,O

Die Dephosphorylierung erfolgte durch Inkubation bei 37°C filir eine weitere Stunde. Nach
Inaktivierung der Phosphatase fiir 15 min bei 65°C konnte der Vektor elektrophoretisch

aufgetrennt, aus dem Gel eluiert und fiir Ligationsexperimente verwendet werden.

3.17.2.2 Ligation nach Standardbedingungen

Die Ligation von Fremd-DNA und Plasmidvektor mit ,,langen’’ kohisiven Enden, also solchen
mit einem 4-Basen-Uberhang, wie sie von den meisten der in dieser Arbeit verwendeten
Restriktionsenzyme produziert werden, konnte nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt

werden.

Standardligationsansatz (20ul):
x ul  Vektor (50-100 ng)
0,5 ul T4 DNA Ligase (2,5U)
2 ul 10x Ligationspuffer
x  plInsert-DNA
x ulsddH,O

Der Reaktionsansatz wurde 3 h bei 22°C im Wasserbad inkubiert. Um die Ligase zu inaktivieren,
wurde das Reaktionsgemisch direkt im Anschluss noch einmal 10 min auf 65°C erhitzt. Der
Ligationsansatz konnte nun in Transformationsexperimenten eingesetzt werden. In der Regel

geniigten 1-5 pl des Ligationsgemisches.
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3.17.2.3 Ligation kurzer kompatibler Enden

Entstehen durch Restriktion mit verschiedenen Enzymen gleiche Enden, so spricht man von
kompatiblen Enden. Da es sich hier um kompatible Enden mit nur 2 Basen Uberhang handelte,
wurde die Ligationsreaktion mit einem Temperaturgradienten durchgefiihrt. So konnte
gewihrleistet werden, dass sich im Verlaufe des Gradienten die fiir das Aneinanderlagern der
kurzen DNA-Enden giinstigsten thermodynamischen Bedingungen ergeben. Dazu wurde der
Reaktionsansatz (siche 3.17.2.2) iiber Nacht in einem Eis-Wasser-Gemisch inkubiert und dieses

offen bei RT gelagert. Die weitere Behandlung entsprach der Standardligation (3.17.2.2).

3.18 Transformation von Bakterien

Um Plasmid-DNA fiir weitere Untersuchungen in ausreichender Menge zur Verfligung zu
stellen, wurde diese mittels geeigneter Bakterien vermehrt. Dazu musste die Plasmid-DNA durch
Transformation von den Bakterien aufgenommen werden. Die Aufnahme fremder DNA wurde

durch die Behandlung der Bakterien mit CaCl, induziert.

3.18.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Mit 3 ml einer Bakterieniibernachtkultur wurden 25 ml LB-Medium inokuliert und bei 37°C auf
dem Schiittler inkubiert. Nach 7-8 Stunden Wachstum und anschlieBender Bestimmung der
ODgoo konnten damit wiederum 500 ml LB-Medium angeimpft werden. Die Ausgangs-ODggo
wurde auf 0,08 eingestellt und die Kultur bei 18°C iiber Nacht unter sanftem Riihren angezogen.
Unter diesen Bedingungen teilten sich die Bakterien etwa alle 6 Stunden, so dass nach ca.18
Stunden die gewiinschte ODgoo von etwa 0,6 erreicht war. Wahrend der weiteren Behandlung
erfolgte die Lagerung der Bakterien auf Eis, da sie empfindlich gegeniiber Erwdrmung waren
und evtl. daraus geringere Transformationsraten resultierten. Die Bakterienkultur wurde zunichst
10 min auf Eis inkubiert, bevor sie dann 10 min bei 2500 x g und 4°C pelletiert werden konnte.
Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte das Resuspendieren des Pellets in 40 ml eiskaltem TB
und eine weitere 10miniitige Inkubation auf Eis. Ein zweiter Zentrifugationsschritt unter
gleichen Bedingungen wie zuvor schloss sich an, um das Pellet dann in 9,3 ml eiskaltem TB und

0,7 ml DMSO aufnehmen zu konnen. Nach einer dritten Inkubation auf Eis fiir 10 min wurde die
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Bakteriensuspension in 200 pl-Portionen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -

80°C dauerhaft gelagert.

3.18.2 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

100 pl der langsam auf Eis aufgetauten kompetenten Bakterien wurden mit 1-5 pl eines
Ligationsansatzes oder einer Plasmid-DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert, dann fiir 2
min bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen und anschlieBend fiir weitere 3 min auf Eis
gelagert. Nach Zugabe von 900 pl LB-Medium und nachfolgender einstiindiger 37°C-Inkubation
unter miBigem Schiitteln wurden die Bakterien 2 min bei 13000 x g und RT pelletiert und der
Uberstand verworfen. Resuspendiert in 100 pl frischem LB konnten die Bakterien auf

LB/Ampicillin-Platten ausplattiert werden.

3.18.3 Selektion

Zur Uberpriifing der Aufnahme von Fremd-DNA in das Plasmid und der erfolgreichen
Transformation kompetenter Bakterien diente vor allem die Kombination zweier

Selektionsverfahren.

3.18.3.1 Antibiotikaresistenz

Neben dem Replikationsstartpunkt (origin of replication, ori) und der Klonierungsstelle
(multiple cloning site, mcs) besitzt ein Plasmid mindestens noch ein Selektionsgen, meist ein
Antibiotikaresistenzgen. Der hier verwendete Vektor besitzt ein Resistenzgen gegen Ampicillin,
welches sich teilende Bakterienzellen totet. In ampicillinhaltigem Medium kdnnen sich also nur
solche Bakterien vermehren, die mit einem Antibiotikaresistenzgen tragenden Plasmid

transformiert worden sind.
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3.18.3.2 Blau-Weill-Selektion

Um festzustellen, ob Fremd-DNA in einen Vektor aufgenommen worden ist, dient als weiterer
Schritt die Blau-WeiB-Selektion. Die Klonierungsstelle liegt in einem Gen, dass durch
Aufnahme eines DNA-Fragmentes inaktiviert wird. Im Falle der Blau-Weil3-Selektion wird das
lacZ’-Gen unterbrochen. LacZ’ kodiert fiir das N-terminale a-Fragment der -Galactosidase, das
alleine keine p-Galactosidase-Aktivitdt besitzt. Erst durch die Verwendung passender
Bakterienstimme, die auf ihrem Genom fiir den ebenfalls inaktiven C-terminalen ®-Abschnitt
der B-Galactosidase codieren, wird die B-Galactosidase funktionsfihig — ein Vorgang, der als a-
Komplementation bezeichnet wird. In Gegenwart des Farbstoffes x-Gal und dem Induktor IPTG
kommt es zur Bildung blauer Kolonien. Wird das Leseraster des lacZ-Gens durch Insertion von
Fremd-DNA zerstort, unterbleibt die Blaufirbung der Kolonien. So lassen sich anhand der

weillen Kolonien die Transformanten selektieren.

3.19 Nukleinsiure-Sequenzierung

Die auf dem von Sanger entwickelten Kettenabbruchverfahren basierende Sequenzierung der
DNA-Klone aus Phycomyces blakesleeanus erfolgte in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. U.
Maier mit Hilfe eines Sequenzierautomaten (LiCOR4200, MWG, Ebersberg)

3.19.1 Probenvorbereitung

Die zu sequenzierende DNA-Losung wurde nach der Konzentrationsbestimmung 5 min mit
13000 x g bei RT zentrifugiert, ein entsprechendes Aliquot vorsichtig abgenommen und mit

sddH,0 auf 1 pg/12 pl eingestellt und im Kiihlschrank gelagert.

3.19.2 Computergestiitzte Sequenzanalyse

Editierung von Sequenzierungsrohdaten

Chromas 1.45; McCarthy, C.; School of Biomolecular and Biomedical Science, Faculty of Science
and Technology, Griffith University, Brisbane, Queensland, Australia;
http://trishul.sci.gu.edu.au/~conor/chromas.html
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Sequenzvergleiche

ClustalX 1.81

Globale Sequenzvergleiche

National Center of Biotechnology Information, USA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=0

ExPASy Molecular Biology Server; Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), Basel, Schweiz
http://www.expasy.org/

Berechnung von Molekulargewicht und Oligonukleotidlédnge

http://www.promega.conybiomath/calc09.htm

3.20 Elektrophorese von Proteinen

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) handelt es sich um eine Methode,
mit der Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Durch Inkubation
der Proteine mit SDS und Disulfidbriicken-reduzierenden Mitteln werden diese vollstindig
denaturiert und dissoziiert. SDS bindet an hydrophobe Regionen der Proteine; die stark negative
Ladung des SDS nivelliert alle Ladungen der Proteine, so dass in der Regel alle Proteine gleich
stark negativ geladen sind und im elektrischen Feld zur Anode wandern. Die Auftrennung der
Proteine nach ihrem Molekulargewicht basiert auf dem Siebeffekt der Trennmatrix, dem
Polyacrylamid. Dieses setzt sich aus Acrylamid und dem Quervernetzer N,N’-
Methylenbisacrylamid zusammen, deren Konzentration die Porengrofe der Matrix und damit
den Trennbereich flir die Proteine bestimmt. Die Proteine werden ansteigend nach ihrer Grof3e
aufgetrennt. Die diskontinuierliche SDS-PAGE nach LAEMMLI (1970) besteht aus einem
Sammel- und einem Trenngel. Das relativ niedrig konzentrierte Sammelgel dient der

Konzentrierung der Probe und damit einer hoheren Bandenschérfe.

3.20.1 Vorbereiten des Gels

Es wurden Trenngele zwischen 10 und 12 % hergestellt, wobei die Sammelgele stets 5 %
Acrylamid enthielten. Die Polymerisation des Polyacrylamid wurde durch Zugabe von
Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter

eingeleitet. Zwischen zwei mit einer Gummidichtung und Klammern seitlich und unten


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=0
http://www.expasy.org/
http://www.promega.com/biomath/calc09.htm
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verschlossenen Glasplatten (85 x 80 x | mm) wurde mittels Pasteurpipette ziigig die
Trenngellosung luftblasenfrei eingefiillt und sofort mit sddH,O gesittigtem Butanol
iiberschichtet, um einerseits die Hemmung der Polymerisation an der Oberfliche zu verhindern
und andererseits eine scharfe Trennfliche zwischen Trenn- und Sammelgel zu erzielen. Nach
Polymerisation (ca. 30-45 min) konnte die Uberschichtungsfliissigkeit sorgfiltig mit Saugpapier
entfernt und die Geloberfliche mit sddH,O gespiilt werden. Danach wurde die Sammelgellosung
auf das Trenngel gegossen und sofort der Probenkamm sorgfiltig eingefligt. Nach weiteren 45

min Polymerisation konnte das Gel fiir die Elektrophorese verwendet werden.

10 x Elektrophoresepuffer:
250 mM Tris
1,9 M Glycin
1 % SDS

3 x Trenngelpuffer:
1,125M TrisCl pH 8,8
0,3 % SDS

2 x Sammelgelpuffer:
250 mM TriseCl pH 6,8
0,2 %  SDS

4 x Probenpuffer (verindert):
0,5M  TrissCl pH 6,8
8 % SDS
25 %  Saccharose
0,04%  Bromphenolblau
80 mM DTT

Acrylamid-/Bisacrylamid- Stammlésung:
24 % Acrylamid
0,75 % N,N’-Methylenbisacrylamid

/ Trenngel Sammelgel
12% 10% 5%
Acrylamid/Bisacrylamid 15 ml 12,5 ml 2 ml
Trenngelpuffer 10 ml 10 ml —
Sammelgelpuffer — — 5 ml
sddH,O 4,9 ml 7,4 ml —
APS (30 %) 10 10 ul 10 ul
TEMED 5 ul 5 ul 5 ul

Tab. 2
Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fiir eine SDS-PAGE.
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3.20.2 Vorbereiten der Proben

Die Proben wurden mit % Volumen 4 x Probenpuffer versetzt und im Wasserbad 3 min
aufgekocht und anschlieBend eventuell noch vorhandenes unlosliches Material 5 min mit 10000

x g bei RT abzentrifugiert.

3.20.3 Durchfiihrung der Elektrophorese

Nach Entfernen von Kamm und Dichtung wurde das Gel mit den Glasplatten in die vertikale
Elektrophoreseanlage (Abb. 25) eingespannt und die Pufferreservoirs mit 1 X
Elektrophoresepuffer luftblasenfrei gefiillt. Die Spannung wurde im Bereich des Sammelgels auf
85 V bei 15 mA eingestellt und erst nach Erreichen der Trenngelfront auf 100 V gesteigert. Die
Elektrophorese wurde so lange durchgefiihrt, bis die Bromphenolblaufront das Gelende erreicht

hatte.
Kathode
—— it Probentaschen
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Abb. 25

Prinzipdarstellung einer vertikalen Flachgel-Apparatur nach STUDIER (1973)
(aus: LOTTSPEICH / ZORBAS (1998), verdndert).

3.20.4 Fotografische Dokumentation

Die mit Coomassie-Brillantblau oder durch Silberimprignierung gefiarbten Gele konnten im

feuchten Zustand oder getrocknet im Durchlicht oder im Auflicht fotografiert werden.
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3.21 Protein-Nachweismethoden

3.21.1 Protein-Konzentrationsbestimmung (Amidoschwarz-Methode)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration fand die Amidoschwarz-Methode nach POPOV et
al.(1975) Verwendung. Ein Volumen Proteinlosung (mind. 200 pl) wurde mit 4 Volumen
Firbelosung versetzt und 15 min bei RT mit 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1 ml Waschldsung resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet luftgetrocknet. Nach
Resuspension in 250 pl 0,2M NaOH erfolgte die Bestimmung der OD bei 615 nm. Anhand einer

Eichkurve mit BSA als Referenz konnte die Proteinkonzentration ermittelt werden.

Firbelosung:
10 % Essigsédure
90 % Methanol
0,1 % Amidoschwarz
Waschlosung:
10 % Essigsédure
90 % Methanol
.4
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Abb. 26

Eichkurve zur Amidoschwarz-Proteinbestimmung; y = 0,5404(1 -(e'0’1227x)) .
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3.21.2 Protein-Konzentrationsbestimmung (CBQCA-Methode)
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Abb. 27
Eichgerade zur CBQCA-Proteinbestimmung; y = 0,0008x.

Um im Rahmen der Bindungsexperimente quantitative Aussagen iiber die gebundene
Riboflavinmenge an die Proteinkristalle zu treffen, wurde aufgrund der geringen Proteinmengen
die sensitive Bestimmungsmethode mit CBQCA (YOU et al, 1997) notwendig. CBQCA (3-(-4-
carboxybenzoyl)quinoline-2-carboxyaldehyde) fluoresziert in wéssriger Losung nicht, bildet
aber in Anwesenheit von Cyanid durch Reaktion mit primdren Aminosduren fluoreszierende
Derivate (Produktinformation CBQCA). Das Kristallpellet wurde in 30 pl Denaturierungslosung
in einem Reaktionsgefdl in kochendem Wasser denaturiert. 5 pl der denaturierten Probe wurden
dann mit 130 pl Natriumboratpuffer gemischt, anschlieBend 5 pl 20 mM KCN zugegeben und
die Reaktion durch Zusatz von 10 ul CBQCA gestartet. Zur Kontrolle wurde im Ansatz die
Probe durch Boratpuffer ersetzt. Nach 75 min Dunkelinkubation bei RT konnte nach Anregung
bei 465 nm die Fluoreszenzemission bei 550 nm gemessen. Anhand der Fluoreszenzwerte und
Steigung der mit einer BSA-Verdiinnungsreihe erstellten Eichgerade (Abb. 27) konnte die

Proteinmenge nach Gleichung 12 errechnet werden.

Denaturierungslosung:
0,5 %  SDS
5 mM DTT
ddH,O0
Natriumboratpuffer:
0,1 M Na,B,0; * 10 H,O
— pH9,3
Eichstammlosung:
0,4 % BSA

0,1 M Natriumboratpuffer
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Gl 12: Proteinmenge [ng] _ (EmiSSiOIlsso Probe —Emissionssoxommne)
0,0008

3.21.3 Coomassiefirbung der Gele

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine konnten durch Anfirben mit Coomassie-Blau
sichtbar gemacht werden. Verwendung fand eine kolloidale Féarbemethode (ECKERT u.
KARTENBECK, 1997). Coomassie-Brilliantblau G-250 besitzt unter sauren Bedingungen eine
reduzierte Loslichkeit und es kann als kolloidale Dispersion auf das Gel aufgebracht werden.
Wihrend der geloste Anteil zur Proteinanfirbung flihrt, kann der groBte Teil des kolloidalen
Farbstoffes nicht in das Gel eindringen, wodurch eine fast hintergrundfreie Anfirbung entsteht.
Das Gel wurde eine Stunde in 200 ml 12 % Trichloressigsdure fixiert und anschlieBend iiber
Nacht in der Féarbelosung unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nach dem Anfiarben konnte das Gel
kurz in 25 % Methanol gespiilt und nachfolgend zur Fixierung und Stabilisierung des Protein-

Farbstoffkomplexes in 20 % Ammoniumsulfatlosung autbewahrt werden.

Firbelosung:
0,1 % Serva Blue G
2 % H;PO,
10 % (NH,),SO,

3.21.4 Silberimprignierung der Gele

Die Silberimprignierung der Gele erfolgte nach der von BLUM et al.(1987) beschriebenen
Methode und diente aufgrund ihrer gréBeren Sensitivitit der Uberpriifung der
Coomassiefarbung. Da die Proteine bei der vorhergehenden Coomassiefarbung bereits fixiert
wurden, konnte dieser Schritt bei der Silberimprignierung entfallen. Die Gele wurden 3 x 20 min
in 50 % (v/v) Ethanol gewaschen und anschlieBend 1 min in 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen flir jeweils 20 Sekunden in aq. bidest. erfolgte die
Behandlung mit Impriagnierungslosung fiir 20 min im Dunkeln. Nach 2 x 20 Sekunden Waschen
mit ddH,O wurden die Silberkomplexe entwickelt und dieser Prozess, sobald die Banden gut

sichtbar waren, durch Uberfiihren des Gels in Stopplosung beendet.
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Imprignierungslosung:
0,2 %
75 pl
Entwickler:
0,6 %
0,0004 %
50 pl
Stopplosung:
50 %
12 %

3.22 Blotting von Proteinen

Silbernitrat
Formaldehyd

Natriumcarbonat
Natriumthiosulfat
Formaldehyd

Ethanol

Essigsdure

Um Proteine sequenzieren zu konnen, mussten sie zuvor auf einer Membran immobilisiert

werden. Der Transfer der -elektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte nach dem

Westernblot-Verfahren mit Hilfe einer Tankblotanlage (Abb. 28). Das Gel wurde aus der

Elektrophoreseapparatur entnommen, das Sammelgel entfernt und die Orientierung durch

Abschneiden einer Ecke markiert. AnschlieBend wurde das Gel 15 min in Transferpuffer

dquilibriert. In der Zwischenzeit wurde eine PVDF-Membran (Boehringer, Mannheim) 1-3

Sekunden mit 100 % Methanol benetzt und danach 1-2 min in sddH,O unter leichtem Schiitteln

gewaschen. Zur Entfernung des Wassers erfolgt eine mehrminiitige Inkubation in Transferpuffer.

Der Sandwich-Aufbau von Gel, Membran, Whatman-Papier, Schwamm und Gitterplatte erfolgte

luftblasenfrei analog der untenstehenden Abbildung. Der Tank wurde mit Transferpuffer gefiillt

und der Transfer iiber Nacht bei 7-7,5 Vem™ und 180 mA durchgefiihrt.

Transferpuffer:
48 mM
39 mM
0,0375 %

20 %

Tris
Glycin
SDS
Methanol
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Kathode

| o Gitter
Schwamm

| Filterpapier

[ - Membran

[ Gel

= & . Filterpapier

g, B Schwamm

e, { | Gitter
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Abb. 28
Aufbau einer Tankblot-Anlage nach BITTNER et al.(1980) (aus: LOTTSPEICH / ZORBAS (1998), verédndert).

3.23 Proteinsequenzierung

Die N-terminale Sequenzierung der Proteine nach dem Prinzip des Edman-Abbaus wurde am

Biochemischen Institut am Klinikum der Justus-Liebig-Universitdt Giessen von Herrn Dr. D.
Linder durchgefiihrt.

3.23.1 Vorbereiten der Proteine fiir die Sequenzierung

Nach Beendigung des Western-Transfers wurde die Position des Gels auf der Membran markiert.
Um die Proteinbanden aus der PVDF-Membran ausschneiden zu konnen, mussten diese durch
Anfarben mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht werden. Dazu wurde die Membran 3 Sekunden
in 100 % Methanol gespiilt, 10 Sekunden in der Férbelosung inkubiert und danach mit 50 %
Methanol kurz entfarbt. Nach dem Ausschneiden der Banden mit einem Skalpell mussten diese 3
x 10 min in 11 ddH,O griindlich gewissert und bis zur Sequenzierung feucht in einem

Reaktionsgefil3 bei -20°C gelagert werden.

Firbelosung:
0,1 % Serva Blue R
40 % Methanol

1 % Essigsdure
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3.24 Physiologische Experimente

Ob die Anwesenheit von oktaedrischen Proteinkristallen Unterschiede in der Reaktion auf einen

gravitropen Reiz bewirkt, sollte in physiologischen Experimenten tiberpriift werden.

3.24.1 Zentrifugation

i Pt k5|

. &
Andias fom|

Abb. 29

a) Originalabbildung der Zentrifuge (eigene Aufnahme); b) Prinzipdarstellung: Oben: Drehbewegungen des
Zentrifugentellers: Rotation des Zentrifugentellers (blau); Drehbewegung des gesamten Systems um horizontale
Achse zur Klinostatisierung (rot; optional; in der vorliegenden Arbeit nicht angewandt) Unten: Querschnitt durch
Zentrifugenteller mit Darstellung der Abhéngigkeit der relativen Fliehkraft vom Radius (verdndert nach FINGER,
2000).

Zur Untersuchung der durch einen gravitropischen Reiz induzierten Sporangiophorenbeugung
diente eine von der Institutswerkstatt konstruierte Zentrifuge. Mit ihr lieB sich in Abhédngigkeit
von Radius und Drehzahl die Zentrifugalkraft und damit der kiinstliche gravitrope Stimulus
variieren. Die Zentrifuge mit einem Durchmesser von 65 cm erlaubte Drehbewegungen um die
in Abb. 29b dargestellten Achsen. Im Zentrifugenteller sind in konzentrischen Kreisen
Bohrungen radial im Abstand von jeweils 5 cm angeordnet. Der Abstand wurde so gewahlt, dass
eine Ausweichreaktion (avoidance response, CAMPUZANO et al., 1996) der Sporangiophoren
unterbleibt. Zusétzlich konnten noch radial Trennwidnde zur Vermeidung von Turbulenzen
eingelassen werden. Mittels eines aufschraubbaren Deckels konnte die Zentrifuge licht- und
luftdicht verschlossen werden. Die Berechnung der erforderlichen Umdrehungszahl folgte

Gleichung 13.

rel. Flichkraft|xg]
4,024 xr

Gl. 13: Umdrehungszahl Usec™ =\/
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3.24.1.1 Kontrollen zur gravitropischen Reizung

In friiheren Experimenten (MEIER, 2001) hat sich gezeigt, dass die Sporangiophoren von
Phycomyces blakesleeanus auch ohne gravitrope Reizung eine Beugung aufweisen. Daher
erfolgte zur Kontrolle parallel zu den Experimenten in der Zentrifuge eine Uberpriifung von
Sporangiophoren, die fiir die Versuchsdauer vertikal in einer lichtdichten Kiste im gleichen
Raum aufbewahrt und nicht einer vom Erdschwerefeld verschiedenen gravitropen Reizung

unterzogen wurden.

3.24.2 Balancebox

Ob Licht eine Modulation der gravitropischen Reaktion in Abhdngigkeit vom Vorhandensein
oktaedrischer Proteinkristalle hervorruft, wurde mit Hilfe einer sogenannten Balancebox
untersucht. Es handelte sich hierbei um eine schwarze, lichtdichte Kiste mit den Abmessungen
130 x 40 x 17 cm, an deren kurzen, gegeniiberliegenden Seiten je ein Diaprojektor zur
Bestrahlung installiert war. In der Mitte der Kiste lieBen sich rechtwinklig zum Strahlengang

Vials mit Einzelsporangiophoren horizontal (Inklinationswinkel y = 90°) anordnen.

Abb. 30
Originalabbildung der Balancebox zur tonischen Bestrahlung.



3 Material und Methoden 86

3.24.2.1 Tonische Bestrahlung

Mit Hilfe der Balancebox konnte zusitzlich zum gravitropen Stimulus eine beidseitige
gleichmiBige Bestrahlung der Sporangiophoren erreicht werden. Diese tonische Bestrahlung

verhinderte einen Lichtintensitdtsgradienten, der zu einer phototropischen Reaktion fiihren

wiirde.
T Tamische lesorahlung
: 100
kv Wi ; -
iy a0 ; R 610
-
b I )
— 3 - i
= £ o
.;'#i}fd_l Ew :
_' 5
b £ IL 612
£
i 30
/Ny .
1]
0 T AP TN -
L L] 5 e ) BlO L] Sl L1
a 2 I.'I Wellenlinge [mm)|
Abb. 31

a) Bei der tonischen Bestrahlung wird die horizontal ausgerichtete Sporangiophore (Inklinationswinkel y = 90°)
beidseitig gleichmiBig mit Rotlicht der Wellenlinge 612 nm bestrahlt (10°W/m® und 0,5W/m?), das aus der
Kombination eines Kantenfilters RG610 mit einem Interferenzlinienfilter IL612 resultiert (b).

Die Lichtintensitit wurde so eingestellt, dass beide Lichtquellen jeweils die Hilfte einstrahlten.
Im Strahlengang der Projektoren befanden sich neben einem Wirmeschutzfilter ein
Interferenzlinienfilter der Wellenldnge 612 nm in Kombination mit einem Kantenfilter RG 610.
Zur Voreinstellung der Lichtintensitdten wurden verschiedene Neutralglasfilter kombiniert. Die
Feineinstellung mit einem Potentiometer konnte unter Kontrolle durch eine Photodiode mit

angeschlossenem Mikrovoltmeter erfolgen.

3.24.2.2 Kontrollen zur tonischen Bestrahlung

Analog der Kontrollexperimente zu den Zentrifugenversuchen erfolgten auch Kontrollen der
tonischen Bestrahlung. In einer separaten lichtdichten Kiste wurden Sporangiophoren wie in der
Balancebox mit einem Inklinationswinkel y von 90° horizontal gelagert. Dies diente der

Uberpriifung der Beugung ohne eine tonische Bestrahlung.
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3.24.3 Calcium-Versuche

Calcium wird als bedeutendes Glied in der Signaltransduktionskette zahlreicher physiologischer
Prozesse diskutiert.

Zur Uberpriifung, ob in Anwesenheit der oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleeanus
calciumabhédngige Unterschiede im Léingenwachstum wund in der gravitropischen
Beugungsreaktion aufireten, wurden die beiden Stidmme MR74 und MR77, von denen
angenommen wird, dass sie isogen sind, vergleichend untersucht. Vor und nach der
flinfstiindigen Versuchsphase erfolgte die Lingenbestimmung der Einzelsporangiophoren, sowie

die Bestimmung des gravitropen Beugungswinkels am Versuchsende.

3.24.3.1 Inkubation der Sporangiophoren

Die Lagerung der FEinzelsporangiophoren wihrend der Versuche erfolgte submers im
Inkubationsmedium in lichtdichten schwarzen Kisten. Die Ausrichtung der Vials mit den
Einzelsporangiophoren  fiir die gravitrope Beugungsreaktion erfolgte mit einem
Inklinationswinkel y von 90° (vgl. Abschn. 3.24.2). Zur Uberpriifung des Lingenwachstums
verbliecben die Vials vertikal in ihren Stindern. Um ein optimale Ca*"-Versorgung der
Sporangiophoren zu gewéhrleisten, wurden sie in sogenanntem ,,artificial pond water’” (APW)
inkubiert. Das APW war mit der jeweils bendtigten Ca>*-Konzentration angereichert.

Das Inkubationsmedium fiir die Kontrollen enthielt alle Zusitze bis auf das Ca*". Der Zusatz von
Calcium erfolgte gemd3 Tab. 3. Die zugesetzte Menge EGTA blieb stets gleich. Aufgrund der
Komplexbildner-Eigenschaften des EGTA verdnderte sich die Konzentration freien Calciums im

Medium wihrend der Versuchsdauer nicht (vgl. Russ et al.,1991).

s,artificial pond water”’

1 mM MES
0,1 mM KCI
1 mM NaCl

— pH 6,0
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Ca’*-Konzentration | eingesetztes Ca* freies EGTA eingesetztes EGTA
[M] [M] [M] [M]
1x 10" 8,9x 107" 2,999 x 10” 3x 107
1x 10" 8,9x 10 2,999 x 10™ "
1x 10" 8,9x 107 2,999 x 10™ "
1x 107 8,9x 107 2,999 x 10™ "
1x 107 89x 10° 2,999 x 10™ "
1x10°® 8,9x 107 2,998 x 10™ "
1x 107 1x10° 2,989 x 10™ "
1x10° 7,5x 107 2,925 x 10° "
1x10° 6x 107 2,408 x 10™ "
1,4x 107 7,5x 107 2,26 x 107 "
1x 107 2,25x 107 8,37x 107 "
1x10° 3,9x 107 9,85x 107 "

Tab.3

Konzentrationen von zugesetztem Ca>" und EGTA. Die Konzentration des zugesetzten EGTA blieb gleich. Die
gewiinschte Ca’’-Konzentration konnte durch entsprechenden Zusatz eingestellt werden. Durch die
komplexbildenden Eigenschaften von EGTA ergaben sich konstante Ca**-Konzentration im Medium.

3.24.4 Auswertung

Unmittelbar nach Versuchsende erfolgte die Auswertung. Mittels eines Winkelmessers mit einer

5°-Skalierung konnten die Beugungs- und Abweichwinkel bestimmt werden.

3.24.4.1 Gravitroper Beugungswinkel a

Der gravitrope Beugungswinkel o ergibt sich nach Abb. 32 aus der vertikalen Ausgangsposition
und der resultierenden Wachstumsrichtung einer Sporangiophore. Er gibt an, um wie viel Grad
sich eine Sporangiophore wihrend des Experimentes in der Ebene ABCD gebeugt hat.

Um den gravitropen Beugungswinkel a in den Versuchen zur tonischen Bestrahlung und den
Experimenten zur Calciumabhéngigkeit in Relation zu den jeweiligen Kontrollen zu setzen, dient
Gleichung 14 als Rechenvorschrift, wobei ax den Beugungswinkel der Kontrollen symbolisiert.

Da es sich bei der gravitropen Beugung auch um eine Lingenwachstumsreaktion handelt,
werden die Messwerte flir die Beugung bei den Versuchen zur Calciumabhingigkeit fiir das

Langenwachstum korrigiert nach folgenden Vorschriften korrigiert.
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Abb. 32

Darstellung des gravitropen Beugungswinkels o

Die Beugung der Sporangiophore von Phycomyces blakesleeanus um den Winkel a relativ zur vertikalen
Ausgangsposition erfolgt in der Ebene ABCD. Die als gravitroper Stimulus dienende Kraft g wirkt in Pfeilrichtung.

B inkel
eugungswinkelo jx 100

Gl. 14: relative Beugung [%] =( :
Beugungswinkelo g

Mittelwert it Ca2*
Gl 15: Korrekturfaktor &k =|— S
Mittelwert 2
ohne Ca
Beugungswinkela )
Gl. 16: Kkorrigierter B inkel ’:(
orrigierter Beugungswinkel « Korrekturfaktor k&

3.24.4.2 Lingenzunahme Al

Die vor und nach dem Versuch jeweils durchgefiihrte Bestimmung der Lingenzunahme Al in
mm erfolgt durch Messen der Sporangiophorenlinge von der Agaroberfliche bis zum Ansatz des
Sporangiums. In der Ergebnisdarstellung werden die Messwerte als relative Lingenzunahme

bezogen auf die Ausgangslinge der Sporangiophoren nach Gleichung 17 angegeben.

Gl. 17:  rel. Lingenzunahme [%] = (Langendifferenz Al / Ausgangslinge /y) X 100
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3.24.4.3 Statistik

Die im Abschnitt ,Ergebnisse’ dargestellten Resultate der Experimente zur Physiologie von
Phycomyces blakesleeanus zeigen jeweils die Mittelwerte mit den Standardfehlern. Die

Mittelwerte wurden nach Gleichung 18 gebildet.
_ 1
GL18: Mittelwert X = — ) x

Der Standardfehler der Mittelwerte wurde nach Gleichung 19 berechnet.

1 < 2
Gl. 19: Standardfehler des Mittelwertes S= =+ ( 1) Z(Xi — X)
mn-1 5

Da bei der Auswertung der physiologischen Experimente die Messwerte in Bezug zu den
jeweiligen Kontrollen gesetzt werden mussten, ergaben sich fiir die Berechnung der

Standardfehler die in den Gleichungen 20 u. 21 dargestellten Rechenvorschriften.

X2

GL. 20: Standardfehler (bei Subtraktion zweier Mittelwerte) sy ¢ = t. ss +s

1
Gl. 21: Standardfehler (bei Division zweier Mittelwerte) S, = i_—z\/ ilz -s;z +§§ .s2
X,
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4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen
4.1.1 Absorption isolierter Kristalle

Im Zweistrahlphotometer wurde die Absorption isolierter oktaedrischer Kristalle der Mutante
C171 von Phycomyces blakesleeanus gemessen. Zur Verhinderung der Sedimentation waren die
Kristalle in Glyzerin resuspendiert. Um die Streueffekte der Kristalle zu kompensieren, wurde in

den Referenzstrahlengang zusitzlich eine Kunststoff-Einmalkiivette mit der getriibten Seite

eingefiigt.
e
i o C171
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Abb. 33

Absorptionsspektrum isolierter Kristalle der Mutante C171 aus Phycomyces blakesleeanus.

Das Absorptionsspektrum zeigt ein Maximum bei 320 nm und eine Schulter bei 425 nm, sowie
einen Ausliufer bis 600 nm. Sowohl die Ahnlichkeit zur Absorption eines einzelnen Kristalls
(EIBEL et al., 2000) als auch zum teilweise reduzierten Blaulicht-Photorezeptor CRY1 aus
Arabidopsis thaliana (LIN et al., 1995a) geben Hinweise auf eine mit den Kristallen assoziierte
flavinartige chromophore Gruppe, denen mit fluoreszenzspektroskopischen Methoden

nachgegangen werden soll.
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4.1.2 Fluoreszenzanregungsspektren der Kristalle von C171

Die oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleeanus absorbieren Licht des blauen
Spektralbereichs und des nahen UV, zeigen aber weder in situ noch nach Isolierung Fluoreszenz,
wenn sie mit Blaulicht der Wellenlinge 470 nm angeregt werden. Die Tatsache, dass die
Kristalle jedoch nach Oxidation mit Ks;[Fe(CN)¢] stark fluoreszieren, deutet darauf hin, dass sie
mit Komponenten assoziiert sind, die sensitiv gegeniiber Reduktions- oder Oxidationsmitteln
sind. Bisherige Befunde lassen die Anwesenheit von Flavin vermuten (EIBEL, 1997 und EIBEL
et al., 2000). Um die fluoreszierenden Redoxpartner, die mit den oktaedrischen Proteinkristallen
assoziert zu sein scheinen, ndher charakterisieren zu konnen, wurde jeweils die
Dichtegradientenfraktion mit der groBten Kristallkonzentration mittels Fluoreszenzspektroskopie
untersucht. Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurden nach der Isolierung der
Kristalle umgehend im Natriumphosphatpuffer durchgefiihrt. Wéhrend der Isolierung wurden die
Kristalle zum Schutz vor Oxidation mit dem Reduktionsmittel Dithiothreitol behandelt. Alle
Spektren, die direkt ohne zusétzliche Oxidation oder Reduktion der Kristalle entstanden, sind mit
,DTT’ gekennzeichnet. Nach der Aufnahme dieser Fluoreszenzspektren wurden die Kristalle mit
K;[Fe(CN)g] oxidiert und eine zweite Serie von Fluoreszenzspektren erzeugt, bevor die Kristalle
dann noch mit Natriumdithionit vollstindig reduziert wurden und eine dritte Serie von

Fluoreszenzspektren aufgenommen werden konnte.
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Abb. 34
Unkorrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171

der Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 530 nm.
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Daher ergaben sich Fluoreszenzspektren von Kristallen in drei verschiedenen Oxidationsstufen:
oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Von jeder Oxidationsstufe wurden Fluoreszenz-
Anregungs- und Emissionsspektren erzeugt.

Die Anregungsspektren der oktaedrischen Kristalle der Mutante C/7/ in ihren drei
Oxidationsstufen in Abb. 34 zeigen, dass eine Oxidation insgesamt die Fluoreszenz erhoht,
wogegen eine Reduktion zu deren Abnahme fiihrt. Verglichen mit dem Anregungsspektrum des
teilreduzierten Gradientenmaterials (DTT) ist die Fluoreszenzzunahme durch Oxidation
besonders ausgeprigt oberhalb von 350 nm. Unterhalb davon bewirkt eine Oxidation dagegen
keine Fluoreszenzzunahme. Das Anregungsspektrum nach Oxidation zeigt dariiber hinaus
Maxima bei 340, 450 und 470 nm mit Schultern im Bereich von 370 und 410 nm. Neben einer
generellen Abnahme der Fluoreszenz durch Reduktion wird beim Vergleich mit dem
Anregungsspektrum der teilreduzierten Kristalle eine starke Fluoreszenzabnahme unterhalb von
400 nm deutlich. Oberhalb davon jedoch zeigen beide Spektren sowohl quantitativ als auch
qualitativ einen dhnlichen Verlauf mit Maxima bei 410 und 450 nm und einem zusitzlichen
Maximum der teilreduzierten Kristalle bei 470 nm. Wihrend also eine Oxidation eine
Fluoreszenzzunahme fast {iber den gesamten Wellenldngenbereich induziert, resultiert aus einer
Reduktion eine Loschung der Fluoreszenz nur in einem Teilbereich. Dieses unterschiedliche
Verhalten ist ein Hinweis darauf, dass mit den oktaedrischen Kristallen nicht nur eine, sondern

mindestens zwei chromophore Gruppen assoziiert zu sein scheinen.
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Abb. 35
Korrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171der
Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 530 nm.



4 Ergebnisse 94

Wihrend es sich bei den in Abb. 34 dargestellten Anregungsspektren um Rohspektren handelt,
die noch nicht um die Geritedispersion korrigiert sind, stellt Abb. 35 die entsprechenden
korrigierten Anregungsspektren dar.

Diese zeigen zwar einen weitestgehend dhnlichen Verlauf, die Maxima, Minima und Schultern
sind jedoch weniger stark ausgeprdgt. Das Maximum bei 470 nm in den Spektren der oxidierten
und teilreduzierten Probe ist verschwunden. Alle drei Anregungsspektren fallen oberhalb von
450 nm mit einer steilen Flanke ab. Nach Korrektur der Anregungsspektren hat sich der Hinweis
erhirtet, dass das ungleichméflige Verhalten nach Oxidation bzw. Reduktion nicht auf das
Vorhandensein nur einer chromophoren Gruppen zuriickzufiihren ist. Ndheren Aufschluss {iber
das Fluoreszenzverhalten in Abhéngigkeit vom Redoxzustand kdnnen Differenzspektren geben.
Die Fluoreszenzexitationsdifferenzspektren ,,ox-red’” der Abb. 36 u. 37 sind aus den
Ausgangsspektren der Abb. 34 entstanden. Sie reprisentieren die Gesamtdifferenz zwischen
vollstindig reduzierten und voll oxidierten oktaedrischen Kristallen. Dies bedeutet, dass die

Spektren die Fluoreszenz aller Chromophoren in ihrer oxidierten Form wiedergeben.
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Abb. 36
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum ,,ox-red”’ oktaedrischer Kristalle der Phycomyces

blakesleeanus-Mutante C171. Emission bei 530 nm.

Das Anregungsspektrum der Abb. 36 zeigt ein starkes Maximum bei 350 nm und ein
schwicheres bei 450-470 nm. Der grofle Unterschied der Fluoreszenzwerte der Maxima zeigt im
Vergleich mit dem Anregungsspektrum von Riboflavin (Abb. 68) deutlich, dass trotz
iibereinstimmender Lage der Maxima offenbar die flavinartige Fluoreszenz von der einer

weiteren Chromophore iiberlagert wird. Das Anregungsspektrum mit Emission bei 440 nm in
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Abb. 37 entspricht mit seinem starken Maximum bei 350 nm dem Spektrum der
Referenzsubstanz L-Monapterin  (Abb. 74). Daher scheint es moglich, dass das
Anregungsspektrum der Abb. 36 ein Gemisch aus pterin- und flavinartigen Chromophoren im

oxidierten Zustand représentiert.
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Abb. 37
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum ,,ox-red”” oktaedrischer Kristalle der Phycomyces
blakesleeanus-Mutante C/71. Emission bei 440 nm.

Wihrend die Anregungsspektren der Abb. 36 u. 37 die Fluoreszenz aller mit den Kristallen
assoziierten Chromophoren in ihrem volloxidierten Zustand wiedergeben und somit ein Gemisch
reprisentieren, soll mit Hilfe der folgenden Anregungsdifferenzspektren, die die Dreistufigkeit
der Redoxzustinde der oktaedrischen Kristalle beriicksichtigen, die Natur der chromophoren
Gruppen niher analysiert werden.

Das Differenzspektrum zwischen teilweise und voll reduzierten Kristallen (,,DTT-red’’) zeigt
eine starke Fluoreszenz unterhalb von 400 nm mit einem Maximum bei 340 nm und einer
Schulter bei 380 nm. Der Verlauf oberhalb von 400 nm ist dagegen bis 480 nm gleichbleibend.
Das Differenzspektrum aus oxidiertem und teilreduziertem Material (,,0x-DTT’’) dagegen
verlauft weniger zweigeteilt. Die Fluoreszenz steigt ab 340 nm steil an bis zu einem Maximum
bei 380 nm. Eine weiteres Fluoreszenzmaximum Kkristallisiert sich bei 450 nm heraus. Noch
deutlicher als in den Ausgangsspektren der Abb. 34 u. 35 erkennt man anhand der
Differenzspektren, dass die Fluoreszenzidnderungen nicht gleichformig sind, sondern eigene,
hochst unterschiedliche, charakteristische Verldufe der Spektren entstehen und daher mit den

oktaedrischen Kristallen mindestens zwei chromophore Gruppen assoziiert sind.
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Abb. 38
Korrigierte Fluoreszenzanregungsdifferenzspektren teilreduzierter oktaedrischer Kristalle der Phycomyces

blakesleeanus-Mutante C171. Emission bei 530 nm.

Der Vergleich des Differenzspektrums ,,0x-DTT’’ mit dem Absorptionsspektrum von Riboflavin
in Abb. 39 zeigt eine deutliche Ubereinstimmung des zweigipfeligen Verlaufs und deutet auf ein

flavinartiges Pigment als eine chromophore Gruppe der oktaedrischen Kristalle von Phycomyces

blakesleeanus hin.
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Abb. 39
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum teilreduzierter oktaedrischer Kristalle der Phycomyces

blakesleeanus-Mutante C171 nach Oxidation im Vergleich mit dem Absorptionsspektrum von Riboflavin. Emission
bei 530 nm.
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Die groBe Ahnlichkeit des zweiten Differenzspektrums (,,DTT-red’)

mit

dem

Absorptionsspektrum von L-Monapterin in der folgenden Abbildung ldsst den Schluss zu, dass

ein pterinartiges Pigment als weiterer Redoxpartner der Kristalle in Frage kommt.

| ~¥lonapterin

T -reqd

rel. Fluoreszen:

171 Em 330

3 350 HH

WellenEinge [num]

Abb. 40

Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum teilreduzierter oktaedrischer Kristalle der Phycomyces
blakesleeanus-Mutante C17] nach Reduktion im Vergleich mit dem Absorptionsspektrum von L-Monapterin.

Emission bei 530 nm.
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Abb. 41

Korrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171der
Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 440 nm.
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Bei den Spektren der Abb. 41 wurde im Hinblick auf das Vorhandensein von pterinartigen
Pigmenten, die typischerweise mit einem Maximum bei 440 nm Fluoreszenz emittieren, die
Fluoreszenzanregung gegen diese Wellenlinge gemessen. Deutlich zeigt sich das Maximum bei
350 nm im teilreduzierten und oxidierten Zustand der Kristalle und entspricht somit auch den
Spektren in Abb. 35. Eine Oxidation bewirkt nahezu keine Fluoreszenzsteigerung. Anders
jedoch bei dem Maximum bei 380 nm. Es kommt zur Fluoreszenzzunahme nach Oxidation und
Fluoreszenzloschung nach Reduktion. Die paradoxe Zunahme der Fluoreszenz bei 380 nm
sowohl nach Oxidation als auch Reduktion ist artifiziel, wie Abb. 78 zeigt. Das
Anregungsdifferenzspektrum ,,0x-DTT’’ der Abb. 42 zeigt die Fluoreszenzsteigerung bei 380

nm nach Oxidation ebenfalls deutlich. Auch hier erscheint die Schulter bei 400 nm.
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Abb. 42
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum nach Oxidation teilreduzierter oktaedrischer Kristalle der
Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171. Emission bei 440 nm.

Obwohl das Differenzspektrum auf pterinartige Chromophoren hinweist, kann die Verbreiterung

des Maximums bei 380 nm und die Schulter bei 400 nm zunéchst nicht geklart werden.

4.1.3 Fluoreszenzemissionsspektren der Kristalle von C171

Neben den Fluoreszenzanregungsspektren zeigen auch die Emissionsspektren charakteristische

Verldufe in Abhdngigkeit vom Redoxzustand. Zundchst wurde mit Licht der Wellenldnge von

470 nm angeregt und die Emission in einem Bereich von 490 bis 600 nm gemessen. Eine
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Anregung bei 470 nm ist besser geeignet, da im Gegensatz zum Maximum im kiirzerwelligen
Bereich einer flavinartigen Fluoreszenz keine Uberlagerung durch Fluoreszenz einer weiteren
Komponente aufzutreten scheint. Auch die Emissionsspektren in Abb. 43 spiegeln die
Dreistufigkeit der Redoxzustédnde der oktaedrischen Kristalle wider. Durch Oxidation wird auch
die Fluoreszenzemission stark erhoht und ein Maximum bei 530 nm ausgebildet. Dagegen wird
wiederum durch Reduktion die Fluoreszenz drastisch verringert. Alle drei Spektren zeigen ein

weiteres Maximum bei 560 nm.
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Abb. 43
Fluoreszenzemissionsspektren oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171 der

Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Anregung bei 470 nm.

Analog zu den Anregungsspektren sollen zunichst die Fluoreszenzemissionsdifferenzspektren
,,ox-red’’, welche die Gesamtfluoreszenz der chromophoren Gruppen in ihrer oxidierten Form
wiedergeben, betrachtet werden.

Die Emissionsdifferenzspektren zeigen je nach Anregungswellenlinge, dass es sich mit sehr
groBer Wahrscheinlichkeit um ein Gemisch aus pterin- und flavinartigen Chromophoren handelt
und bestdtigen damit die Hinweise aus den Fluoreszenzanregungsdifferenzspektren der Abb. 36
u. 37. Wird mit Licht der Wellenlinge 470 nm angeregt, so ergibt sich die fiir Flavine
charakteristische Emission mit dem Maximum bei 530 nm (Abb. 44). Eine Anregung im
kiirzerwelligen Bereich bei 350 nm flihrt dagegen zur pterintypischen Emission mit dem

Maximum bei 440 nm (Abb. 45).
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Abb. 44
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum ,,ox-red’’ oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante

C171. Anregung bei 470 nm.
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Abb. 45
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum ,,ox-red’’ oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante

C171. Anregung bei 350 nm.

Durch Anregung mit Licht einer Wellenlinge von 380 nm lédsst sich ein Emissionsspektrum
erzeugen, das sowohl pterin- als auch flavinartige Chromophoren repréasentiert. Wiederum ist das
Emissionsmaximum flir pterinartige Pigmente bei 440 nm zu erkennen, wie auch die typische

Fluoreszenzemission fiir Flavine bei 530 nm (Abb. 46).
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Abb. 46
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum ,,ox-red’’ oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante

C171. Anregung bei 380 nm.

Um ndhere Aussagen iiber die Natur der chromophoren Gruppen treffen zu konnen, wurden auch

aus den Emissionsspektren Differenzspektren generiert, die in der folgenden Abb. 47

wiedergegeben sind.
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Abb. 47
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektren oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171.

Anregung bei 470 nm.
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Beide Differenzspektren zeigen ein Maximum bei 530 nm, das allerdings im Falle der oxidierten
Kristalle ,,0x-DTT’’ wesentlich ausgeprégter in Erscheinung tritt als nach Reduktion (,,DTT-
red’’). Das Vorhandensein dieses Maximums im Differenzspektrum ,,DTT-red’’ bestdtigt, dass
die Kristalle im teilreduzierten Zustand eben auch noch teilweise oxidiert sind. Nicht mehr
vorhanden ist das Maximum bei 560 nm. Dies weist auf ein Artefakt hin, das beispielsweise
durch Puffer hervorgerufen worden sein konnte (siche Abb. 77). Der iibereinstimmende Verlauf
des Differenzspektrums ,,0x-DTT’’. mit dem Emissionsspektrum von Riboflavin in Abb. 48
bestdtigt trotz des verrauschten Kristallspektrums die bisher erhaltenen Hinweise auf ein
flavinartiges Pigment als chromophore Gruppe der oktaedrischen Kristalle aus Phycomyces

blakesleeanus.
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Abb. 48
Fluoreszenzemissionssdifferenzspektrum teilreduzierter oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-
Mutante C/71 nach Oxidation im Vergleich mit dem Emissionsspektrum von Riboflavin. Anregung bei 470 nm.

Der zusammenfassende Vergleich der Anregungs- und Emissionsspektren der isolierten
oxidierten oktaedrischen Kristalle der Mutante C/7/ mit den Kkorrespondierenden
Fluoreszenzspektren eines wissrigen Gemisches aus 9,5x10"M L-Monapterin und 4,9x10°M
Riboflavin in Abb. 49 bestétigt einerseits den Gemischcharakter der Chromophoren, auf den
schon die Differenzspektren ,,0x-red’” hindeuteten.

Andererseits liefert dieser Vergleich durch die nahezu perfekte Ubereinstimmung der
Anregungs- und Emissionsspektren sehr gute Hinweise auf flavin- und pterinartige Pigmente als

mit den Kristallen assoziierte chromophore Gruppen.
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Abb. 49

Vergleich der Anregungs- und Emissionsspektren oktaedrischer Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante
C171 mit einem wissrigen Gemisch aus 9,5x10”M L-Monapterin und 4,9x10*M Riboflavin. Emission bei 530 nm,
Anregung bei 470 nm.

4.1.4 Fluoreszenzanregungsspektren der Kristalle vom WT

Wie bei den oktaedrischen Kristallen der Mutante C/7/ wurden auch die teilreduzierten Kristalle
des Wildtyps von Phycomyces blakesleeanus erst oxidiert und dann nachfolgend vollstindig
reduziert (Abb. 50). Insgesamt steigt die Fluoreszenz durch Oxidation, wogegen sie durch
Reduktion abnimmt. Der Verlauf des noch unkorrigierten Anregungsspektrums der oxidierten
Kristalle zeigt ein Maximum bei 340-350 nm mit einer breiten Schulter bis etwa 420 nm. Der
weitere Verlauf entspricht den reduzierten Kristallen. Im Bereich von 450-500 nm tritt
gegeniiber den Anregungsspektren der reduzierten und teilreduzierten Kristalle -eine
Fluoreszenzsteigerung mit einem Maximum bei 470 nm auf. Die Reduktion bewirkt eine
Fluoreszenzloschung bis 360 nm. Ab etwa 375 nm steigt die Fluoreszenz iiber das Mal3 der
teilreduzierten Kristalle. Ab etwa 450 nm verlaufen die Anregungsspektren von vollstindig
reduzierten und teilreduzierten Kristallen nahezu gleich.

Aus dem Vergleich der Anregungsspektren des Wildtyps mit denen der Mutante C/71 (Abb. 34)
gehen recht groBe Unterschiede hervor. Besonders augenfillig ist dies bei den
Anregungsspektren der oxidierten Kristalle. Die Spektren der reduzierten Kristalle zeigen
dagegen die groBten Ahnlichkeiten. Die Unterschiede konnten darauf beruhen, dass im Falle des

Wildtyps einerseits weniger flavinartige Pigmente an die Kristalle gebunden waren, andererseits
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die beim Wildtyp nach Reduktion beobachtete Zunahme der Fluoreszenz im Bereich von 375-

450 nm auf einen weiteren Redoxpartner hindeutet.
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Abb. 50
Unkorrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRL1555 der Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 530 nm.
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Abb. 51
Korrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRL1555 der Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 530 nm.

Die korrigierten Fluoreszenzanregungsspektren der Abb. 51 bleiben im Vergleich zu den
unkorrigierten Anregungsspektren weitestgehend gleich. Die oxidierten Kristalle zeigen die

grofite Fluoreszenz, jedoch nicht so ausgeprigt im lingerwelligen Bereich wie bei der Mutante
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C171 (Abb. 34 u. 35). Das deutliche Maximum bei etwa 340 nm und die breite Schulter bis 420
nm bleiben nach Korrektur erhalten. Zwischen 440 und 490 nm bleibt die Fluoreszenz ebenfalls
am grofBten; allerdings verschwindet auch hier das Maximum bei 470 nm nach Korrektur. Die
reduzierten Kristalle fluoreszieren bis etwa 360 nm nicht. Oberhalb steigt die Fluoreszenz bis zu
einem Maximum bei 400 nm an. Die Fluoreszenz im Bereich von 375-460 nm bleibt grof3er als
bei dem teilreduzierten Gradientenmaterial, was auf das Vorhandensein mindestens zweier
unterschiedlich fluoreszierender Redoxpartner hindeutet.

Die Betrachtung der Differenzspektren kann ndheren Aufschluss iiber die Zusammensetzung der
Redoxpartner geben. Analog der Fluoreszenzanregungsdifferenzspektren der Kristalle der
Mutante C/71 sind in den folgenden Abb. 52 u. 53 die Fluoreszenzdifferenzspektren ,,ox-red”’

dargestellt, welche die Fluoreszenz aller Chromophoren in ihrem oxidierten Zustand zeigen.
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Abb. 52
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum ,,ox-red’’ oktaedrischer Kristalle des Phycomyces
blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555. Emission bei 530 nm.

Fixiert man die Emission bei 530 nm, wie es fiir Flavine charakteristisch ist, so ergibt sich ein
Anregungsspektrum mit einem groBen Maximum bei 350 nm und einem schwachen Maximum
im Bereich von 450-470 nm (Abb. 52). Dieser Verlauf deutet, wie auch schon bei den Kristallen
der Mutante C/71, auf ein Gemisch aus pterin- und flavinartigen Pigmenten hin. Wird dagegen
ein Anregungsspektrum mit einer fiir Pterine kennzeichnenden Emissionswellenldnge von 440
nm gemessen, ergibt sich eine starke Fluoreszenz bei 350 nm (Abb. 53). Dies stiitzt die
Vermutung, dass die flavinartige Fluoreszenz bei dieser Wellenldnge in Abb. 52 von einer

pterinartigen Komponente verstérkt wird.



4 Ergebnisse 106

W It 4

el Phoresseng

300 320 340 30 380 00 420
YWellenEinge [om]

Abb. 53
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum ,,ox-red”” oktaedrischer Kristalle des Phycomyces
blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555. Emission bei 530 nm.

In Abb. 54 sind Anregungsdifferenzspektren gezeigt, die die Teilstufen der Redoxzustinde der
mit den oktaedrischen Kristallen assoziierten chromophoren Gruppen darstellen. Das
Differenzspektrum ,,0x-DTT’’ besitzt ein deutliches Maximum bei 370 nm und ein kleines,
schwach ausgepriagtes Maximum bei 470 nm. Werden die Kristalle reduziert und das
Differenzspektrum ,,DTT-red”’ gebildet, so wird ein Maximum bei 340 nm und ein weiteres im
langerwelligen Bereich bei 470 nm deutlich.

Die Differenzspektren der Abb. 54 offenbaren, dass neben einer flavinartigen Chromophore
mindestens eine weitere mit den Kristallen des Wildtyps assoziiert ist. Zu beriicksichtigen ist,
dass das Differenzspektrum ,,DTT-red”’ einen groBeren Anteil reduzierter Chromophore oder
Redoxpartner widerspiegelt. Bemerkenswert beim Vergleich der beiden Differenzspektren ist,
dass es bei Oxidation zu einer bathochromen Verschiebung des Maximums von zuvor 340/350
nm nach etwa 370/380 nm kommt. Zusitzlich erscheint eine Schulter bei 400 nm. Das stark
ausgeprigte Maximum bei 340/350 nm konnte beispielsweise auch auf NADH zuriickzufiihren
sein, das nur im reduzierten Zustand fluoresziert (vgl. Abb. 76). Im Falle des Differenzspektrums
,,DTT-red”” liegt ein weitgehend reduzierter Zustand der Kristalle vor, wodurch eine NADH-
Fluoreszenz begiinstigt wird. In stirker oxidierter Umgebung verschiebt sich die Fluoreszenz zu
Gunsten flavin- und pterinartiger Chromophoren, wobei bei letzteren das Fluoreszenzmaximum

bathochrom verschoben zu sein scheint.
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Abb. 54
Korrigierte Fluoreszenzanregungsdifferenzspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRL1555. Emission bei 530 nm.
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Abb. 55
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum (Emission bei 530 nm) teilreduzierter oktaedrischer Kristalle

des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555 nach Oxidation im Vergleich mit dem Absorptionsspektrum
von Riboflavin.

Der Vergleich des Differenzspektrums ,,0x-DTT’’ mit dem Absorptionsspektrum von Riboflavin
in Abb. 55 macht deutlich, dass das starke Maximum bei 350-370 nm nicht alleine durch eine
flavinartige Komponente hervorgerufen wird. Es liegt nahe, dass eine weitere chromophore
Gruppe fiir diese starke Fluoreszenz verantwortlich ist und die relativ schwache flavinartige

Fluoreszenz in dem kiirzerwelligen Bereich {iiberlagert. Der Vergleich mit den
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Anregungsspektren der Kontrollen in Abb. 74 macht deutlich, dass fiir das starke Maximum bei
350-370 nm nach Oxidation auch ein pterinartiges Pigment in Frage kommen kann. Dagegen
scheint das Differenzspektrum ,,DTT-red”’, das ja die Differenz aus teilreduzierten und voll
reduzierten Kristallen und damit netto Fluoreszenz nach Oxidation darstellt, mit dem stirker
ausgeprigten Maximum bei 450-470 nm mehr Flavincharakter zu besitzen, im kiirzerwelligen

Bereich aber dennoch von pterinartigen Fluoreszenz tiberlagert wird.
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Abb. 56
Korrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRL1555 der Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 530 nm.

Die vorstehende Abbildung mit korrigierten Anregungsspektren einer weiteren Aufarbeitung von
oktaedrischen Kristallen des Wildtyps stiitzt die These, dass offenbar die Redoxbedingungen der
verschiedenen Kristallisolierungen variieren und daraus eine Verschiebung der aktuell
gemessenen Chromophorenzusammensetzung resultiert. In dieser Abbildung wie auch in der
folgenden Darstellung des Differenzspektrums ,,0x-DTT’’ in Abb. 57 wird eine stirkere
Fluoreszenzzunahme iiber einen groferen Wellenldngenbereich als in der zuvor besprochenen
Aufarbeitung (Abb. 50 u. 51) der Wildtyp-Kristalle deutlich. Dagegen kommt es hier zu keiner
Fluoreszenzsteigerung der reduzierten gegeniiber der teilreduzierten Kristalle. Ursdchlich fiir
diese hohere Fluoreszenz nach Reduktion der Wildtyp-Kristalle im Vergleich mit der Mutante
C171 und der zweiten Aufarbeitung von Kristallen des Wildtyps ist eine stidrkere Oxidation
wihrend der Aufarbeitung. Die Folge ist ein Verlust der flavinartigen Chromophore, was sich in
der weitaus schwicher ausgeprigten Zweigipfeligkeit des Differenzspektrums der Abb. 55

duBert. Die wihrend der Aufarbeitung stattgefundene stirkere Oxidation bedeutet gleichzeitig
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eine schwichere Reduktion als bei CI/7I. Die Fluoreszenz kann daher bei vollstandiger
Reduktion noch erhoht werden (Abb. 50 u. 51). Die Kristalle der Mutante C/7/ dagegen sind
wihrend der Isolierung bereits stirker reduziert. Aus der stirkeren Reduktion resultiert eine
groflere Oxidierbarkeit und damit in der Folge stirkere Fluoreszenz oxidierter flavinartiger
Chromophoren. Dementsprechend lésst sich die Fluoreszenz derjenigen chromophoren Gruppe,
die bei den Kristallen des Wildtyps im Bereich von 375-460 nm stirker ausgeprigt ist, durch
weitere Reduktion nicht erh6hen (Abb. 34 u. 35).
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Abb. 57

Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum (Emission bei 530 nm) teilreduzierter oktaedrischer Kristalle
des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555 nach Oxidation im Vergleich mit dem Absorptionsspektrum
von Riboflavin.

Die ndhere Untersuchung der Kristalle des Wildtyps auf die Anwesenheit von pterinartigen
Pigmenten anhand von Anregungsspektren mit der fiir diese Chromophoren typischen Emission
bei 440 nm zeigt beim Vergleich mit den entsprechenden Spektren der Kristalle der Mutante
C171 (Abb. 41 u. 42) nahezu gleiche Verhiltnisse.

Abb. 58 beschreibt neben der Fluoreszenzsteigerung nach Oxidation mit deutlichem Maximum
bei 350 nm ebenfalls das schon beobachtete auBergewohnliche Maximum bei 380 nm nach
Reduktion. Auch das Differenzspektrum ,,0x-DTT’” in Abb. 59 spricht sehr fiir ein pterinartiges

Pigment als zweite mit den oktaedrischen Kristallen assoziierte chromophore Gruppe.
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Abb. 58
Korrigierte Fluoreszenzanregungsspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps
NRRL1555 der Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Emission bei 440 nm.
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Abb. 59
Korrigiertes Fluoreszenzanregungsdifferenzspektrum nach Oxidation teilreduzierter oktaedrischer Kristalle des
Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555. Emission bei 440 nm.

ODb das etwas in den ldngerwelligen Bereich ausgezogene Maximum mit der Schulter bei 400 nm
seine Ursache im Kristall-Chromophoren-Komplex hat oder ein Artefakt darstellt, kann nicht
abschlieBend gekldrt werden. Sicher ist jedoch die iiberproportionale Fluoreszenzsteigerung bei

380 nach Reduktion artifizieller Natur (vgl. Abb. 78 ).
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4.1.5 Fluoreszenzemissionsspektren der Kristalle vom WT

Analog zu den Fluoreszenzemissionsmessungen bei den Kristallen der Mutante C/7/ wurden zur
ndheren Charakterisierung von den Kristallen des Wildtyps Fluoreszenzemissionsspektren der
drei Redoxzustinde mit der Anregung bei 470 nm erzeugt. Die folgende Abbildung gibt die drei

Emissionsspektren im Bereich von 490-600 nm wieder.
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Abb. 60
Fluoreszenzemissionsspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555 der

Oxidationsstufen oxidiert, teilreduziert (DTT) und reduziert. Anregung bei 470 nm.

Alle drei Emissionsspektren zeigen einen recht dhnlichen Verlauf mit einem leichten Maximum
bei 525/530 nm und einer Schulter bei 560 nm. Bemerkenswert ist die scheinbare
Fluoreszenzzunahme nach Reduktion der Kristalle. Da es sich aber um eine
Fluoreszenzerhohung iiber den gesamten Bereich handelt, scheint hierfir nicht das
Vorhandensein eines weiteren Redoxpartners ursdchlich zu sein, sondern eher ein stérkeres
Aufschiitteln der Kristallsuspension gegeniiber der oxidierten Probe. Ob die Lage der Maxima
auf bestimmte Redoxpartner hindeutet, oder ob es sich dabei beispielsweise um Pufferartefakte
handelt, kann auch hier mit Hilfe der Differenzspektren niher geklart werden.

Die Fluoreszenzemissionsdifferenzspektren ,,ox-red’”> der Abb. 61 bis 63 geben die
Fluoreszenzdifferenz zwischen voll reduzierten und vollstindig oxiderten oktaedrischen

Kristallen wieder.
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Abb. 61
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum ,,ox-red’’ oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRLI1555. Anregung bei 470 nm.
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Abb. 62
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum ,,ox-red’” oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRL1555. Anregung bei 380 nm.

Nach Anregung der Fluoreszenz bei 470 nm resultiert ein flavintypisches Emissionsspektrum mit
dem Maximum bei 530 nm (Abb. 61). Das starke Rauschen ist auf eine relativ geringe
Konzentration flavinartiger Pigmente zuriickzufiihren. Wie Abb. 62 zeigt, entsteht ein deutliches
Maximum bei 440 nm, das pterinartigen Chromophoren zugeordnet werden kann. Daneben

resultiert ein Maximum bei 530 nm, welches fiir Flavine charakteristisch ist. Die geringe
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Auspriagung des Maximums bei 530 nm vor dem Hintergrund der relativ verrauschten Spektren
scheint auf einer geringeren Konzentration flavinartiger Chromophoren gegeniiber den Kristallen
der Mutante C/71 zu basieren.

Das Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum der Abb. 63 zeigt nach Anregung bei 350 nm
deutlichen pterinartigen Charakter mit dem Maximum bei 440 nm, vergleicht man es mit dem

Anregungsspektrum von L-Monapterin in Abb. 74.
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Abb. 63
Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum ,,ox-red’” oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps

NRRL1555. Anregung bei 350 nm.

Nach der Analyse der Fluoreszenzemission aller im vollstindig oxidierten Zustand befindlicher
chromophorer Gruppen dient die Darstellung der Emissionsdifferenzspektren ,,0x-DTT”’ und
,,DTT-red”” der Untersuchung der chromophoren Gruppen auf die stufenweise Verdnderung der
Redoxbedingungen.

In Abb. 64 sind die beiden Differenzspektren ,,0x-DTT’” und ,,DTT-red”’ dargestellt. Das
Differenzspektrum ,,0x-DTT’’ ldsst in seinem Verlauf trotz der relativ starken Schwankungen
ein Maximum bei 530 nm erkennen. Im Differenzspektrum nach Reduktion (,,DTT-red’’) fehlt
dieses Maximum. Beiden Differenzspektren fehlt das Maximum bei 560 nm. Dies deutet, wie
schon bei der Mutante C/7] in Abb. 42, auf ein Artefakt hin, das durch die Differenzbildung
kompensiert wurde. Der Vergleich des Differenzspektrums ,,0x-DTT’> mit dem
Emissionsspektrum von Riboflavin in Abb. 65 zeigt deutlich, dass eine Assoziation der
oktaedrischen Kristalle mit einer flavinartigen chromophoren Gruppe angenommen werden

kann.
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Fluoreszenzemissionsdifferenzspektren oktaedrischer Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-Wildtyps NRRL1555.

Anregung bei 470 nm.

Abb. 65

rel. Fluoreszen:
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Fluoreszenzemissionsdifferenzspektrum nach Oxidation teilreduzierter Kristalle des Phycomyces blakesleeanus-
Wildtyps NRRL1555 im Vergleich mit einem Emissionsspektrum von Riboflavin. Anregung bei 470 nm.

4.1.6 Methanolische Extraktion der Chromophoren

Die bisher erhaltenen Befunde aus den Fluoreszenzuntersuchungen der oktaedrischen Kristalle

sowohl des Wildtyps NRRL1555 als auch der Mutante CI/71 von Phycomyces blakesleeanus
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zeigen, dass die Kristalle mit mindestens zwei chromophoren Gruppen, einer flavin- und einer
pterinartigen Komponente assoziiert sind. Sie geben jedoch keine Auskunft dariiber, wie die
Bindung zwischen Kristall und Chromophore beschaffen ist. Ob pterin- und flavinartige
Chromophore kovalent an die oktaedrischen Kristalle gebunden sind, oder ob es sich um eine
nicht-kovalente Bindung handelt, soll mit Hilfe einer Extraktion mit heilem Methanol {iberpriift
werden. Die folgenden Anregungs- und Emissionsspektren wurden allesamt aus dem klaren

Uberstand nach methanolischer Extraktion der oktaedrischen Kristalle der Mutante C171

erhalten.
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Abb. 66

Fluoreszenzexitations- und —emissionsspektren des Uberstandes aus methanolischer Extraktion oktaedrischer
Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171.

Das Fluoreszenzanregungsspektrum mit fixierter Emission bei 530 nm besitzt neben dem
Maximum bei 340/350 nm und 450/460 nm ein weiteres bei 410 nm. Mit den Anregungsspektren
der Kristalle des Wildtyps und der Mutante C171 zeigt es eine gute Ubereinstimmung. Die Natur
des Maximums bei 410 nm kann nicht geklirt werden (sieche unten). Das Emissionsspektrum

nach Anregung bei 470 nm zeigt starken flavinartigen Charakter. Auch die Untersuchung auf ein
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oder mehrere pterinartige Chromophore spiegelt beim Vergleich der Anregungsspektren mit
fixierter Emission bei 440 nm eine deutliche Ubereinstimmung der entsprechenden
Anregungsspektren untereinander, sowie mit dem Anregungsspektrum des L-Monapterin wider.
Wird der methanolische Extrakt bei 350 nm angeregt, so ergibt sich ebenfalls eine fiir Pterine
charakteristische Emission auch in Ubereinstimmung mit den Emissionsspektren der nicht
extrahierten Kristalle. Auch das Emissionsspektrum nach einer Fluoreszenzanregung bei 380
nm, welche sowohl Pterine als auch Flavine anregt, stimmt mit dem Emissionsspektrum der
zuvor  besprochenen  Kristallaufarbeitungen  iiberein.  Neben dem  pterineigenen
Emissionsmaximum bei etwa 440 nm erscheint auch ein schwaches Maximum bei 530 nm, das
fir Flavine typisch ist. Die methanolische Extraktion der oktaedrischen Kristalle bestétigt
einerseits die pterin- und flavinartige Natur der mit den Kristallen assoziierten chromophoren
Gruppen und zeigt andererseits, dass aufgrund der Extrahierbarkeit die Bindung dieser

Chromophoren an die Kristalle nicht kovalent ist.
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Abb. 67

Vergleich der Anregungs- und Emissionsspektren des Uberstandes aus der methanolischen Extraktion oktaedrischer
Kristalle der Phycomyces blakesleeanus-Mutante C171mit einem wissrigen Gemisch aus 9,5x10”"M L-Monapterin
und 4,9x10"*M Riboflavin. Emission bei 530 nm, Anregung bei 470 nm.

In Abb. 67 ist ein Vergleich der Anregungs- und Emissionsspektren eines wassrigen Gemisches
aus Riboflavin und L-Monapterin und des methanolischen Extraktes dargestellt.

Die Anregungsspektren zeigen gute Ubereinstimmung. Die Lage des Maximum im Blaubereich
zeigt Unterschiede, die darauf beruhen konnen, dass durch die methanolische Extraktion neben
flavin- und pterinartigen Pigmenten auch andere Komponenten freigesetzt wurden, die zu einer

Verzerrung der Spektren fiihren. Dagegen stimmen die Maxima im kiirzerwelligen Bereich gut
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iiberein. Ebenfalls zeigen die Emissionsspektren nach Anregung bei 470 nm, wie sie fiir Flavine

charakteristisch sind, sehr gute Ubereinstimmung.

4.1.7 Kontrollspektren mit Referenzsubstanzen

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen der oktaedrischen Kristalle von Phycomyces
blakesleeanus besser deuten zu konnen, wurde von Referenzsubstanzen wie Riboflavin, L-
Monapterin und NADH ebenfalls die Fluoreszenzanregung und -emission gemessen. Neben den
Fluoreszenzspektren der unbehandelten Substanzen, also der wissrigen Losungen, erfolgte auch
die Bestimmung der Anregungs- und Emissionsspektren nach deren Oxidation mit Ki[Fe(CN)s]

oder Reduktion mit Natriumdithionit.

4.1.7.1 Kontrollspektren mit Riboflavin

In der folgenden Abbildung sind die Anregungsspektren von Riboflavin in Abhédngigkeit vom
Redoxzustand dargestellt. Aufgenommen wurde die Fluoreszenzexitation im Bereich von 300 bis
510 nm mit fixierter Emission bei 530 nm.

Das korrigierte Anregungsspektrum der unbehandelten, im oxidierten Zustand vorliegenden
Riboflavinlosung weist zwei Maxima bei 365 und etwa 450 nm auf. Nachdem das Riboflavin mit
Dithionit reduziert wurde, verschwand die vorher beobachtete Fluoreszenz vollstindig. Dies
bedeutet, dass Riboflavin nur im oxidierten Zustand, nicht aber in der reduzierten Form
fluoresziert. Ausgehend von dem korrigierten Anregungsspektrum von Riboflavin (Abb. 68)
wurde an den Maximumwellenldngen angeregt und die Fluoreszenzemission gemessen. Wie aber
aus Abb. 81 hervorgeht, erscheinen im unkorrigierten Anregungsspektrum von Riboflavin zwei
weitere Maxima bei 425 und 470 nm. Da die Anregungsspektren direkt wéihrend der Messung
nicht korrigiert werden konnen und die Messung der Emissionsspektren umgehend erfolgt, sind
zu Vergleichszwecken in den folgenden Abbildungen die jeweiligen Emissionsspektren
wiedergegeben.

Abb. 69 zeigt das Emissionsspektrum im Bereich von 380 bis 600 nm, nach Anregung bei 365

nm. Das Emissionsspektrum ldsst ein starkes Maximum bei 530 nm erkennen.
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Abb. 68
Korrigierte Anregungsspektren von unbehandeltem (oxidiertem) und nachfolgend reduziertem Riboflavin. Emission

bei 530 nm.
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Abb. 69
Emissionsspektrum von unbehandeltem (oxidiertem) Riboflavin. Anregung bei 365 nm.
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Abb. 70
Emissionsspektrum von unbehandeltem (oxidiertem) Riboflavin. Anregung bei 455 nm.
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Abb. 71

Emissionsspektrum von unbehandeltem (oxidiertem) Riboflavin. Anregung bei 425 nm.

Wird Riboflavin bei 455 nm angeregt, resultiert nach Abb. 70 ebenfalls das Emissionsspektrum
mit dem Maximum bei 530 nm.

Nach Anregung bei 425 nm ergibt sich wieder das charakteristische Flavin-Emissiomsspektrum
mit dem Maximum bei 530 nm, wie in Abb. 71 dargestellt. Ebenso nach Anregung bei 470 nm
(Abb. 72).
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Abb. 72
Emissionsspektrum von unbehandeltem (oxidiertem) Riboflavin. Anregung bei 470 nm.

4.1.7.2 Kontrollspektren mit L-Monapterin
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Abb. 73
Emissionsspektrum von unbehandeltem (oxidiertem) L-Monapterin. Anregung bei 356 nm.

In Abb. 73 ist das Emissionsspektrum von L-Monapterin als Referenzsubstanz fiir Pterine
dargestellt. Angeregt wurde am Maximum bei 356 nm und die Emission von 370 bis 600 nm
gemessen. L-Monapterin zeigt ein dhnliches Emissionsspektrum wie NADH: ein steiler Anstieg

der Fluoreszenz bis zu einem Maximum bei 440/450 nm mit einer etwas breiter ausgezogenen
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Flanke zum ldngerwelligen Bereich, die auch noch die Maximumwellenlinge von 530 nm der
Flavinemissionsfluoreszenz iiberstreicht. Das bedeutet, dass bei Messung der Flavinfluoreszenz
auch Pterinfluoreszenz detektiert werden kann. Nach Fixierung der Emissionswellenlinge bei
440 nm lassen sich Anregungsspektren des L-Monapterin von 300 bis 420 nm aufnehmen. Abb.
74 zeigt die korrigierten Anregungsspektren von unbehandeltem und reduziertem L-Monapterin.
Die Reduktion flihrt zu einer Loschung der Fluoreszenz mit einer Verschiebung des Maximums
von 356 nach 380 nm. Es ldsst sich anhand der Anregungsspektren ablesen, dass L-Monapterin
im reduzierten Zustand bei 356 nm nicht anregbar ist und damit auch keine Fluoreszenzemission
mit einem Maximum bei 440 nm resultieren kann. Unter diesen Bedingungen fluoresziert L-

Monapterin nur im oxidierten Zustand, nicht aber nach Reduktion.
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Abb. 74
Korrigierte Anregungsspektren von unbehandeltem und reduziertem L-Monapterin. Emission bei 440 nm.

4.1.7.3 Kontrollspektren mit NADH

Abb. 75 gibt das Emissionsspektrum von NADH nach Anregung bei 340 nm wieder. Die
Emission wurde im Bereich von 360-600 nm gemessen. Das Maximum der Fluoreszenz befindet
sich bei 460 nm. Um die Anregungsfluoreszenz zu messen, wird die Emission bei 460 nm fixiert
und das Anregungsspektrum im Bereich von 300 bis 440 nm aufgenommen (Abb. 76).

Es zeigt sich, dass NADH nur als reduzierte Substanz fluoresziert, wiahrend die Fluoreszenz nach
Oxidation gemessen am reduzierten Zustand nahezu verschwindet. Das Maximum bei 340 nm

verschwindet vollig, und es tritt eine Verschiebung hin zu 355-360 nm ein.
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Abb. 75
Emissionsspektrum von unbehandeltem (reduziertem) NADH. Anregung bei 340 nm.
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Abb. 76
Korrigierte Anregungsspektren von unbehandeltem (reduziertem) und oxidiertem NADH. Emission bei 460 nm.
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4.1.8 Kontrollspektren mit Puffer

Fx 470

rel. Thwresane

St S50 M

WoollenEinge [nm]

Abb. 77

Emissionsspektren von Natriumphosphatpuffer/ddH,O mit allen Zusdtzen (von unten nach oben in der Reihenfolge
der Behandlung der oktaedrischen Kristalle): ddH,O, Puffer alleine, Puffer mit DTT, Puffer mit DTT und
K;[Fe(CN)g], Puffer mit DTT, K;[Fe(CN)g] und Natriumdithionit. Anregung bei 470 nm.

Abb. 77 stellt die Fluoreszenzemissionsspektren des Aufschlusspuffers und seiner
Kombinationen mit den verschiedenen Reduktions- und Oxidationsmitteln, sowie des
Losungsmittels ddH,O dar. Aus dem einheitlichen Verlauf aller Spektren ldsst sich ablesen, dass
das Maximum bei 560 nm offenbar ein Artefakt ist. Dariiber hinaus wird deutlich, dass dieses
Artefakt durch ddH,O hervorgerufen wurde (unterstes Spektrum). Die bei den Untersuchungen
der oktaedrischen Kristalle auf Pterine entstandenen moglichen Artefakte nach Reduktion
erforderten entsprechende Kontrollen. Dazu wurden Anregungsspektren mit fixierter Emission
bei 440 nm und die korrespondierenden Emissionsspektren vom Natriumphosphatpuffer mit
allen Zusitzen erzeugt.

Das Anregungsspektrum der Abb. 78 zeigt sehr deutlich, dass lediglich nach Reduktion mit
Natriumdithionit eine starke Fluoreszenz im Bereich 380/390 nm mit einer Schulter bei 400 nm
auftritt. Die Fluoreszenz der iibrigen Kombinationen liegt, gemessen an der voll reduzierten
Probe, auf mehr oder weniger einheitlichem niedrigen Niveau. Die Behandlung des Puffers mit
Reduktions- und Oxidationsmitteln entspricht in Konzentration und Reihenfolge der der
oktaedrischen Kristalle.

Das korrespondierende Emissionsspektrum zeigt im Bereich von 420 bis 440 nm ebenfalls eine
starke Fluoreszenz. Diese Fluoreszenz ist nur bei der voll reduzierten Probe (Puffer mit DTT,

K;3[Fe(CN)g] und Dithionit) zu erkennen. Alle iibrigen Kombinationen von Puffer, Reduktions-
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und Oxidationsmitteln verhalten sich analog der Anregungsspektren in Abb. 79 gleich. Dieses

ausgeprigte Fluoreszenzmaximum ist demnach ein Artefakt.
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Abb. 78
Korrigierte Anregungsspektren von Natriumphosphatpuffer mit allen Zusétzen (von unten nach oben): Puffer

alleine, Puffer mit DTT, Puffer mit DTT und K;[Fe(CN)g], Puffer mit DTT, K5[Fe(CN)g] und Natriumdithionit.

Emission bei 440 nm.
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Abb. 79
Emissionsspektren von Natriumphosphatpuffer mit allen Zusétzen (von unten nach oben): Puffer alleine, Puffer mit

DTT, Puffer mit DTT und K;[Fe(CN)g], Puffer mit DTT, K;[Fe(CN)¢] und Natriumdithionit. Anregung bei 390 nm.
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4.1.9 Polarisationsspektren

Um Hinweise auf die tatsdchliche Bindung von Chromophoren an die oktaedrischen Kristalle
des Wildtyps und der Mutante C171 von Phycomyces blakesleeanus zu erhalten, wurden von den

oxidierten Kristallen Fluoreszenz-Polarisationsspektren erzeugt.
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Abb. 80
Polarisationsspektren oktaedrischer Kristalle des Wildtyps NRRLI555 und der Mutante C/7] von Phycomyces
blakesleeanus.

Abb. 80 zeigt die beiden Polarisationsspektren der oktaedrischen Kristalle des Wildtyps
NRRL1555 und der Mutante C171 von Phycomyces blakesleeanus. Es wird deutlich, dass die
Fluoreszenzanregung fiir die Kristalle stark polarisiert ist. Es zeigt sich weiter die
Wellenldngenabhéngigkeit der Polarisation. Die Polarisation bei den Kristallen der Mutante
C171 erreicht bis 345 nm auf einem Plateau Werte von 0,36, sinkt dann bis etwa 365 nm auf
einen Wert von 0,22. Es folgt ab 385 nm eine stetige Zunahme der Polarisation auf 0,32-0,33 bis
425 nm. Bis etwa 447 nm verdndert sich der Wert nahezu nicht, steigt dann aber wiederum an
auf 0,36-0,37 un verindert sich im Bereich von 453-480 nm nicht. Ein weiterer stetiger Anstieg
der Polarisation schliefit sich an. Das Polarisationsspektrum der Kristalle des Wildtyps zeigt den
gleichen Verlauf, jedoch parallel verschoben zu niedrigeren Werten. Weiter wird deutlich, dass
das Polarisationsspektrum der Kristalle des Wildtyps insgeamt unruhiger und unschirfer ist. Dies
konnte ein Indiz fiir eine geringere Ausbeute an Chromophoren sein. Dariiberhinaus ist zu
beobachten, dass die Differenzen zwischen den Plateaus etwas kleiner sind als bei den Kristallen

der Mutante C1/71. Der Verlauf der Polarisationsspektren deutet ebenfalls darauf hin, dass neben
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einem flavinartigen Pigment noch eine zweite Chromophore an die Kristalle gebunden ist. Wire
nur eine flavinartige Chromophore an die oktaedrischen Kristalle gebunden, wiirde sich dies nur
durch zwei verschiedene Polarisationswerte bei 370 und 450 nm ausdriicken. Das Plateau bei

340 nm aber weist auf eine zweite, moglicherweise pterinartige Komponente hin.

4.1.10 Korrektur der Anregungsspektren

Wie in Abschnitt 3.5.4 (Gleichung 6) beschrieben, dient die Korrektur der
Fluoreszenzanregungsspektren der Kompensation von Verzerrungen, die durch Lampe und
Gittermonochromatoren des Fluoreszenzspektrometers entstanden sind. Abb. 81 illustriert den
Effekt der Korrektur anhand von Riboflavin. Die Unschirfe im Bereich unterhalb von 370 nm

resultiert aus der Absorption der geringen Konzentration von 10 M.
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Abb. 81
Vergleich des korrigierten und unkorrigierten Anregungsspektrums mit dem Absorptionsspektrum von 10°M
Riboflavin in 0,1M Natriumphosphatpuffer.

Das mit ,,unkorr.”” Dbezeichnete Spektrum repridsentiert die direkt gemessene
Fluoreszenzanregung. Aus Multiplikation des unkorrigierten Anregungsspektrums mit dem
Korrekturfaktor resultiert das ,wirkliche’ Anregungsspektrum von Riboflavin. Die
Mehrgipfeligkeit des unkorrigierten Rohspektrums verschwindet. Die Maxima bei 425 und 470

nm erscheinen im korrigierten Anregungsspektrum nicht mehr. Dagegen resultiert, wie aus dem
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Vergleich mit dem Absorptionsspektrum ersichtlich, den tatsdchlichen Verhiltnissen

entsprechend die Zweigipfeligkeit mit einem Maximum bei 370 und 450 nm.

4.1.11 Dichtebestimmung der oktaedrischen Kristalle

Die Dichte der oktaedrischen Kristalle aus Phycomyces blakesleeanus wurde mit Hilfe einer
Dichtegradientenzentrifugation und nachfolgender refraktometrischer Bestimmung ermittelt
(siche Material und Methoden). Von jeder 500ul-Fraktion des Gradienten wurden
Anregungsspektren mit fixierten Emissionen bei 440 und 530 nm zur Uberpriifung auf
Anwesenheit von pterin- bzw. flavinartigen = Chromophoren aufgenommen. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte einerseits direkt (mit DTT teilreduzierte Kristalle) und andererseits
nach Oxidation. Die Fluoreszenzintensititen der Maxima der Differenzanregungsspektren bei
340 und 470 nm dienten zur quantitativen Abschdtzung der Chromophoren. Die Abb. 82 gibt die
Verteilung der Summe der Fluoreszenzemission bei 440 nm (pterinartige) und 530 nm

(flavinartige Pigmente) entlang des Gradienten wieder.
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Abb. 82

Dichteverteilung der 500ul-Fraktionen (Kédstchen) entlang des Nycodenzgradienten in Abhingigkeit von der Summe
der Fluoreszenzemission fiir pterin- (440 nm) und flavinartige Pigmente (530 nm). Die schraffierten Flidchen
markieren die Fraktionen mit oktaedrischen Kristallen der Mutante C1/71 von Phycomyces blakesleeanus.

Nach mikroskopischer Kontrolle konnten Kristalle nur in den Fraktionen gefunden werden, die
in Abb. 82 unter den schraffierten Flichen liegen. Es konnten je drei Fraktionen mit Kristallen

isoliert werden. Diese sind aufgrund ihrer mittleren Dichte in zwei Gruppen zu unterteilen:
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Gruppe I mit einer Dichte von 1,247 g/em’ und Gruppe II mit 1,271 g/eny’. Die
Fluoreszenzemission bleibt entlang des Gradienten mehr oder weniger gleich. Lediglich in
Gruppe II befand sich eine Kristallfraktion mit einer starken Fluoreszenzzunahme. Die aus der
Fluoreszenz abzuleitende Chromophorenkonzentration korreliert demnach nicht mit der Dichte

der oktaedrischen Kristalle.

4.1.12 Riboflavin-Bindungsexperimente

4.1.12.1 Bindungsexperimente mit unbehandelten Kristallen

Mit Hilfe der Bindungsexperimente sollte iiberpriift werden, ob flavinartige Pigmente an die
oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleeanus binden konnen. Dazu wurden isolierte

Kristalle des Wildtyps NRRL1555 und der Mutante C/7] mit exogen angebotenem Riboflavin

verschiedener Konzentrationen inkubiert.
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Abb. 83
Riboflavin-Bindungsexperiment mit oktaedrischen Kristallen des Wildtyps NRRLI1555 und der Mutante C/71 von
Phycomyces blakesleeanus. Erstes Symbol links aullen reprisentiert die unbehandelten Kristalle.

Abb. 83 zeigt die Beziehung zwischen der Konzentration exogen angebotenen Riboflavins im
Konzentrationsbereich von 10® bis 10* M und der Fluoreszenzexitation bei 470 nm bei fixierter
Emission bei 530 nm. Beide Stamme zeigen erst ab einer Riboflavinkonzentration oberhalb von

10°® M einen signifikanten Anstieg in der Fluoreszenz bei 470 nm. Bei den Kristallen der
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Mutante C/71 liegt die niedrigste Fluoreszenz um eine Zehnerpotenz iiber dem Basiswert der
Wildtypkristalle. In ihrer Bindungscharakteristik scheinen sich die Kristalle vom Wildtyp und
von der Mutante C/7] nicht zu unterscheiden. Die Riboflavinbindung scheint in beiden Féllen
gleich stark zu sein. Bei CI71 erfihrt die Bindung ab 10*M exogenem Riboflavin eine
Sattigung. Aufgrund von Materialverlusten bei den wiederholten Waschungen der Kristalle
konnten keine Messdaten oberhalb einer exogenen Riboflavinkonzentration von 10> M fiir den
Wildtyp erhalten werden. Aus dem gleichen Grund sind in der folgenden Abbildung nur die
Ergebnisse fiir die Kristalle der Mutante C/7] wiedergegeben. In Abb. 84 ist dargestellt, wie viel
Riboflavin von den oktaedrischen Kristallen in Abhingigkeit von der Konzentration des exogen

angebotenen Riboflavins gebunden wird.
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Abb. 84
Bindungsexperiment mit oktaedrischen Kristallen der Mutante C/71 von Phycomyces blakesleeanus. Konzentration
gebundenen Riboflavins in Abhingigkeit von Konzentration exogen angebotenen Riboflavins.

Die Konzentration des gebundenen Riboflavins steigt nicht mit der Riboflavinkonzentration, mit
der die Kristalle inkubiert wurden. Bis zu einer Konzentration von etwa 3x107 M éndert sich die
Menge gebundenen Riboflavins nicht. Erst dariiber erfolgt ein exponentieller Anstieg. Die
Erhéhung der Konzentration des exogenen Riboflavins von 10° M auf 10* M bewirkt eine

Steigerung der Bindung um den Faktor 250.
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4.1.12.2 Bindungsexperimente in Abhiingigkeit vom Redoxzustand

Zur Uberpriifung der Bindung von exogen angebotenem Riboflavin an die oktaedrischen
Kristalle in Abhédngigkeit von deren Redoxzustand wurden die Kristalle der Mutante C/71
sowohl im oxidierten, als auch reduzierten Zustand mit Riboflavin im Konzentrationsbereich von
10® bis 10* M inkubiert. Abb. 85 stellt die Anregungsspektren mit fixierter Emission bei 530 nm
dar. Anhand der Maxima bei 370 und 470 nm zeigt sich einerseits eine starke Zunahme der
Bindung von Riboflavin erst ab einer Konzentration von 10°M. Fiir alle Konzentrationen gilt,
dass die Kristalle im reduzierten Zustand mehr Riboflavin binden als nach Oxidation, wenn auch
die Unterschiede in den Absolutwerten nicht so grofl sind. Dies erhdrtet die bisherigen
Schlussfolgerungen, wonach die flavinartige Chromophore ihre Bindung zu den oktaedrischen

Kristallen durch Oxidation 16st, eine Reduktion aber die Assoziation fordert.
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Abb. 85
Bindungsexperiment mit oktaedrischen Kristallen der Mutante C171 von Phycomyces blakesleeanus.
Riboflavinbindung in Abhidngigkeit vom Redoxzustand der Kristalle.

Basierend auf dem in Abb. 85 illustrierten Experiment sind in der folgenden Abbildung die
Bindungskurven von reduzierten und oxidierten Kristallen dargestellt. Als Grundlage fiir die
Ermittlung der Riboflavinkonzentration diente die Fluoreszenz bei 470 nm aus der Eichgerade
mit definierten Riboflavinkonzentrationen. Es zeigt sich deutlich, dass zuvor reduzierte Kristalle
mehr Riboflavin binden als oxidierte Kristalle. Oberhalb von 10°M angebotenem Riboflavin
scheint die Bindung sowohl bei reduzierten als auch bei oxidierten Kristallen eine Sittigung zu

erfahren. Die oxidierten Kristalle binden Riboflavin erst ab einer exogenen Konzentration von
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10°M. Da Riboflavin erst ab dieser

Konzentration

angeboten wurde,

ist

die

Schwellenwertskonzentration fur die reduzierten Kristalle hier nicht bestimmbar. In Abb. 87 ist

der Scatchard-Plot der in Abb. 86 gezeigten Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 86

Bindungsexperiment mit zuvor oxidierten, bzw. reduzierten oktaedrischen Kristallen der Mutante C/7/ von
Phycomyces blakesleeanus. Konzentration gebundenen Riboflavins in Abhéingigkeit von Konzentration exogen

angebotenen Riboflavins (quadratisches Symbol: unbehandelte Kristalle).
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Abb. 87

Scatchard-Plot der Kurven des in Abbildung 86 dargestellten Bindungsexperimentes. Zur besseren Lesbarkeit ist die

Ordinate etwas abgertickt.
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Fiir die reduzierten Proteinkristalle eribt sich eine Dissoziationskonstante der Riboflavinbindung
von 2,8x10°M. Die Dissoziationskonstante der oxidierten Kristalle liegt bei 6x10°M. Die Zahl
der Bindungsstellen pro Kristall betrdgt bei den reduzierten Kristallen 7,7x10° und im Falle
oxidierter Kristalle 7,4x10°,

Eine weitere Bestédtigung der Bindung von Riboflavin an die oktaedrischen Kristalle stellt Abb.
88 dar. Die Kristalle wurden nach Inkubation in 10°M Riboflavin, wie in Abschnitt 3.6.4
beschrieben, durch ein Kissen aus 50% (w/v) Saccharose zentrifugiert. Damit war gewéhrleistet,
dass nur gebundenes Riboflavin nach diesem Reinigungsprozess nachgewiesen werden konnte.
Die in Natriumphosphatpuffer resuspendierten Kristalle wurden sofort
fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Diese Messung wurde nach zweimaligem Waschen der
Kristalle in Natriumphosphatpuffer wiederholt.

Abb. 88 zeigt iiberaus deutlich, dass nach Zentrifugation Riboflavin an den Kristallen gebunden
bleibt. Das ungebundene Riboflavin konnte aufgrund seiner geringeren Dichte nicht durch die
Saccharose hindurchtreten. Dass die Kristalle Riboflavin binden kénnen, wird auch durch das
zweimalige Waschen der Kristalle bestétigt. Dass es sich hierbei tatsdchlich um
Flavinfluoreszenz  handelt, zeigt der Vergleich mit dem Anregungsspektrum der

Inkubationslésung in Abb. 89.
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Abb. 88
Bindungsexperiment mit oktaedrischen Kristallen der Mutante C/7/ von Phycomyces blakesleeanus nach

differenzieller Zentrifugation iiber Saccharosekissen. Korrigierte Anregungsspektren mit Emission bei 530 nm.
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Abb. 89

Vergleich der gewaschenen Kristalle der Mutante CI/7! von Phycomyces blakesleecanus aus dem
Bindungsexperiment nach differenzieller Zentrifugation iiber Saccharosekissen mit 10°M Riboflavin. Korrigierte
Anregungsspektren mit Emission bei 530 nm.

4.1.13 Stochiometrie der am Kristall gebundenen flavinartigen Chromophore

Die bisher erhaltenen Befunde ermdglichen Berechnungen zur Stochiometrie der an die
oktaedrischen Kristalle gebundenen flavinartigen Chromophore.

Aus der Dichte von 1,26 g/cm’® und dem mittleren Volumen von 9,96 um’ (EIBEL et al, 2000)
ergibt sich die mittlere Masse eines oktaedrischen Kristalls von Phycomyces blakesleeanus von
1,26 x 10° pug.

Die Proteinmenge von 1 ul Kristallsuspension betrug nach der CBQCA-Proteinbetimmung 90,19
ne.

Aus dem in den Bindungsexperimenten eingesetzten Probenvolumen von 170 pl resultiert
demnach eine Kristallmenge von 1,2 x 10°/ Probe

Anhand der Kalibriergeraden resultiert aus einer Konzentration von exogenem Riboflavin von
10* M fiir die Kristalle der Mutante C/7/ eine Menge gebundenen Riboflavins von 10 M. Dies
entspricht 10" Molekiilen. Daraus resultiert eine in vitro-Besetzungszahl (Anzahl der
Riboflavinmolekiile /Kristall) von 8 x 10® Molekiilen des angebotenen 10™ M Riboflavins.

Aus den Bindungsexperimente mit zuvor reduzierten bzw. oxidierten Kristallen errechnet sich
mittels Scatchard-Plot (Abb.87) die Zahl der Bindungsstellen pro Kristall fiir Riboflavin bei

reduzierten Kristallen von 7,7x10® und fiir oxidierte Kristalle von 7,4x10°.
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Nach DOHRMANN (1983) betrigt die Riboflavinkonzentration in sifu mindestens etwa 3 x 107
M. Die in situ-Besetzungszahl eines Kristalls der Mutante C/7/ betriigt demnach 10° Molekiile
Riboflavin.

Wird fiir ein parakristallines Proteinaggregat ein mittleres Molekulargewicht von 50 kDa

angenommen, setzt sich nach Gleichung 17 ein Kristall aus 1,52 x 10® Proteinen zusammen.

mittlere Masse eines Kristalls . )
Gl 17: = Proteine / Kristall
mittleres Molekulargewicht eines Proteinaggregates

in vitro - Besetzungszahl

Gl 18: - :
Proteine / Kristall

= gebundene Riboflavinmolekiile / Proteine

Unter der Annahme, dass die Monomere eines Proteinkristalls zu den unterschiedlichen
Chromophoren gleiche Affinitit besitzen, bindet ein Monomer nach Gleichung 18 5,26 Molekiile
des 10 M Riboflavins.

4.2 Molekularbiologie

4.2.1 Denaturierende SDS-PAGE der oktaedrischen Kristalle

Um die Aminosduresequenz der oktaedrischen Proteinkristalle von Phycomyces blakesleeanus
ermitteln zu konnen, wurden die isolierten und gereinigten Kristalle in einem denaturierenden
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Abb. 89 zeigt das Elektrophorese-Ergebnis.

Neben den Molekulargewichtsmarkern (links) und dem Rohextrakt (Mitte) sind in der rechten
Spur die denaturierten oktaedrischen Proteinkristalle dargestellt. Offenbar sind die oktaedrischen
Proteinkristalle in drei Untereinheiten separiert worden, wovon eine durch eine sehr intensive
Bande bei etwa 55 kDa représentiert wird. Eine kleinere Untereinheit zeigte eine schwéchere
Farbreaktion bei 46,5 kDa und eine weitere Bande erscheint bei 16 kDa. Die drei Untereinheiten
erhielten entsprechend ihrem Molekulargewichte die Bezeichnungen VFphy55, VFphy46 und
VEphyl6. Nach dem Westerntransfer und der Isolierung der Einzelbanden wurden die

Untereinheiten N-terminal ansequenziert.
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Abb. 90
12%-SDS-PAGE des Rohextraktes (Mitte) und oktaedrischer Kristalle (rechts) der Mutante C171 von Phycomyces
blakesleeanus.

4.2.2 AS-Sequenzierung

Die aus der N-terminalen Sequenzierung der drei Untereinheiten der oktaedrischen

Proteinkristalle erhaltenen Aminosdureabfolgen sind in Tab. 4 zusammengefasst.

Proteinuntereinheit Molekulargewicht Aminosiiuresequenz
[kDa]
VFphy55 55 THSMDRWSRNKTELIQ®P)AFF
VFphy46 46,5 IPEINYKNVFW?P?TS?T (V)P
VFphyl6 16 WVTASYVQP?VMA??LFLYD
Tab. 4

Aminosduresequenzen der drei isolierten Proteine oktaedrischer Kristalle der Mutante C/71 von Phycomyces
blakesleeanus.

Es wird deutlich, dass die Aminosduresequenz nicht immer zweifelsfrei festgestellt werden
konnte. Ein Fragezeichen symbolisiert eine nicht identifizierte Aminoséure, wéhrend eine

Klammer darauf hindeutet, dass das Sequenzierergebnis mit gewissen Einschrinkungen zutrifft.
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Da die in der SDS-PAGE bei 55 kDa sichtbare Bande aufgrund ihrer Intensitdt darauf schliessen
lieB, dass diese Untereinheit auch quantitativ am stirksten représentiert ist und ihre
Aminosduresequenz am  wenigsten  fehlerbehaftet  erschien, wurde von  dieser
Aminosduresequenz zum Zwecke der Suche in einer Gen-Bibliothek von Phycomyces
blakesleeanus eine Oligonukleotidabfolge abgeleitet. Dariiberhinaus erwies sich diese Sequenz

auch deshalb als giinstig, da das immer als Startcodon dienende Methionin enthalten war.
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Abb. 91
Sequenz der aus der 55kDa-Proteinuntereinheit abgeleiteten Sonde VFphy55.

Ausgehend von der Codon-Zuordnung bei Phycomyces blakesleeanus und ihrer Abundanz

(www.es.embnet.org/~genus/phycogenes.html) ergab sich die in Abb. 91 dargestellte Nukleotidsequenz.

Da Methionin als Startcodon einen Anhaltspunkt bei Sequenzvergleichen bilden kann, wurde es
auch als 5’-Ende fiir das 39-mer-Oligonukleotid gewihlt. Uberall dort, wo durch das sogenannte
Wobbling mehrere Basen in Frage kamen, wurden geméll den [UB-Regeln Stellvertreter gesetzt.

4.2.3 Hybridisierung von Gesamt-DNA

Zur Abschitzung, ob ein Durchmustern der Gen-Bibliothek von Phycomyces blakesleeanus mit
dem von der Aminosduresequenz abgeleiteten Oligonukleotid VFphy55 Erfolg verspricht, wurde
Gesamt-DNA aus Wildtyp NRRL1555 isoliert, mit BamHI und alternativ HindlIII restringiert und
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte die Hybridisierung
mit dem VFphy55. Abb. 92 zeigt sowohl die Gelspuren mit dem Restriktionsmuster, als auch die
Hybridisierungssignale. Von links nach rechts: HindIII-Restriktionsmuster der Gesamt-DNA,
BamHI-Verdaumuster, DNA-Fragmentlingenmarker, Hybridisierungssignal des HindIlI-

Verdaus und Autoradiogramm der BamHI-Restriktion.


http://www.es.embnet.org/~genus/phycogenes.html
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Abb. 92

Restriktionsverdau und Autoradiogramm von Gesamt-DNA aus Wildtyp NRRLI1555 von Phycomyces
blakesleeanus. Hybridisiert mit Sonde VFphy55. Von links nach rechts: Restriktionsmuster von HindIIl und BamHI,
DNA-Grofenmarker, Hybridisierungssignal des HindIII- und BamHI-Verdaus.

Wegen der unvollstdndigen Restriktion der Gesamt-DNA ergibt sich im Agarosegel ein Schmier.
Die Autoradiografie zeigt nach Hybridisierung mit VFphy55 im Falle des Verdaus mit HindIIl
vor dem relativ starken Hinmtergrund ein Signal, das einer Fragmentlinge von etwa 4000
Basenpaaren entspricht. Dagegen tritt eine starke Schwirzung des Rontgenfilms bei 1 kb nach
Restriktion mit BamHI auf. Aufgrund dieser positiven Resultate konnte nachfolgend das

Durchmustern der Genbank von Phycomyces blakesleeanus erfolgen.

4.2.4 Screening der genomischen DNA-Bibliothek

Die genomische Bank des Wildtyps NRRLI1555 von Phycomyces blakesleeanus wurde mit der
Sonde VFphy55 hybridisiert. Nach dem Primirscreening von ca. 6x10* pfu konnten 32 positive
Klone bestimmt werden, wovon 10 starke Signale ausgewihlt wurden. Mit Hilfe weiterer zwei
Screeningrunden von etwa 150 und 50 pfu/Platte wurden die Klone isoliert. Diese konnten dann
mittels Restriktionsanalyse weiter charakterisiert werden. Abb. 93 =zeigt reprisentativ die

Autoradiogramme aller drei Sreeningrunden eines ausgewéhlten Klons.
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Abb. 93

Reprisentative Audioradiogramme von Plaquelift-Hybridisierungen aller drei Screeningrunden, hybridisiert mit
Sonde VFphyS55.

4.2.5 Charakterisierung der positiven Klone durch Restriktionsanalyse

Von den aus der Koloniehybridisierung hervorgegangenen positiven Phagenklonen wurden zehn
ausgewdhlt, wie in Abschnitt 3.9.1 beschrieben, durch Fliissiglysate amplifiziert und die
genomische DNA von Phycomyces blakesleeanus aus dem Bakteriophagen A\GEM11 isoliert.
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Restriktionsmuster der Klone enthaltenden AGEM11-Phagen. Restringiert wurde jeweils mit BamHI(links) und
Xhol(rechts).
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Die Restriktionsverdaue erfolgten zundchst mit BamHI. Daneben wurden die Klone zur
Kontrolle an den weiter aussen liegenden X#hol-Schnittstellen restringiert, um die Inserts
vollstindig auszuschneiden. In Abb. 94 ist das Restriktionsmuster der 10 ausgewihlten Klone
wiedergegeben. In der jeweils linken Gelspur befindet sich der BamHI-Verdau, wéhrend
daneben der Restriktionsverdau mit Xhol aufgetragen wurde. Aus dem Restriktionsverdau

ergaben sich sechs Restriktionsmuster mit der in Tab. 5 angefiihrten Verteilung der Klone.

Restriktionsmuster R1 R2 R3 R4 RS R6
Klon 55-1 55-2 55-3 55-6 55-8 55-29
55-7 55-13
55-14 55-18

Tab. §
Verteilung der Restriktionsmuster auf die zehn Klone aus dem Bakteriophagenverdau.

4.2.6 Hybridisierung der restringierten Klone mit degeneriertem Oligo

Um zu Tberpriifen, welche Fragmente aus dem Restriktionsverdau der zehn Klone ein
Hybridisierungssignal zeigen und weiter kloniert werden konnen, wurde die restringierte DNA
auf eine Nylonmembran transferiert und mit dem degenerierten Oligo VFphy55 hybridisiert. In
Abb. 95 ist das zum Restriktionsmuster der Abb. 94 korrespondierende Autoradiogramm des

Hybridisierungsexperimentes dargestellt.
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Abb. 95

Autoradiogramm des Restriktionsmusters der Klone enthaltenden A\GEM11-Phagen. Restringiert wurde jeweils mit
BamHI(links) und Xhol(rechts), hybridisiert mit der Sonde VFphy55.
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Abweichend von der Verteilung der Restriktionsmuster zeigen die Klone 55-6, -13, -18 und -29
die gleiche Verteilung der Autoradiografiesignale. Wihrend 55-29 im Restriktionsmuster von
den anderen drei Klonen abweicht, ergibt sich nach Hybridisierung eine Ubereinstimmung des
Signalmusters. Alle vier Klone zeigen das bereits beim Verdau der Gesamt-DNA beobachtete
starke Signal bei etwa 1 kb im BamHI-Verdau und ein deutliches Signal bei ungefihr 9 kb nach
Restriktion mit X#%ol.

4.2.7 Kartierung der sequenzierten VFphy55-Region

Nach der Isolierung und Sequenzierung des 1 kb-Fragmentes ergab sich die in Abb. 96
dargestellte Orientierung der Sonde VFphy55. Der zur Sonde homologe Sequenzabschnitt ist 124
Nukleotide stromaufwirts vom 3’-Ende lokalisiert, wie in der Abbildung gezeigt. Es ergibt sich
jedoch keine vollstindige Sequenzidentitit. Die durch die Sterne gekennzeichnete Identitét

zwischen degenerierter Sonde und Zielsequenz betrigt 69,2 %.

1 kb-BamHI-Fragment 3

n
-

Y e . GTA 3
VEphyss

b— 124bp —|

«<

5" TTTGATAGTCATCATAGAACTCTGTCTTCCAAGCCCCAAATCGATCCATCACTGA 3
3" AAACTATCAGTAGTATCTTGAGACAGAAGGTTCGGGGTTTAGCTAGGTAGTGACT 5'
—————————— GACTTANTTGAGNCAGAATAANGCNSWGGTNGCTAGGTA

% ® e oo e e e e e e R e o ¥ e vedede R feded dde e

Abb. 96
Sequenzpaarung und Position der degenerierten Oligonukkleotidsonde VFphy55 im 1kb-BamHI-Fragment des
Klons 55-18 aus genomischer DNA aus Phycomoyces blakesleeanus Wildtyp NRRLI555.

Ausgehend von einem Gesamt-Molekulargewicht von 55 kDa der Untereinheit VFphy55 der
oktaedrischen Proteinkristalle und einem durchschnittlichen Molekulargewicht einer Aminosiure
von 0,11 kDa resultiert eine codierende DNA-Sequenz von etwa 1500 Basenpaaren. Da das
bereits subklonierte Fragment nur eine Linge von 1000 Basenpaaren aufweist und es sich um

genomische DNA mit Intronsequenzen handelt, waren daher zusétzliche Sequenzinformationen
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zur Uberpriifung der Orientierung des 1 kb-Fragmentes im Genom und zur weiteren Aufklirung
der Umgebung der Sonde notwendig. Aufgrund der gleichen Restriktionsmuster der Klone 55-6,
-13, -18 und -29 und der Sequenzidentitit aller vier 1lkb-Fragmente erfolgte die weitere
Untersuchung mit Klon 55-18. Dieser wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen behandelt.
In Abb. 97 sind neben den Einzelverdauen auch die Restriktionsmuster aus unterschiedlichen
Kombinationen jeweils zweier Restriktionsenzyme dargestellt. Aus der Verteilung und der
Fragmentlinge der einzelnen DNA-Abschnitte in Abb. 97 und den Sequenzinformationen war es
moglich, tiber die Lage der Restriktionsschnittstellen die in Abb. 98 wiedergegeben Karte der fiir
VEphy55 codierenden Region zu erstellen. Der gesamte sequenzierte Bereich, der die codierende
Region fir VFphy55 tragt, umfasst 5185 Nukleotide (Gesamtsequenz im Anhang). Die
Zielsequenz fiir die Oligonukleotidsonde befindet sich zwischen den Basen 1940 und 1979.

Abb. 97

Einzel- und Doppelverdaue des Klons 55-18. Aufgetragen sind von links nach rechts alternierend die
Restriktionsmuster des einzelnen Enzyms und das Verdaumuster der Kombination zweier Enzyme. Die letzte Spur
rechts zeigt das ungeschnittene Gesamtfragment.
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Abb. 98

Kartierung des klonierten Abschnittes. Der Pfeil markiert die fiir die 55 kDa-Untereinheit codierende Region (ORF).
1-4 kennzeichnet die Lage der identischen Bereiche aus den Sequenzvergleichen. VFph55 markiert die Position der
Zielsequenz der degenerierten Oligonukleotidsonde. Im oberen Teil ist die Lage der Schnittstellen aus den
Verdaumustern aus Abb. 97 wiedergegeben.

4.2.8 Sequenzvergleiche

Mit dem Strang, der die zur Sonde VFphy55 homologe Basenabfolge enthélt, wurden
computergestiitzte globale Sequenzvergleiche durchgefiihrt, um weitere Informationen iiber
Sequenzdhnlichkeiten mit anderen Organismen zu erhalten. Aufgrund der Daten {iber die
Assoziation flavin- und pterinartiger Pigmente mit den oktaedrischen Kristallen aus Phycomyces
blakesleeanus sollten diese Informationen zur Aufklirung der Natur und Funktion dieser
Assoziation dienen. Die aus den Untersuchungen zur kristallmodulierten Calciumabhingigkeit
des Liangenwachstums und der gravitropen Beugung der Sporangiophoren erhaltenen Hinweise
dienten dartiberhinaus ebenfalls als Grundlage fiir Sequenzvergleiche.

Die Recherche ergab Sequenzidentititen zu Biomolekiilen, die in der Signaltransduktion
bedeutende Rollen einnehmen. So konnten Ubereinstimmungen mit einem Calcium bindenden
Protein aus Rattus norvegicus gefunden werden. Weiter fanden sich Ahnlichkeiten zu einer
vakuoldren ATPase aus Mus musculus und dariiberhinaus Hinweise auf cGMP gesteuerte Kandle
in der Phototransduktion bei Bos taurus. Ubereinstimmungen zu Pterin- oder

Flavinbindedoménen konnten dagegen nicht gefunden werden.

1)

Oktaedrische Proteinkristalle:

Bos taurus cyclic nucleotide gated
channel alpha 1 (CNGA1), mRNA :
(gi31342442)

1382 GAAAAGAAAAAGAAGAAAGAA 1402

PEEEEEEEEEr et
564 GAAAAGAAAAAGAAGAAAGAA 584
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2)
Oktaedrische Proteinkristalle: 2278 AGGAAGATGATGAAGATGAAGACGACTTGG 2307
Rattus norvegicus calcium-binding FEETEEET e Trrrr e e
protein mRNA, complete cds: 422 AGGAAGATGAAGAAGATGAAGATGACTTGG 451
(gi1186870)

3)
Oktaedrische Proteinkristalle: 3512 TTGAAGGAGAGGATGGACATG 3532
Cladosporium fulvum gamma-aminobutyric acid LIt
transaminase (gatl) gene, complete cds: 623 TTGAAGGAGAGGATGGACATG 603
(gi10443978)

4)
Oktaedrische Proteinkristalle: 3558 TAAGGTGGTTGAGAAGGTGT 3577
Mus musculus ATPase, H+ transporting, NEEREEREERERRREERRE
V0 subunit D, isoform 2 (Atp6v0d2), mRNA: 2357 TAAGGTGGTTGAGAAGGTGT 2338
(gi29150254)

4.2.9 Northernblotanalyse

Mit Hilfe von Northernblotanalysen sollte untersucht werden, ob das Vorhandensein der
oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleeanus in Zusammenhang mit den
Wachstumsbedingungen der Sporangiophoren steht. Es sollte ndher beleuchtet werden, ob das
Entstehen der Kristalle durch verschiedenen Lichtbedingungen wéhrend der Anzucht beeinflusst
wird. Dariiberhinaus dienten die Northernblotanalysen dazu, der Frage nachzugehen, auf welcher
Stufe die Biosynthese der oktaedrischen Kristalle durch Mutation unterbrochen worden sein
kann. Dies kann Aufschluss dariiber geben, ob in den phédnotypisch kristallfreien Stimmen noch
Proteinvorstufen der oktaedrischen Kristalle vorhanden sind. Die Untersuchungen sollten
Hinweise darauf ergeben, ob die Expression der fiir die oktaedrischen Proteinkristalle
codierenden Gene erst 1im Sporangiophorenstadium stattfindet, oder bereits im
Entwicklungsstadium des Myzels erfolgt. Daher wurden parallel zu den Stadium I-
Sporangiophoren auch Myzelien der beiden Stidmme MR74 und MR 77 untersucht. Beide

Mutanten unterscheiden sich nur durch das Vorhandensein der oktaedrischen Proteinkristalle.

5- TAC CTA GCT AAA CCC CGA ACC TTC TGT CIC AAG ATA CTA  -¥

Abb. 99
Von der Zielsequenz aus Southernhybridisierung abgeleitete Sonde VFphy55r fir Northernblots.
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Abb. 100 stellt die Autoradiogramme der Expressionsstudien mit der Sonde VFphy55r (Abb. 99)
an SI-Sporangiophoren und Myzel der beiden Stimme MR74 und MR 77 dar. In der linken
Halfte sind die Resultate fiir die kristalllose Mutante MR74 gezeigt, rechts fiir MR77. Jeweils
links befinden sich die Autoradiogramme der Sporangiophoren, daneben die des Myzels. Die
Bestrahlungsbedingungen wéhrend des Wachstums sind durch Farbmarkierungen iiber den
einzelnen Spuren der Northernblots kenntlich gemacht. Neben Blaulicht und roter Bestrahlung
kennzeichnet die schwarze Markierung die jeweilige Dunkelkontrolle. Der obere Bereich
spiegelt die Autoradiografieergebnisse nach Hybridisierung mit der dgenerierten Sonde
VEphy55r wieder, wihrend im unteren Teil die Rontgenfilmschwirzungen nach Hybridisierung
mit der pyrG-¢cDNA fiir die Orotidin-5’-monophosphat-Decarboxylase (DIAZ-MINGUEZ et al.,
1990 und BLASCO et al., 2001) als Kontrolle dargestellt sind.

MRT4 sy MRTT i
Sporangiophoren Myzel Sporangiophoren Myzel
1 | s | N | |
YFphys5r bp

G
S L1111
“ . B — 3000
B B e -
— 1500
— 1000

Abb. 100

Autoradiogramme der Northernblots von Gesamt-RNA aus Myzel und SI-Sporangiophoren (ohne[__] und mit
Kristallen [XXX) nach Anzucht unter verschiedenen Lichtbedingungen (Rotlicht M, Blaulicht [N,
Dunkelkontrolle Ill). Hybridisiert mit Sonde VFphy55r; Kontrollen mit Sonde pyrG.

i
*.ﬁi -

Die Kontrollen zeigen mit variierender Intensitit eine deutliche Schwérzung entsprechend einer
FragmentgroBe von etwa 800 Basenpaaren. Die Autoradiogramme der VFphy55r-
Hybridisierungen ergeben insgesamt schwichere Signale. Sowohl flir die Sporangiophoren als
auch fiir die Myzelien beider Mutanten erscheinen relativ starke Signale bei etwa 3000 kB und
schwache Rontgenfilmschwirzungen, die einer Grofe von ungefihr 6000 Basenpaaren

entsprechen. Diese Signale entsprechen der rRNA und sind unabhingig von Myzel und



4 Ergebnisse 145

Sporangiophoren einerseits, wie auch den Bestrahlungsvarianten andererseits gleich. Anhand
dieser Daten ist keine von der Lichtqualitdt wiahrend des Myzel- oder Sporangiophorenwachstum

abhdngige Expression der flir die Kristallproteine codierenden DNA zu erkennen.

4.3 Photogravitropische Experimente

In unterschiedlichen physiologischen Experimenten sollte untersucht werden, ob und wie die
oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleecanus das Beugungsverhalten der
Sporangiophoren unter verschiedenen dufleren Bedingungen beeinflussen. Diese Experimente
wurden parallel mit den vier Stimmen MR14, MR8, MR74 und MR77 durchgefiihrt, von denen
Isogenitit angenommen wurde. Wihrend MR14 und MRI8 im Gegensatz zu MR74 und MR77
kein Carotin besitzen, zeichnen sich MRI4 und MR77 durch das Vorhandensein von
oktaedrischen Kristallen aus. MR 18 und MR74 fehlen dagegen diese Kristalle.

4.3.1 Einfluss tonischer Bestrahlung auf die Kristallwirkung im Gravitropismus

Untersuchungen zum tonischen Effekt von phototropisch inaktivem roten Licht von 612 nm bei
Wildtyp NRRL1555 und der kristalllosen Mutante C2 zeigten eine stimulierende Wirkung bei
beiden Stimmen. Dabei ergab sich bei niedrigen Intensititen von 10® W/m® im Vergleich zu den
Dunkelkontrollen beim Wildtyp ein hemmender Effekt, wihrend oberhalb dieser Intensititen die
Sporangiophorenbeugung gefordert wurde. Die kristalllose Mutante C2 erfuhr bei 10® W/m®
eine stirkere Stimulation, wogegen bei Intensitéten von 0,5 W/m® der Effekt umgekehrt wurde
und eine Beugungshemmung eintrat (TROSTER, 2000).

Da es sich bei der Mutante C2 und dem Wildtyp NRRL1555 nicht um isogene Stdmme handelt,
sollte obiger Befund mit den Stimmen MR14, MRI18, MR74 und MR77, die als isogen erachtet
wurden, besonders im Randbereich des Rotlicht-Intensitatsspektrums tiberpriift werden. Die

Bestrahlung erfolgte daher mit 10® W/m® und 0,5 W/m® jeweils iiber 4 Stunden.

4.3.1.1 Bestrahlung mit 0,5 W/m?

Abb. 101 gibt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe mit der tonischen Bestrahlung von 0,5 W/m®

wieder. Bei dem Vergleich der vier Stimme ergibt sich fiir die Mutanten mit oktaedrischen
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Kristallen eine grofere Stimulanz der gravitropischen Beugung unter dem Einfluss einer
tonischen Rotlichtbestrahlung mit 0,5 W/m® als bei den kristalllosen Mutanten. Dies gilt sowohl
fir die carotinhaltigen Stdmme als auch fiir die Albino-Mutanten untereinander. Dariiberhinaus
scheint Carotin einen fordernden Effekt auf die Beugung auszuiiben, wenn man nur die
kristalllosen Mutanten vergleicht. Der stimulierenden Effekt der Kristalle ist offenbar bei den
Albino-Stdmmen grofler als bei den carotinhaltigen Mutanten. Carotin scheint dort einen
hemmenden Effekt auf die Wirkung der Kristalle zu besitzen. Die stimulierende Wirkung der
Kristalle auf die gravitropische Beugung wird auch bei den Dunkelkontrollen deutlich, wogegen

Carotin darauf keinen Einfluss zu haben scheint.
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Abb. 101

Beugungswinkel der vier Stimme MR14, MR18, MR74 und MR77 (C___] mit Carotin, DXXX] mit Kristallen, E
Dunkelkontrollen, jede Saule reprasentiert 120 Einzelwerte) nach vierstiindiger tonischer Bestrahlung mit Rotlicht
(612 nm, 0,5 W/m®).

In Abb. 102 ist zur Verdeutlichung nochmals die relative Beugung bezogen auf die jeweiligen
Dunkelkontrollen dargestellt.

Die carotinfreie Kristall-Mutante MRI4 erfihrt eine Beugungssteigerung um etwa 25% der
Dunkelkontrolle. Die drei iibrigen Stimme werden gegeniiber ihren Kontrollen ebenso in der
gravitropischen Beugung stimuliert, etwa um den Faktor 10 — 15%. Die Carotin-Stamme MR74
und MR77 verhalten sich gleich. Bei diesem Paar ist kein durch oktaedrische Kristalle

verandertes Beugungsverhalten erkennbar.
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Abb. 102
Relative Beugung der vier Stimme MR14, MR18, MR74 und MR77 bezogen auf die Beugung der Dunkelkontrollen

(I mit Carotin, XXX mit Kristallen) nach vierstiindiger tonischer Bestrahlung mit Rotlicht (612 nm, 0,5
W/m?).

4.3.1.2 Bestrahlung mit 10® W/m?

Die Ergebnisse der Beugungsversuche mit tonischer Rotlichtbestrahlung von 10® W/m?® sind in
Abb. 103 dargestellt. Bei einer tonischen Bestrahlung mit 10® W/m?® Rotlicht zeigen die Stimme
mit Kristallen eine stirkere Beugung als die entsprechenden kristalllosen Mutanten MR8 und
MR74. Dies gilt fiir die Albino-Mutanten und ebenso fiir die Stamme mit Carotin. Carotin
scheint auch unter diesen Bedingungen einen hemmenden Effekt auf die
Sporangiophorenbeugung zu besitzen. Der Unterschied zwischen dem Stamm mit Kristallen und
dem kristalllosen Stamm ist bei den carotinhaltigen Mutanten nicht so groB3, wie bei den
carotinfreien Stammen. Im Gegensatz zu der Versuchsreihe mit 0,5 W/m® erfolgt im Falle der
kristallosen Mutanten eine Hemmung der Beugung durch Carotin. Insgesamt sind die
Beugungswinkel kleiner als bei der hoheren Rotlichtintensitit. Bei 10° W/m® zeigt allerdings nur
MR 14 eine deutliche Steigerung der gravitropischen Beugung, gemessen an der Dunkelkontrolle
um etwa 35 — 40% (Abb. 104). Die kristalllosen Stdmme erfahren gegeniiber ihren
Dunkelkontrollen sogar eine geringfiigige Hemmung der Beugung. Im Falle von MR77 ist die
Stimulierung der gravitropen Beugungsreaktion zu vernachldssigen. Bemerkenswert ist die
geringe gravitrope Beugung der Kontrollen von MRI14, verglichen mit den Kontrollen der

anderen Stimme.
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Abb. 103
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Beugungswinkel der vier Stimme MR14, MR18, MR74 und MR77 (] mit Carotin, DXXX] mit Kristallen, EZ
Dunkelkontrollen, jede Saule reprasentiert 120 Einzelwerte) nach vierstiindiger tonischer Bestrahlung mit Rotlicht
(612 nm, 10°®* W/m?).

Abb. 104
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Relative Beugung der vier Stimme MR14, MR18, MR74 und MR77 bezogen auf die Beugung der Dunkelkontrollen
(0 mit Carotin, XXX mit Kristallen) nach vierstiindiger tonischer Bestrahlung mit Rotlicht (612 nm, 10®

W/m?).
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4.3.2 Gravitropische Beugung

Die Untersuchung des Einflusses oktaedrischer Kristalle auf die gravitropische Beugung der
Sporangiophoren wurde mit Hilfe der Klinostazentrifuge durchgefiihrt. Die Versuchsdauer
wurde auf drei Stunden begrenzt, um Sittigungseffekte in der Beugungsreaktion
auszuschliessen. Nach MEIER (2001) zeigen die kristalltragenden Mutanten MR14 und MR74
jeweils eine stirkere gravitrope Beugung als ihre kristallfreien Pendants MR8 und MR77 nach
Stimulierung mit Zentrifugalbeschleunigungen von 0 bis 0,3 x g. Der Unterschied trat allerdings
erst bei 0,3 x g deutlich in Erscheinung. Daher wurden die vier Stimme MRI14, MRI18, MR74
und MR77 wihrend der Versuchsreihe Zentrifugalbeschleunigungen von 0,33 x g bis zu 1 x g
ausgesetzt. Aus der Zentrifugalbeschleunigung und der gleichzeitig  wirkenden
Erdbeschleunigung resultieren auf die Sporangiophoren Beschleunigungen zwischen 1,05 und

1,41 x g. In der folgenden Abb. 105 sind die Mittelwerte von jeweils 100 Einzelresultaten

dargestellt.
a0k ME15
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MRTT
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resulticrende Beschleunigung a [x g]
Abb. 105

Beugungswinkel der vier Stimme MR14> MRI18O, MR740 und MR77<> ([J mit Carotin, < mit Kristallen) in
Abhéngigkeit von der aus Zentrifugal (a,)- und Erdbeschleunigung (g) resultierenden Beschleunigung a, nach
dreistiindiger Versuchsdauer (jedes Symbol repriasentiert 100 Einzelwerte).

Die gravitropische Beugung aller vier Stimme nimmt mit der resultierenden Beschleunigung zu.
Die carotinfreie Kristall-Mutante MRI4 zeigt dabei die schwichste Reaktion. Dagegen
unterscheiden sich die iibrigen drei Stdmme in ihren Beugungsverhalten kaum voneinander.

Unterhalb von 1,3 x g scheinen die Carotin-Mutanten etwas stirker auf die gravitrope
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Stimulierung zu reagieren, wihrend sich die Sporangiophoren der carotin- und kristallfreien
Mutante MR8 bei 1,41 x g am stiarksten beugen. Nach Erhohung der Zentrifugalbeschleunigung
von 1,3 x g auf 1,41 x g zeigen die carotinfreien Mutanten MR/4 und MRI8 eine grofBere
Zunahme des Beugungswinkels. Bei den beiden Carotin-Mutanten MR74 und MR77 ist die

Steigerung der gravitropischen Reaktion dagegen abgeschwicht.

4.3.3 Liangenwachstum

Neben dem gravitropischen Beugungsverhalten soll das Lingenwachstum der vier Stimme
MRI14, MRIS, MR74 und MR77 vor dem Hintergrund eines Einflusses der oktaedrischen
Kristalle betrachtet werden.Die Sporangiophoren wurden dazu drei Stunden im Dunkeln in Luft
inkubiert.

Sowohl beim absoluten Langenzuwachs in Abb. 106 als auch beim auf die Ausgangslinge der
Sporangiophoren bezogenen relativen Langenwachstum (Abb. 107) wir deutlich, dass die
Sporangiophoren der carotinfreien kristallbesitzenden Mutante MRI4 nach der dreistiindigen
Versuchsdauer das stirkste Lingenwachstum zeigt. Die anderen drei Stimme MR8, MR74 und

MR?77 verhalten sich untereinander gleich.
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Abb. 106

Relatives Langenwachstum der vier Stimme MRI14> MRI18O, MR740 und MR77< ([J mit Carotin, < mit
Kristallen) wihrend dreistiindiger Versuchsdauer.
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Abb. 107
Absolute Lingenzunahme der vier Stimme MRI14> MRI8O, MR740 und MR77< ([J mit Carotin, < mit
Kristallen) wihrend dreistiindiger Versuchsdauer.

4.3.4 Calcium-Versuche

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse von Versuchsreihen dargestellt, die der
Frage nachgehen, wie sich das Vorhandensein oktaedrischer Kristalle bei Phycomyces
blakesleeanus auf das Lingenwachstum oder das gravitrope Beugungsverhalten der
Sporangiophoren in Abhingigkeit von extern appliziertem Calcium auswirkt. Zu diesem Zweck
wurden parallel die Stimmen MR74 und MR77 untersucht. MR74 unterscheidet sich von MR77
durch das Fehlen der oktaedrischen Kristalle.

4.3.4.1 Lingenwachstum

Ob die oktaedrischen Proteinkristalle ein durch Uberangebot oder Mangel an Calcium
verandertes Langenwachstum beeinflussen, soll anhand der im Folgenden gezeigten Resultate

néher beleuchtet werden.
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4.3.4.1.1 Calcium-Uberangebot

Die Léngenzunahme in Millimetern in Abhdngigkeit von der Calcium-Konzentration im
umgebenden Medium zeigt Abb. 108. Die Werte fliir das Lingenwachstum der Kontrollen
wurden von den Werten fiir die Lingenzunahme mit Calcium abgezogen. Daraus resultiert eine
Positiv-/Negativdarstellung, aus der sich eine Hemmung oder eine Forderung des
Langenwachstums ablesen ldsst.

Uber einen Calcium-Konzentrationsbereich von etwa 2x10"°M — 10°M zeigt MR77 im direkten
Vergleich der beiden Stimme eine groBere Lingenzunahme als MR74. Wihrend bei MR77
besonders bei Calcium-Konzentrationen zwischen 2x107'°M und 10°M eine Stimulation des
Langenwachstums eintritt, erfolgt bei MR74 keine signifikante Wachstumszunahme gegeniiber
den Kontrollen. Das Wachstum scheint vielmehr gehemmt zu werden. Dies besonders fiir
Calcium-Konzentrationen von mehr als 10°M. MR77 zeigt in diesem Bereich im Vergleich zu
den Kontrollen ein indifferentes Verhalten. Weder wird das Wachstum stimuliert noch findet
eine Hemmung statt. Insgesamt fiihrt die externe Zugabe von Calcium bei der kristallfreien
Mutante MR74 zur Wachstumsverminderung, wogegen das Lingenwachstum bei MR77 nahezu

nicht verringert wird.
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Abb. 108

Abhingigkeit der absoluten Lingenzunahme der Stimme MR74O und MR77@ von der Ca®"-Konzentration im
Inkubationsmedium. Die Werte fiir das Lingenwachstum der Kontrollen wurde von den Werten fiir die
Léngenzunahme mit Calcium abgezogen. Daraus resultiert eine positiv/negativ-Bilanz.
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Es findet sogar unterhalb 10°M Ca®" eine Stimulation statt. Bei Calcium-Konzentrationen
unterhalb 2x107'°M erfihrt MR77 eine stirkere Wachstumshemmung gegeniiber den Kontrollen
als MR74.

Insgesamt ist der Verlauf der Wachstumskurve bei MR77 weniger mit Ausreilern durchsetzt als
dies bei MR74 der Fall ist. Wihrend die Darstellung der absoluten Léngenzunahme in Abb. 108
das Wachstumsverhalten der Sporangiophoren nicht beriicksichtigt, stellt die folgende Abb. 109
die Langenzunahme der SIV-Sporangiophoren bezogen auf ihre Ausgangslinge in Abkéngigkeit
von der Konzentration extern applizierten Calciums dar. Dies fiihrt zu einer Korrektur
unterschiedlich starken Langenwachstums der Sporangiophoren und gestattet eine groBere
Vergleichbarkeit. Die positiven und negativen Prozentangaben beziehen sich auf die Kontrollen,
die gleich Null gesetzt wurden, wodurch sich eine deutlichere Illustration von hemmendem oder

stimulierendem Effekt ergibt.
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Abb. 109

Abhingigkeit der relativen Lingenzunahme der Stimme MR74O und MR77@ von der Ca**-Konzentration im
Inkubationsmedium. Das Langenwachstum wurde fiir die Kontrollen korrigiert und in Relation zur Ausgangslédnge
der Sporangiophoren gesetzt.

Der Vergleich der Abb. 108 u. 109 macht deutlich, dass auch bei Betrachtung des relativen
Lingenzuwachses der Sporangiophoren zwischen 2x107"°M und 10°M freien Calciums im
Inkubationsmedium MR77 eine deutliche Stimulierung des Sporangiophorenwachstums erfihrt,
wiahrend MR74 eher gehemmt wird. In diesem Bereich scheint sich bei MR77 ein Optimum der
Forderung des Léangenwachstums zu befinden. Bei MR74 dagegen ist kein derartiger
Optimumsbereich zu erkennen. Insgesamt wird MR77 offenbar stirker im Lingenwachstum

stimuliert als MR74. Bei sehr geringen Calcium-Konzentrationen unterhalb von 107°M scheint
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sich dieses Verhidltnis umzukehren. Hier findet eher eine Hemmung des
Sporangiophorenwachstums von MR77 statt, wihrend MR74 deutlich stimuliert wird. Der
Vergleich der beiden Stimme zeigt, dass MR77 homogener und weniger schwankend auf die
unterschiedlichen Calcium-Konzentrationen reagiert. Der Verlauf der Kurve von MR74 ist

dagegen durch stirkere Ausreiler gekennzeichnet.

4.3.4.1.2 Calcium-Mangel
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Abb. 110
Abhéngigkeit der relativen Ldngenzunahme der Stimme MR740O und MR77@® von der EGTA-Konzentration im
Inkubationsmedium. Das Langenwachstum wurde in Relation zur Ausgangslédnge der Sporangiophoren gesetzt.

Wihrend im vorigen Abschnitt der Einfluss einer Calcium-Zugabe betrachtet wurde, zeigt Abb.
110 die Resultate nach Calcium-Mangel. An den im gleichen Medium, allerdings ohne Calcium
inkubierten Kontrollen zeigt sich der Einfluss des exogen zugeflihrten EGTA.

Uber das untersuchte Konzentrationsspektrum des EGTA von 9,9x10” — 3x10° M zeigen beide
Mutanten recht dhnliches Verhalten. Mit relativen Lingenzuwichsen zwischen 15 und 25%
liegen MR74 und MR77 dicht beieinander. Ein kiinstlich erzeugter Ca’’-Mangel scheint unter
den gegebenen Versuchsbedingungen offenbar keinen deutlichen Einfluss auf das
Langenwachstum der Sporangiophoren zu besitzen. Bemerkenswert ist, dass gerade im Bereich
hoherer EGTA-Konzentrationen kein unterschiedliches Verhalten der beiden Mutanten MR74
und MR77 resultiert.
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4.3.4.2 Gravitrope Beugung

Nicht nur auf das Léngenwachstum der Sporangiophoren, sondern auch auf die gravitrope
Beugung kann Calcium einen Einfluss ausiiben. Ob dieser wiederum durch die Anwesenheit der
oktaedrischen Proteinkristalle moduliert wird, soll mit Hilfe der im Folgenden wiedergegebenen

Ergebnisse ndher geklirt werden.

4.3.4.2.1 Zugabe von Calcium

In Abb. 111 ist die relative Beugung der beiden Phycomyces-Mutanten MR74 und MR77 in
Abhéngigkeit von der Konzentration extern angebotenen Calciums dargestellt. Die
Beugungswinkel wurden fiir das Langenwachstum korrigiert und zu den Kontrollen in
Beziehung gesetzt. Diese nehmen den Wert Null an und sind durch die strichpunktierte Linie
gekennzeichnet. Dadurch ergibt sich analog zur Darstellung des Langenwachstums eine Positiv-
/Negativbilanz, wodurch Hemmung oder Forderung des Gravitropismus gegeniiber den
Kontrollen deutlich wird. Im unteren Konzentrationsbereich von 10"*M - 10°M erfihrt MR77
eine stirkere Forderung der gravitropen Beugung als die kristalllose Mutante MR74. Dariiber

wird offenbar MR 74 starker stimuliert.
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Abb. 111

Abhingigkeit der relativen gravitropen Beugung der Stimme MR74O und MR77@® von der Ca**-Konzentration im
Inkubationsmedium. Die Beugungswinkel wurden fiir das Lingenwachstum und die Kontrollen korrigiert
(Kontrollen = 0, strichpunktierte Linie).
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Dennoch ist der Verlauf der Kurven insgesamt eher uneinheitlich. Die Stimulierung scheint
keine direkte Abhingigkeit von der Konzentration des externen Calciums zu zeigen. Es kommt
vielmehr zu Schwankungen mit einer stark ausgeprigten Beugung von MR74 bei 10°M und im
Bereich um 10*M, wihrend sich im Zwischenbereich kaum eine nennenswerte Beugung
erkennen ldsst. Bei beiden Mutanten ist kein Optimumsbereich der Stimulierung der gravitropen
Beugung durch Calcium erkennbar. Lediglich bei MR74 konnte sich im Bereich um 10*M ein
derartiges Optimum abzeichnen. Um dies allerdings abschlieBend zu kliren, miissen weitere
Messwerte gesammelt werden. Auch die Beugung der Sporangiophoren von MR77 ist
Schwankungen unterworfen, jedoch weitaus schwécher als bei MR74. Es handelt sich hier, auch
angesichts der Fehlerabweichung, eher nur um ein leichtes Pendeln um den Wert Null mit einem

groBeren Ausreifer bei 10" *M Calcium.
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Abb. 112

Abhingigkeit der gravitropen Beugung der Stimme MR74O und MR77@ von der Ca*'-Konzentration im
Inkubationsmedium. Die Beugungswinkel wurden fiir das Langenwachstum korrigiert und als Differenz zu den
Kontrollen dargestellt.

Gleiches wird deutlich, wenn man nicht die relative Beugung, sondern die absoluten
Beugungswinkel betrachtet. In Abb. 112 sind diese als Differenz zu den Kontrollen
wiedergegeben. Eine Veridnderung der Ca*'-Konzentration im Aussenmedium ruft bei der
Kristallmutante MR77 weitaus schwichere Reaktionen als bei dem kristallfreien Pendant MR74
hervor. Dort hingegen erreicht die gravitrope Beugung eine groBe Schwankungsbreite. Wahrend
sich die Werte von MR77, abgesehen von dem AusreiBer bei 10"*M Ca®", nicht wesentlich von
denen der Kontrollen unterscheiden, beugt sich MR74 bei 10*M Ca®" um bis zu 45° stirker als

die Kontrolle. Wie im Falle des Lingenwachstums scheinen die oktaedrischen Kristalle
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Veranderungen oder Schwankungen der Calcium-Konzentration im umgebenden Medium zu

puffern und auszugleichen.

4.3.4.2.2 Entzug von Calcium

In Abb. 113 wird gezeigt, wie sich die gravitrope Sporangiophorenbeugung der beiden Mutanten
MR74 und MR77 in Abhidngigkeit von der EGTA-Konzentration im umgebenden Medium
verhalt.

Ein kiinstlich erzeugter Ca** -Mangel durch den Zusatz von EGTA im umgebenden Medium
scheint das gravitrope Beugungsverhalten der beiden Mutanten MR74 und MR77 in der Form zu
beeinflussen, wie es sich schon bei der externen Zugabe von Ca’" abgezeichnet hat. Die
kristalltragende Mutante MR77 wird offenbar weniger stark in ihrer gravitropen Beugung
beeinflusst, als dies bei MR74 der Fall ist. Diese Verhalten erstreckt sich iiber den gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich. Bei hoheren EGTA-Konzentrationen ab 2 x 10°M tritt

dieser Effekt jedoch stirker in Erscheinung.
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Abb. 113
Abhéngigkeit der gravitropen Beugung der Stimme MR740O und MR77@ von der EGTA-Konzentration im
Inkubationtsmedium. Die Beugungswinkel wurden fiir das Langenwachstum korrigiert.
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5 Diskussion

5.1 Fluoreszenzspektroskopie

5.1.1 Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung der oktaedrischen Kristalle

Die in der Vakuole der Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus vorkommenden
oktaedrischen Kristalle (SCHIMEK et al. 1999b) zeigen neben ihrer Proteinnatur (THORNTON,
1969, EIBEL, 1997 und EIBEL et al., 2000) auch spektroskopische Besonderheiten, die auf die
Anwesenheit von flavin- und pterinartigen chromophoren Gruppen hindeuten (EIBEL, 1997 und
EIBEL et al, 2000) und dem teilweise reduzierten Blaulicht-Photorezeptor CRYI aus
Arabidopsis thaliana (LIN et al, 1995 und LIN, 2000) nicht undhnlich sind. Die bisher
erhaltenen Befunde geben zwar erste Hinweise auf flavin- und pterinartige chromophore
Gruppen, bergen aber aufgrund der gewéhlten Stimme und der Qualitdt der Reinigungsmethode
noch die Gefahr der Missinterpretation.

Weitergehende Untersuchungen der spektroskopischen Eigenschaften der oktaedrischen Kristalle
wurden daher zunichst an der Mutante C/7/ durchgefiihrt. Diese ist in der B-Carotin-
Biosynthese defekt, zeigt aber normale phototropische Empfindlichkeit (PRESTI et al., 1977).
Die Verwendung dieser Mutante verhindert, dass das Massenpigment B-Carotin mit seinen
Absorptionsmaxima zwischen 400 und 500 nm die Signale der Absorptions- und
Fluoreszenzmessungen iiberlagert (WOLKEN, 1969 und SCHMIDT & GALLAND, 1999).
Eindeutigere Ergebnisse sind somit moglich und lassen sich besser zuordnen.

Die Besprechung der an der Mutante C/7/ erhaltenen Ergebnisse soll vergleichend mit den
Befunden vom Wildtyp NRRL1555 erfolgen.

Das Absorptionsspektrum einer unbehandelten Kristallsuspension aus C/71 der Abb. 33 zeigt in
seinem Verlauf gute Ubereinstimmung mit den mikrospektrophotometrisch erhaltenen in situ-
Absorptionsspektren von Kristallen von OOTAKI & WOLKEN (1973). Ubereinstimmend
erscheinen die Maxima im Bereich von 320-360 nm und bei etwa 450 nm. Die relativ schwach
ausgeprigte Struktur des Absorptionsspektrums kann auf Verunreinigungen zuriickgefiihrt
werden. Durch Interaktion der Kristalle mit dem Suspensionsmedium hervorgerufenen Artefakte
sind nicht auszuschliessen. Absorptionsanteile, die auf Losungsmittel zuriickzufiihren wiéren,
konnten durch die Verwendung eines Zweistrahlphotometers ausgeschlossen werden. Das
Absorptionsspektrum kann im Vergleich mit den Spektren von OOTAKI & WOLKEN (1973)

auch als eine Art Mischspektrum aus dunkeladaptierten und lichtgewachsenen Sporangiophoren
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interpretiert werden. Beide Absorptionsspektren von OOTAKI & WOLKEN (1973) lassen sich
mit dem Absorptionsspektrum einer Kristallpopulation in Einklang bringen. Es zeichnet sich
anhand dieses Absorptionsspektrums ein Vorhandensein flavinartiger Pigmente ab. EIBEL
(1997) und EIBEL et al. (2000) konnten durch Behandlung der oktaedrischen Kristalle des
Wildtyp NRRLI1555 mit dem Oxidationsmittel K;[Fe(CN)g] zeigen, dass offenbar flavinartige
Komponenten mit den Kristallen assoziiert sind. Eine flavinartige Fluoreszenz trat erst nach
Oxidation auf. Dariiber hinaus fand sich nach Zentrifugation der Kristalle das Fluoreszenzsignal
im Uberstand. Dies deutete darauthin, dass die oktaedrischen Kristalle in sifu im reduzierten
Zustand vorliegen und die flavinartige Chromophore in diesem Redoxzustand an die Kristalle
gebunden zu sein scheint, wohingegen die Bindung an die Kristalle nach Oxidation gelost wird.
Die Isolierung und Reinigung der oktaedrischen Kristalle wurde in der vorliegenden Arbeit
daher unter milden reduzierenden Bedingungen durch Zusatz von Dithiothreitol durchgefiihrt.

Die jeweilige Gegeniiberstellung der Fluoreszenzanregungsspektren der oktaedrischen Kristalle
von CI71 (Abb. 35) und WT (Abb. 51 u. 56) in den drei Oxidationsstufen (oxidiert, teilreduziert
und reduziert) spiegelt deutlich die Empfindlichkeit der Kristalle gegeniiber Reduktions- und
Oxidationsmitteln wider und bestitigt den Redoxcharakter der mit ihnen assoziierten
chromophoren Gruppen. Indirekt bestétigt dies auch, dass die Chromophoren in Abhingigkeit
vom Redoxzustand ihre Bindung zum Kristall 16sen. Offenbar entschied der Grad der Oxidation
iiber die Stabilitdt der Kristall-Chromophor-Bindung. Denn {iiber viele Kristallaufarbeitungen
hinweg schwankte die ,,Ausbeute’’ an flavinartiger Fluoreszenz trotz der Verwendung eines
Reduktionsmittels. Bei einzelnen Aufarbeitungen war es nahezu nicht moglich, mit Hilfe der
Fluoreszenzspektroskopie flavinartige Pigmente nachzuweisen.

Es féllt auf, dass im Falle der WT7-Kristalle das flavinartige Maximum im Blaubereich weitaus
schwécher ausgeprigt ist. Dariiber hinaus fiihrt bei den Kristallen des Wildtyp eine Reduktion zu
einer Fluoreszenzerhohung im Bereich von 400 nm. Dies konnte bei C/7/ so nicht beobachtet
werden.

Unter dem Einfluss des milden Reduktionsmittels Dithiothreitol unterlagen die Kristalle wéhrend
der Vielzahl und Dauer der Behandlungsschritte dennoch einer relativ starken Oxidation, welche
moglicherweise unter Verwendung eines stirkeren Reduktionsmittels hétte unterbunden werden
konnen. HERTEL et al. (1980) konnten in in-vitro-Bindungsstudien an Cucurbita pepo und Zea
mays eine differentielle Riboflavinbindung in Abhédngigkeit vom gewdhlten Reduktionsmittel
feststellen. Danach bindet Riboflavin in Gegenwart von Natriumdithionit stirker als bei
gleichzeitiger Behandlung mit Dithioerythritol, das wie Dithiothreitol ein 1,4-dimercapto-2,3-
butandiol ist, aber dessen erythro-Form darstellt (ROMPP, 1995). Eine weitere Optimierung der
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Kristallisolierung unter den vorgenannten Gesichtspunkten wére daher anzustreben. Aus der
Verwendung von Dithiothreitol wihrend der Kristallisolierung kdnnen die Beobachtungen von
EIBEL (1997) und EIBEL et al. (2000) erhédrtet werden, dass flavinartige Pigmente unter
reduzierenden Bedingungen an die Kristalle binden und nach Oxidation vom Kristall
dissoziieren. Diese Befunde koinzidieren mit den Ergebnissen von HERTEL et al. (1980).
Bezogen auf eine flavinartige Chromophore stimmen die drei Fluoreszenzanregungsspektren gut
mit den Absorptionsspektren der drei Redoxzustdnde von Flavin (SCHMIDT, 2000) iiberein.
Nach vollstdndiger Oxidation zeigen sich bei C/71, jedoch nicht so ausgeprigt beim WT die
flavintypischen Maxima bei 380 und 450 nm. Die vollstindig reduzierten Kristalle besitzen
dagegen ein Fluoreszenzspektrum, das mit dem Verlust der beiden Maxima dem
Absorptionsspektrum des Flavin in seiner reduzierten Form nahe kommt. Beim W7 verschiebt
sich das Spektrum durch die Fluoreszenzsteigerung bei etwa 400 nm.

Das Fluoreszenzanregungsspektrum der isolierten, dann aber nicht weiter behandelten Kristalle
dagegen dhnelt dem Absorptionsspektrum des radikalischen Flavosemichinons. Lediglich ein
Maximum im UV-A ist sichtbar.

Da der Verlauf der Fluoreszenzanregungsspektren der Kristalle im Vergleich zu dem nicht
weiter behandelten Material sowohl durch Oxidation als auch durch Reduktion deutlich
verdandert werden kann, bedeutet dies, dass die flavinartigen Pigmente weder im volloxidierten
Zustand vorlagen noch vollstindig reduziert waren. Eine Assoziation der Kristalle mit
flavinartigen Pigmenten in ihrer teilweise reduzierten Semichinonform ist daher denkbar. Dies
wird aus den jeweils generierten Differenzspektren deutlich und entspricht dem Absorptions-
und Fluoreszenzverhalten der Flavine (GALLAND & SENGER, 1988a und SCHMIDT, 2000).
Lokalisiert sind die Kristalle in der Zentralvakuole der Sporangiophore (SCHIMEK et al.,
1999a). FLORES et al. (1999) konnten in ihren Studien iiber Flavinbindestellen in Phycomyces
blakesleeanus im Bereich der Vakuole keine auf oxidierte Flavine zuriickzufiihrende
Autofluoreszenz nachweisen. Diese Befunde stehen im Einklang mit den bisher erhaltenen
Ergebnissen und deuten darauf hin, dass die Kristalle in situ im reduzierten Zustand vorliegen.
Obwohl  sich  schon aus den  Rohspektren deutliche Hinweise auf die
Chromophorenzusammensetzung der oktaedrischen Kristalle ergeben, fiihren erst die
Differenzspektren zu genaueren Aussagen iiber die mit den Kristallen assoziierten chromophoren
Gruppen. Die aus den Fluoreszenzspektren der Kristalle in ihren drei Oxidationsstufen (oxidiert,
teilreduziert und reduziert) erzeugten Differenzspektren zeigen auch, dass neben den
flavinartigen Pigmenten noch eine weitere chromophore Gruppe mit den oktaedrischen

Kristallen assoziiert zu sein scheint. Wiirde es sich nur um eine einzige chromophore Gruppe
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handeln, die an die oktaedrischen Kristalle gebunden ist, resultierte daraus auch ein einheitliches
Fluoreszenzverhalten nach Reduktion und Oxidation. Beispielsweise wére im Falle einer
flavinartigen Chromophore eine Fluoreszenzloschung nach Reduktion iiber den gesamten
untersuchten Wellenlédngenbereich zu erwarten (GALLAND & SENGER, 1988a und
SCHMIDT, 2000). Der Vergleich mit der entsprechend behandelten Referenzsubstanz
Riboflavin (Abb. 68) bestdtigt dies. Die Tatsache aber, dass eine Loschung der Fluoreszenz nur
in einem Teilbereich stattfindet, bedeutet, dass eine weitere chromophore Gruppe vorhanden sein
muss.

Wird die Fluoreszenz der reduzierten Kristalle von der der oxidierten Kristalle subtrahiert,
resultieren die Differenzanregungsspektren der Abb. 36 (CI171) u. 52 (WT), die zu dem
Fluoreszenzanregungsspektrum der Referenzsubstanz Riboflavin nur wenig Ahnlichkeit besitzt.
Gegen ein flavinartiges Pigment als alleinige chromophore Gruppe spricht einerseits die grof3e
Differenz in der Signalstirke zwischen den beiden Maxima. Andererseits entspricht die Lage des
Maximums im UV/A nicht dem eines Flavins. Wéhrend das Maximum im Blau noch recht gut
iibereinstimmt, ist das Maximum im nahen UV hypsochrom verschoben. Ein flavintypisches
Maximum in diesem Bereich erscheint bei 370 — 380 nm. Das UV-Maximum des
Differenzspektrums liegt jedoch bei 340-350 nm und lédsst sich somit nicht einer flavinartigen
Chromophore zuordnen. Das Maximum bei 450 nm ist im Falle der W7-Kristalle kleiner als bei
C171. Die bei C171 beobachtbare Schulter bei 370 nm fehlt beim WT. Dartiber hinaus ist bei den
Kristallen des Wildtyp eine Schulter bei 400 nm zu erkennen. Diese ausgepriagte Schulter spricht
einerseits flir eine verdnderte Chromophorenzusammensetzung der Wildtypkristalle gegeniiber
denen von CI71, kann andererseits aber auch aus weniger reduktiven Isolierungsbedingungen
resultieren, da die Schulter bei 400 nm nach Reduktion verstirkt werden kann.

Wire der Oxidationsschutz wihrend der Isolierung der Kristalle maximal, wiirden die
Chromophoren in ihrem reduzierten Zustand vorliegen und die nachtrigliche Behandlung mit
Reduktionsmittel wiirde in diesem Bereich keine Erhohung der Fluoreszenz bewirken.

Warum aber auch nach Oxidation bei den Kristallen des WT eine Fluoreszenzverstiarkung bei
400 nm auftritt, ist damit nicht erkldrbar. Ein moglicher Grund ist das Vorhandensein einer
weiteren chromophoren Gruppe, die bei der gleichen Wellenldnge, jedoch nach Oxidation
Fluoreszenz zeigt. Gegen ein Artefakt spricht, dass die Kontrollspektren des Puffers und der
Zusétze bei dieser Wellenldnge keine Fluoreszenz zeigen.

Die Fluoreszenzanregungsdifferenzspektren der Abb. 37 (C171) u. 53 (WT), bei deren Aufnahme
die Emission bei der pterintypischen Wellenlinge von 440 nm fixiert worden ist, Flavine in

diesem Bereich aber keine Fluoreszenz emittieren, sprechen stark fiir eine pterinartige
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chromophore Gruppe und erhdrten damit die ersten Beobachtungen von EIBEL (1997) und
EIBEL et al. (2000). Dies steht auch im Einklang mit fritheren Beobachtungen, dass neben
flavinartigen Pigmenten in Phycomyces blakesleeanus eine zweite, im nahen UV absorbierende
Chromophore vorhanden ist (GALLAND & LIPSON, 1985a u. b, KIEWISCH &
FUKSHANSKY, 1991 und HOHL et. al., 1992a).

Das Maximum bei 350 nm ist bei den Kristallen des WT im Gegensatz zu C171 bis etwa 380 nm
verbreitert und wird zusitzlich noch durch die Schulter bei 400 nm flankiert. Beides deutet auf
zusétzliche chromophore Gruppen oder Kofaktoren hin. Weitere pterinartige Pigmente als
chromophore Gruppen kommen in Betracht. Das Spektrum der Anregungswellenlingen von
Pterinen (BROWN et al., 1986, KIEWISCH & FUKSHANSKY, 1991 und HOHL et al, 1992a)
steht damit in Einklang. Lumazin und seine Derivate absorbieren ebenfalls im Bereich um 400
nm (GALLAND, 1992). 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin ist eine Biosynthesevorstufe von
Riboflavin (GALLAND, 1992).

Das im Zuge der Isolierung der oktaedrischen Proteinkristalle von Phycomyces blakesleeanus
aufgrund mangelnden Schutzes vor Oxidation flavinartige Chromophore dissoziiert sind und
verloren gingen, manifestiert sich auch an den beiden Differenzspektren, die einerseits aus
teilreduzierten und vollstindig reduzierten Kristallen (,,DTT-red’”) und andererseits aus
oxidierten und teilreduzierten Kristallen (,,0x-DTT’’) gewonnen wurden (C/71, Abb. 38-40; WT,
Abb. 54 u. 55). Die aus teilreduzierten und vollstindig reduzierten Kristallen resultierenden
Fluoreszenzdifferenzanregungsspektren deuten mit dem Maximum bei 340 nm auf ein
pterinartiges Pigment hin. WANG et al. (1988) konnten als zweite Chromophore ein an Position
5 und 6 substituiertes 7,8-Dihydropterin fiir die DNA-Photolyase von Escherichia coli
nachweisen. JOHNSON et al. (1988) identifizierten 5,10-Methenyltetrahydrofolat als zweite
Chromophore der DNA-Photolyase von Hefe und Escherichia coli. Das Fluoreszenzspektrum
der Vergleichssubstanz L-Monapterin stimmt in der Lage des Maximums sehr gut mit dem
Spektrum der oktaedrischen Kristalle in Abb. 40 iiberein. Zu beriicksichtigen ist, dass die
Fluoreszenzemission bei der flavintypischen Wellenlinge von 530 nm fixiert wurde, die
Vergleichssubstanz L-Monapterin nach Anregung bei 356 nm hier auch noch zu einem geringen
Teil Fluoreszenz emittiert (Abb. 73).

Die bis etwa 390 nm ausgezogene Schulter und die oberhalb von 400 nm noch vorhandene
geringe Fluoreszenz konnen unter den gewihlten Bedingungen von einem Flavosemichinon
herrithren (GALLAND & SENGER, 1988a und SCHMIDT, 2000).

Das bathochrom nach 470-480 nm verschobene Maximum im Differenzspektrum ,,DTT-red”’

der WT-Kristalle deutet ebenfalls auf Flavosemichinone (GALLAND & SENGER, 1988a und
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SCHMIDT, 2000) hin. Flavosemichinone kennzeichnet weiterhin ein hypsochrom verschobenes
UV/A-Maximum (GALLAND & SENGER, 1988a und SCHMIDT, 2000), welches durch die
Uberlagerung durch pterinartige Fluoreszenz moglicherweise nicht detektiert werden kann.

Auf eine starke Uberlagerung durch Fluoreszenz von pterinartigen Pigmenten spricht auch der
Vergleich des Differenzspektrums ,,0x-DTT” der Kristalle des W7 mit dem
Absorptionsspektrum von Riboflavin (Abb. 55). Wihrend das Maximum im nahen UV stark
ausgepragt ist, fehlt das Maximum im Blau. Dieser Befund deutet darauf hin, dass wihrend der
Isolierung der Kristalle der Oxidationsschutz nicht ausreichend war und ein Grofteil der
flavinartigen Chromophore deshalb im oxidierten Zustand die Bindung zum Kristall verloren
hat. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen von EIBEL (1997) und EIBEL et al. (2000).
Weiter sind die Beobachtungen, dass die flavinartigen Chromophoren offenbar abhingig vom
Redoxzustand ihre Bindung zum Proteinkristall verdndern, ein starker Hinweis auf eine nicht-
kovalente Bindung zwischen ihnen und den Kristallen. Dies deckt sich mit Hinweisen von
GALLAND et al. (1990) iiber die Chromophorenbindung am Paraflagellarkdrper von Euglena
gracilis. LIN et al. (1995) und CHRISTIE et al. (1998) konnten ebenfalls diese Art der Bindung
zwischen Flavinen und CRY1! aus Arabidopsis thaliana zeigen. Die leichte Schulter bei 400 nm
lasst sich auch hier nicht eindeutig zuordnen. Pterine konnen in diesem Bereich durchaus auch
Fluoreszenz zeigen (BROWN et al., 1986). Eine zweite Aufarbeitung oktaedrischer Kristalle aus
Wildtyp lasst ebenso erkennen, dass die flavinartige Fluoreszenz gegeniiber jener der
pterinartigen Pigmente zuriicktritt (Abb. 56). Jedoch zeigte der Vergleich mit der
Referenzsubstanz Riboflavin eine stirkere auf flavinartige Pigmente zuriickzufiihrende
Fluoreszenz (Abb. 57). Die starke Fluoreszenz bei 400 nm wird hier wieder deutlich. Durch eine
schonendere Behandlung der Kristalle konnte ein groBerer Anteil flavinartiger Chromophore
isoliert werden, als in der anderen WT-Kristallaufarbeitung.

Das entsprechende Differenzspektrum der Kristalle aus C/71 zeigt dagegen in sehr guter
Ubereinstimmung das Vorhandensein von flavinartigen Pigmenten (Abb. 39). Die nicht exakte
Ubereinstimmung der Hohe der beiden Maxima im Blau hat ihre Ursache moglicherweise in der
Zusammensetzung der jeweiligen Losungen. Im Gegensatz zu der Referenzsubstanz muss im
Falle der Kristallsuspensionen damit gerechnet werden, dass aufgrund der Behandlung mit
Reduktions- und Oxidationsmitteln einerseits und der Proteinumgebung andereseits
physikochemische Verdnderungen die Fluoreszenz beeinflussen und zu einer verdnderten
Quantenausbeute fiihren konnen (SCHMIDT, 2000). Ein weiterer Faktor konnen Gerdteartefakte
darstellen. Diese wurden zwar mit Hilfe der Korrektur weitestgehend eliminiert, scheinen aber

nicht vollstdndig beseitigt worden zu sein. Auch die Korrektur selbst kann in gewisser Weise den
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Verlauf der Spektren verdndern (vgl. Korrekturfaktor, Abb. 20). Der steile Abfall der Flanke
unterhalb von 350 nm und das verstirkte Rauschen in diesem Bereich deuten auf die beiden
letztgenannten Moglichkeiten hin.

Die genauere Analyse einer auf pterinartigen Pigmenten beruhenden Fluoreszenz gelingt, wenn
die Fluoreszenzemission bei 440 nm fixiert wird. Bei der jeweiligen Gegeniiberstellung der
Fluoreszenzanregungsspektren aller drei Oxidationsstufen in Abb. 41 (C171), 53 u. 58 (WT) wird
deutlich, dass die pterinartigen Chromophoren wihrend der Kristallisolierung weitestgehend im
oxidierten Zustand vorgelegen haben. Die nachtrigliche Oxidation verursacht im Bereich von
350 nm nahezu keine Zunahme der Fluoreszenz. Dagegen sind die flavinartigen Pigmente in
reduzierter oder teilreduzierter Form mit den Kristallen verbunden. Auch die Schwankungen in
der flavinartigen Fluoreszenz, die so im Falle der pterinartigen Pigmente nicht in Erscheinung
trat, ldsst sich damit erkldren. Selbst unter den wdhrend der Kristallisolierung herrschenden
oxidierenden Bedingungen scheint die Bindung zwischen pterinartigen Chromophoren und
Kristallen stabil zu sein, wihrend die flavinartigen Pigmente schwicher mit den Kristallen
assoziiert sind.

Eine Besonderheit stellt das zweite Maximum bei 380 nm dar. Sowohl eine Oxidation als auch
eine Reduktion fiihren zu einer Zunahme der Fluoreszenz. Die Zunahme der Fluoreszenz bei 380
nm nach Oxidation ist stirker als bei 350 nm. Dies kann darauf hindeuten, dass es beispielsweise
zu Modifikationen von Seitengruppen der pterinartigen chromophoren Gruppen kommt oder eine
vom Redoxzustand abhingige Verdnderung der Proteinumgebung stattfindet, wodurch sich
Anderungen der Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften ergeben konnen. Abhingig vom
Redoxzustand oder pH-Wert treten Absorptionsmaxima auch oberhalb von 350 nm auf
(GALLAND & SENGER, 1988b). Weiter muss beriicksichtigt werden, dass es sich im
Gegensatz zur Vergleichssubstanz im Falle der oktaedrischen Kristalle nicht zwingend um eine
einzelne pterinartige Chromophore handelt. Moglicherweise liegt ein Gemisch derartiger
chromophorer Gruppen mit verschiedenen Fluoreszenzanregungsmaxima vor. HOHL et al.
(1992a) konnten eine ganze Reihe von Pterinen in Phycomyces blakesleeanus nachweisen.
Hypsochrome Verschiebungen der Maxima zum kiirzerwelligen oder bathochrom zum
lingerwelligen Bereich treten abhingig vom Ldsungsmittel, dessen Polaritit, der Temperatur
oder dem pH-Wert auf (WANG et al, 1988 und SCHMIDT, 2000). Anregungsmaxima im
Bereich von 340 nm bis 380 nm sind typisch fiir Pterine (KIEWISCH & FUKSHANSKY, 1991
und HOHL et al., 1992a). Da die Emission bei 440 nm fixiert wurde, scheidet ein flavinartiges
Pigment in diesem Falle aus. Aus dem Verlauf der Anregungsspektren der oxidierten und

teilreduzierten Kristalle in Abb. 41 wire eine weitere Verringerung des Maximums bei 380 nm
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nach stiarkerer Reduktion zu erwarten. Die paradoxe Zunahme deutet daher auf ein Artefakt hin.
Fir ein artifizielles Fluoreszenzmaximum spricht, dass die Referenzsubstanz L-Monapterin
lediglich bei 350 nm ein Maximum bildet (Abb. 74). Anhand der Kontrollspektren der Abb. 74
u. 78 wird ersichtlich, dass das nach Reduktion von L-Monapterin verbliebene Maximum bei
380 nm auf Pufferartefakte zuriickzufiihren ist. Erst der Zusatz von Natriumdithionit ldsst ein
starkes Fluoreszenzmaximum bei 380-390 nm entstehen. Auch der Natriumphosphatpuffer zeigt
in diesem Bereich Fluoreszenz, dessen Anteil jedoch gegeniiber dem des Reduktionsmittels
vernachldssigbar ist. Das Differenzspektrum aus oxidierten und teilreduzierten Kristallen von
C171 (,,0x-DTT”’) in Abb. 42 stiitzt ebenfalls die Hypothese, dass neben den flavin- auch
pterinartige Chromophore mit den oktaedrischen Kristallen assoziiert sind. Die im Gegensatz zu
den WT-Kristallen geringe Ausprigung des Maximums bei 350 nm im Falle von C/71 ist zu
erwarten, da der Fluoreszenzunterschied in Abb. 41 zwischen oxidierten und teilreduzierten
Kristallen gering ist.

Sehr ausgeprigt dagegen ist die Fluoreszenz bei C/71 bei 375-380 nm mit einer Schulter bei 400
nm, die auch bei den WT-Kristallen wieder auftritt. Die Lage des Maximums spricht nicht gegen
ein pterinartiges Pigment als weitere Chromophore. So kommt es beispielsweise bei methylierten
Pterinen zu einer bathochromen Verschiebung des Maximums im nahen UV (HOHL et al,
1992a). Aus dem Vergleich mit den Anregungsspektren von L-Monapterin (Abb. 74) wird
jedoch ersichtlich, dass auch bei 380 nm noch erhebliche Fluoreszenzanregung besteht. Dies
spricht trotz des moglichen Artefaktes wiederum fiir ein pterinartiges Pigment.

Das verbreiterte Maximum bei W7 sowie das Fehlen des 350 nm-Maximums bei C/7/ kann auf
das Vorliegen mehrerer pterinartiger Chromophore hindeuten. Beriicksichtigt man, dass
Veranderungen des Redoxzustandes oder des pH-Wertes zu einer Beeinflussung der
Mikroumgebung und damit der Bindungsverhiltnisse, sowie einer Anderung in der
Elektronenhiille fiihren kénnen (SCHMIDT, 2000), stiitzten auch die Differenzspektrum ,,0x-
DTT>> sowohl aus WT als auch aus CI/7/ die Beobachtung, dass neben flavin- pterinartige
chromophore Gruppen vorhanden sind.

Ob andere redoxsensitive Komponenten der Signaltransduktion fiir diese Fluoreszenz
verantwortlich sind, kann jedoch an dieser Stelle nicht néher geklart werden.

NADH als weiterer moglicher Kofaktor kann hier jedoch ausgeschlossen werden. Es emittiert
Fluoreszenzlicht im Bereich von 450 - 460 nm, dies aber nur in seiner reduzierten Form.
Gleiches gilt fiir die Fluoreszenzanregung bei etwa 340 — 350 nm. Da es sich aber bei der

beobachteten Fluoreszenz um solche nach Oxidation handelt, scheidet NADH aus. Dennoch
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zeigt NADH nach Oxidation mit K3[Fe(CN)¢] ein schwaches Maximum bei 350 — 360 nm (Abb.
76), was auf ein Artefakt hinweist.

Flavine emittieren typischerweise bei etwa 530 nm (GALLAND & SENGER, 1988a;
BRODHUN & HADER, 1990; HOHL et al., 1992b; FLORES et al., 1999 und SCHMIDT,
2000). Die flavinartige Natur einer der an die oktaedrischen Kristalle assoziierten Chromophore
wurde klar gezeigt. Erst nach Oxidation ldsst sich ein Emissionsmaximum bei 530 nm
detektieren. Dies wird bei der Gegeniiberstellung der Einzelspektren der Kristalle in ihren drei
Oxidationsstufen deutlich, aber auch durch die Differenzspektren bei C/71 (Abb. 43 ff.) und WT
(Abb. 60 ft.).

Im reduzierten Zustand ist keine Fluoreszenzemission bei 530 nm detektierbar, da Flavine bei
der korrespondierenden Anregungswellenlinge von 470 nm dann nicht absorbieren (GALLAND
& SENGER, 1988a und SCHMIDT, 2000). Flavosemichinon absorbiert dort nur schwach und
zeigt daher nur geringe Fluoreszenzemission bei 530 nm. Allen drei Emissionsspektren
gemeinsam ist ein Maximum bei 560 nm. Aufgrund der Kontrollspektren der Abb. 77 handelt es
sich bei diesem Maximum um Pufferartefakte. Alle Kombinationen des Aufschlusspuffers mit
samtlichen Zusétzen haben ebenfalls ein Maximum bei etwa 560 nm gezeigt. Nach Anregung bei
470 nm zeigt das jeweilige Differenzspektum zwischen oxidierten und reduzierten Kristallen von
WT und C171 die fir Flavine typische Fluoreszenzemission bei 525-530 nm (Abb. 44 u. 61). Die
Kontrolle mit Riboflavin (Abb. 72) stiitzt diesen Befund. Dennoch ist es moglich, dass anhand
von Fluoreszenz in diesem Wellenldngenbereich Pterine nachweisbar sind (GALLAND &
SENGER, 1988b). Dies steht nicht im Gegensatz zu den bisher erhaltenen Ergebnissen, sondern
untermauert die Hypothese, dass mit den oktaedrischen Kristallen flavin- und pterinartige
Pigmente assoziiert sind. Die Emissionsspektren zeigen nach Anregung bei 470 nm sehr starken
Flavincharakter. Dagegen spricht das jeweilige Differenzspektrum nach Anregung bei 350 nm
mit seinem Emissionsmaximum bei 440 nm sowohl fiir C/71 als auch WT (Abb. 45 u. 63) fiir die
Existenz von pterinartigen Chromophoren.

Der Gemischcharakter der Chromophoren wird deutlich, wenn die Fluoreszenzanregung bei 380
nm stattfindet (Abb. 46 u. 62). Das Emissionsspektrum von C/7] besitzt zwei Maxima. Das
erste bei 440 nm kann einem pterinartigen Pigment zugeordnet werden, wihrend das zweite
Maximum bei 530 nm die Existenz eines flavinartigen Chromophors dokumentiert. Dieses tritt
bei den WT-Kristallen nur &uBerst schwach in Erscheinung.

Aus diesem Vergleich wird deutlich, dass die ,,Ausbeute’’ an flavinartigen chromophoren
Gruppen aufgrund des mangelnden Oxidationsschutzes gering ausfiel, wovon pterinartige

Chromophore offenbar weniger betroffen waren.
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Die Differenzspektren ,,0x-DTT”’ und ,,DTT-red’’ der Kristalle des W7 (Abb. 64) sind im
Vergleich zu den entsprechenden Spektren der Kristalle aus C777/ (Abb. 47) ebenfalls ein
Hinweis dafiir, dass bei dieser Kristallisolierung aufgrund mangelnden Oxidationsschutzes sehr
wenig flavinartiges Pigment nachgewiesen werden konnte. Lediglich das Differenzspektrum
,,ox-DTT”” zeigt ein schwaches Maximum bei 530 nm und damit die fiir Flavine
charakteristische Fluoreszenzemission.

Dies ist ein Hinweise darauf, dass die flavinartigen Chromophoren im iiberwiegend reduzierten
Zustand an die Kristalle gebunden sind. Die Fluoreszenzdifferenz im Falle von C/71 zwischen
oxidierten und unbehandelten Kristallen (,,0x-DTT’’) ist groBer als zwischen unbehandelter und
reduzierter Probe (,,DTT-red’’) und das Maximum bei 530 nm ist stirker ausgeprédgt. Das sehr
schwache Maximum bei 530 nm des Differenzspektrums ,,DTT-red’’ kann auf eine Oxidation
wihrend der Kristallisolierung hindeuten.

Dennoch kdénnen flavinartige Chromophore bei C/7/ und WT klar nachgewiesen werden (Abb.
61 u. 65), wie aus dem Vergleich mit der Referenzsubstanz Riboflavin hervorgeht. Ein weiterer
Hinweis fiir die geringe Konzentration flavinartiger Pigmente wird auch am starken Rauschen
der Fluoreszenzspektren im Vergleich mit reinem Riboflavin deutlich.

Ein weiterer Befund, der die Existenz von flavin- und pterinartigen Chromophoren erhirtet und
den Gemischcharakter der Kristallchromophoren bestitigt, ergibt ein Vergleich der Fluoreszenz
der Kristalle aus C/7] mit der Fluoreszenz eines Gemisches aus Riboflavin und L-Monapterin
(Abb. 49). Die jeweiligen Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektren sind nahezu identisch.
Lediglich die Lage des Maximums im nahen UV weicht von der des Gemisches etwas ab. Zwei
Ursachen konnen hierfiir in Betracht gezogen werden. Bei dem Gemisch handelt es sich um eine
wassrige Losung in  Natriumphosphatpuffer, wogegen im Falle der Kristalle -eine
Proteinumgebung vorliegt. Dariiberhinaus besteht das Vergleichsgemisch nur aus den beiden
Einzelsubstanzen, wihrend die Kristalle mit Gruppen pterin- und flavinartiger Pigmente
assoziiert sein konnen. Diese Unterschiede konnen zu einer spektralen Verschiebung flihren.
AuBerdem sind weitere, bisher nicht identifizierte Kofaktoren der Signaltransduktionskette
anzunehmen, wodurch ebenfalls Veridnderungen in der Fluoreszenzcharakteristik auftreten
konnen.

Die Fluoreszenz-Anregungs- und Emissionsspektren zeigen einerseits, dass mit den Kristallen
des Wildtyps NRRLI1555 und der Mutante CI/7/ sowohl flavin- als auch pterinartige
Chromophore assoziiert sind. Der Vergleich zweier Aufarbeitungen von oktaedrischen Kristallen
des Wildtyp dokumentiert die Schwierigkeiten, die sich auch schon an den Fluoreszenzdaten von

Wildtyp und CI71 abgezeichnet haben. Trotz des gegeniiber EIBEL (1997) optimierten
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Isolierungsverfahrens waren Schwankungen in der Chromophorenausbeute unvermeidbar.
Wihrend der zahlreichen Reinigungs- und Anreicherungsschritte war es schwierig, konstante
Bedingungen fiir eine optimalen Oxidationsschutz zu gewéhrleisten. Der Isolierungsprozess und
die damit verbundenen Manipulationen waren schwierig soweit zu standardisieren, dass eine
gleichbleibend hohe Qualitdt und Unversehrtheit der Proteinkristalle resultierte. Unversehrtheit
der Kristalle in dem Sinne, dass alle mit ihnen in vivo assoziierten chromophoren Gruppen unter
den Isolierungsbedingungen erhalten werden konnten. Zahlreiche Arbeitsschritte waren zur
Bereitstellung der oktaedrischen Proteinkristalle in dieser Qualitdt und Quantitit notwendig, um
die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen durchfiihren zu konnen. Ob neben den
technisch bedingten Unterschieden auch Variationen in der Chromophorenzusammensetzung der
Kristalle genetischer Natur vorliegen, kann hier nicht geklart werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
identifizieren sowohl fliir den Wildtyp NRRLI1555 als auch fiir die Mutante CI/7]/ von
Phycomyces blakesleeanus flavin- und pterinartige Pigmente als mit den oktaedrischen
Proteinkristallen assoziierte Stoffgruppen. Fiir flavinartige Chromophore konnte gezeigt werden,
dass sie im reduzierten Zustand an die oktaedrischen Kristalle gebunden sind. Die pterinartigen
Chromophore dagegen sind in oxidierter Form mit den Kristallen assoziiert. Dies steht zumindest
teilweise im Einklang mit Ergebnissen von LIN et al. (1995) an Arabidopsis thaliana. Sie fanden
Flavin als Blaulicht-Photorezeptor im reduzierten Zustand mit CRY! assoziiert vor, wéihrend das
Absorptionspektrum der freien Chromophore dem des voll oxidierten FAD entspricht. Die
Ergebnisse stimmen aber auch mit denen von FLORES et al. (1999) iiberein. Auf oxidierte
Flavine zuriickzufiihrende Fluoreszenz war im Bereich der Vakuole nicht detektierbar. Hinweise
auf ein gemeinsam mit FAD an einem zur CRYI-Photolyase homologen Fusionsprotein
gebundenen Methenyltetrahydrofolat (MALHOTRA et al., 1995) decken sich mit den eigenen
Ergebnissen. Weiter stehen die aus den Untersuchungen der Kristalle des Wildtyp erhaltenen
Ergebnisse mit den Befunden von LIN et al. (1995) und CHRISTIE et al. (1998) im Einklang,
dass die Flavine mit ihrer Proteinumgebung eine nicht-kovalente Bindung eingehen.

Nur die Dihydro- und Tetrahydroform der Pterine scheinen in der Natur eine Rolle zu spielen,
wogegen vollstandig oxidierten Pterine nicht bekannt sind (GALLAND & SENGER, 1988b).
Dies spricht dennoch nicht gegen die Bindung der Pterine an die Kristalle in ihrer oxidierten
Form.

GALLAND et al. (1990) diskutieren neben der Flavinbindung auch die Art der Bindung der
Pterine an den Paraflagellarkdrper bei Euglena gracilis als nicht-kovalent, was auch fiir die

oktaedrischen Kristalle gilt.
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Es ist deutlich geworden, dass die Entschliisselung eines moglicherweise recht komplexen
Gemisches verschiedener Chromophoren, Kofaktoren und Redoxpartner noch weiterer
Untersuchungen und des Einsatzes anderer Methoden bedarf. Dennoch besteht kein Zweifel
daran, dass die oktaedrischen Kristalle mit flavin- und pterinartigen Chromophoren interagieren.
Eine Elektroneniibertragung von pterin- auf flavinartige chromophore Gruppen als Teilschritt in
der Signaltransduktion, wie bei den Cryptochromen in Anlehnung an die DNA-Photolyase
diskutiert (LIN, 2000, SANCAR, 2003 und GALLAND & TOLLE, 2003) ist daher mdglich.

5.1.2 Methanolische Extraktion der Proteinkristalle

Aus den bisher besprochenen fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen hat sich deutlich
abgezeichnet, dass die Bindung der flavinartigen Chromophore nicht-kovalenter Natur ist. Die
pterinartigen Pigmente scheinen zwar starker als die flavinartigen Chromophore gebunden zu
sein; eine nicht-kovalente Verkniipfung mit den Proteinkristallen scheint aber auch hier moglich.
Sowohl die Anregungsspektren als auch die Emissionsspektren des klaren Uberstandes
methanolisch extrahierter Kristalle zeigen, dass flavin- und pterinartige Pigmente mit den
oktaedrischen Proteinkristallen assoziiert sind. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass es sich bei
dem methanolischen Extrakt um ein Gemisch aller mit den Kristallen assoziierter chromophorer
Gruppen, Redoxpartner und weiterer bisher nicht identifizierter Komponenten handelt. Dies
erschwert eine genaue Analyse. Der Vergleich der Fluoreszenzanregungs- und -
emissionsspektren mit einem aus Riboflavin und L-Monapterin hergestellten Gemisch zeigt
daher auch keine perfekte Ubereinstimmung (Abb. 67). Insbesondere das Maximum bei 410 nm
stellt eine Besonderheit dar, deckt sich aber mit den Ergebnissen aus den Untersuchungen an den
isolierten Kristallen. Auch dort konnte wiederholt ein Fluoreszenzanregungsmaximum im
Bereich dieser Wellenlédnge nachgewiesen werden. Wéhrend das Maximum im UV-A deutlich
fir ein pterinartiges Pigment spricht und die Schulter bei etwa 370 nm zusammen mit dem
Maximum bei 450/460 nm flavinartige Chromophore reprisentiert, kann das Maximum bei 410
nm weiteren pterinartigen chromophoren Gruppen zugerechnet werden. Dies steht zu dem relativ
breiten Spektrum der Anregungswellenldgen flir Pterine nicht im Widerspruch.(BROWN et al.,
1986, KIEWISCH & KUKSHANSKY, 1991 und HOHL et al, 1992a).

Zusitzlich miissen spektrale Verschiebungen aufgrund der Losungsmitteleinfliisse und der durch

die Desintegration der Proteine verdnderten Mikroumgebung beriicksichtigt werden (SCHMIDT,
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2000). Dadurch hervorgerufene strukturelle Modifikationen der Chromophoren kdnnen ebenfalls
die Fluoreszenzeigenschaften beeinflussen (KIEWISCH & FUKSHANSKY, 1991).

Das Lumazinderivat 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin, eine Riboflavinvorstufe, absorbiert oberhalb
von 400 nm, wiahrend Lumazin selbst unterhalb 400 nm absorbiert (GALLAND, 1992)

Die methanolische Extraktion isolierter Proteinkristalle bestdtigt trotz der zu beriicksichtigenden
Einschrinkungen eindeutig die bereits vorliegenden Ergebnisse iiber eine nicht-kovalente
Bindung sowohl flavin- als auch der pterinartiger Pigmente an die oktaedrischen Proteinkristalle
und stiitzt darliber hinaus Hinweise auf die Existenz weiterer als Chromophoren oder

Redoxpartner dienender pterinartiger Pigmente.

5.1.3 Flavinbindungsstudien

Flavin- und pterinartige Chromophore konnten anhand der Fluoreszenzspektroskopie klar an den
oktaedrischen Kristalle des Wildtyps NRRLI1555 und der Mutante CI/71 von Phycomyces
blakesleeanus nachgewiesen werden. Ihre Bedeutung in der Signaltransduktion des
Gravitropismus als mit den Kristallen assoziierte chromophore Gruppen oder Redoxpartner wird
dadurch unterstrichen. Ob eine Interaktion der Chromophoren mit der Proteinumgebung
stattfinden kann, wurde daher auch durch Bindungstests exemplarisch mit Riboflavin untersucht.
Weiter zeigt sich klar, dass mit steigender Konzentration des exogen applizierten Riboflavin auch
die Konzentration gebundenen Riboflavins zunimmt. Dies allerdings erst ab einem Schwellenwert
von 107 beziehungsweise 10° M. Dass diese Bindung relativ stabil ist, wird daran deutlich, dass
selbst nach zweimaligem Zentrifugieren und Waschen noch Flavinfluoreszenz nachgewiesen
werden kann. Die hier erhaltenen Befunde bestétigen einerseits die Bindung von flavinartigen
Chromophoren an die Kristalle, unterstreichen andererseits auch den nicht-kovalenten Charakter
der Assoziation sowie deren Abhédngigkeit von den Redoxbedingungen. Die Konzentration
gebundenen Riboflavins steigt schon ab 107 M exogen applizierten Riboflavins. Dagegen wird
der Schwellenwert im oxidierten Zustand erst ab 10° M exogen angebotenem Riboflavin
iiberschritten.

Ab einer Konzentration von 10*M exogen appliziertem Riboflavin scheint die Bindung eine
Sittigung zu erfahren und alle Bindungsstellen am Kristall besetzt zu sein. Durch Uberschreiten
des Loslichkeitsproduktes des Riboflavin in wissriger Losung oberhalb von 10*M ist eine

Aussage hierriiber jeoch nur eingeschrinkt moglich. Die Abschitzung der maximalen
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Bindungsstellen bestitigt eine stirkere Bindung von flavinartigen Pigmenten an die Kristalle im
reduzierten Zustand. Die Zahl der Bindungsstellen ist dagegen bei oxidierten Kristalle verringert.
Die Ergebnisse der Bindungsstudien bestdtigen alle bisher erhaltenen Hinweise auf eine Bindung
der flavinartigen Chromophore an die Proteinkristalle. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache,
dass Riboflavin unter reduzierenden Bedingungen stirker an die Kristalle bindet als unter
oxidierenden Bedingungen. Dies konnte deutlich durch den  jeweiligen
fluoreszenzspektroskopischen Vergleich der reduzierten und oxidierten Kristalle (Abb. 85)
gezeigt werden. Die Dissoziationskonstanten fiir die in vitro-Bindung von Riboflavin an
reduzierte (Kp: 2,8x10°M) und oxidierte Kristalle (Kp: 6x10°M) bestitigen dies. Die Ergebnisse
stethen mit Befunden von DOHRMANN (1983) in Einklang, wonach die Affinitdt der
Bindestellen fiir Riboflavin durch Zugabe von Natriumdithionit erhoht wurde.

Nach den vorliegenden Ergebnissen kann eine dhnliche Art der Bindung auch fiir die pterinartigen
Pigmente angenommen werden. Dies stiitzt die Hypothese, dass iiber die Bindung an die
oktaedrischen Kristalle in Phycomyces blakesleeanus neben ihrer Funktion als Photorezeptoren
pterin- und flavinartige Chromophoren als Redoxpartner in der Signalweiterleitung des

Photogravitropismus fungieren.

5.2 Stochiometrische Abschitzungen der Flavinbindung

Anhand der Daten aus der Dichtebestimmung und der elektrophoretischen Auftrennung der
oktaedrischen Proteinkristalle in einer denaturierenden SDS-PAGE, sowie den Ergebnissen aus
den Bindungsstudien mit Riboflavin und der quantitativen Proteinbestimmung ergeben sich
Hinweise iiber die stochiometrischen Verhéltnisse der Kristall-Flavin-Bindung.

Die Zahl der Bindungsstellen pro Kristall schwankt in Abhédngigkeit von dessen Redoxzustand
zwischen 7,4x10° (oxidiert) und 7,7x10° (reduziert) sowie 8x10° (weiteres Experiment mit
unbehandelten Kristallen). Da es sich lediglich um Abschidtzungen handelt, stimmen die Werte
in ihrer Grofenordnung iiberein. Die errechnete Zahl von 5,26 gebundenen Molekiilen pro
Proteinmonomer bei 10 M Riboflavin in der Kristallsuspension muss aber mit Zuriickhaltung
bewertet werden, da es sich hierbei nur um Abschitzungen handelt. Genauere Berechnungen
sind derzeit nicht moglich. Zu Grunde gelegt wurde eine gleiche Affinitdt aller Proteinmonomere
gegeniiber Riboflavin. Weiter wurde ein mittleres Molekulargewicht von 50 kDa angenommen,
wodurch die kleineren Untereinheiten unterrepriasentiert sind. Dariiber hinaus ist auch die

Volumenabschédtzung von 9,96 um?® (EIBEL et al., 2000) nur eine grobe Niherung und stellt nur
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einen gemittelten Wert dar. Die in situ-Besetzungszahl eines Proteinkristalls der Mutante C/71
betrigt 10° Molekiile (basierend auf der Annahme von mindestens 3x10”M Flavin in der
Sporangiophore, DOHRMANN, 1983). COLOMBETTI & LENCI (1979) errechneten fiir den
Paraflagellarkdrper von Euglena gracilis den gleichen Wert. Das ungefihre Volumen des als
kubisch angenommenen, etwa 500 x 500 x 750 nm groflen Paraflagellarkdrpers (OMODEO,
1979) liegt bei 0,19 um?®. Die Flavinbeladung des Paraflagellarkorpers scheint daher 50-fach
grofler zu sein als die eines Kristalls in Phycomyces blakesleeanus. Dieser Unterschied in der
Besetzungszahl kann auf eine groBere Dichte des Paraflagellarkorpers zuriickgefiihrt werden.
Eine Erkldrung hierflir besteht in einer dichteren Kugelpackung im Paraflagellarkérper
gegeniiber dem Kristall. Aufgrund der Zunahme der Bindungsstellen pro Kristall um 3x10” nach
Reduktion ist eine Konformationsdnderung der Kristallproteine durch Reduktion bzw. Oxidation
denkbar.

Verdanderungen hinsichtlich der Form oder Desintegration der Kristalle konnten wahrend der
Isolierung, den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen und den Bindungsstudien anhand

mikroskopischer Kontrollen nicht festgestellt werden.

5.3 Dichte der oktaedrischen Proteinkristalle

Die oktaedrischen Proteinkristalle der Mutante C/7/ lassen sich aufgrund ihrer Dichte in zwei
Gruppen unterscheiden. Eine Gruppe mit einer Dichte von 1,247 g/cm® und eine Gruppe mit
einer Dichte von 1,271 g/cm®. Diese Werte resultieren aus einem gegeniiber ersten
Untersuchungen stirker gespreiteten Gradienten. Zundchst wurde eine Dichte der Kristalle von
1,26 g/cm® erhalten. Dieser Betrag stellt den Mittelwert dar. Diese Befunde stehen im
Widerspruch zu den aus intrazelluldrer Zentrifugation von Sporangiophoren erhaltenen Dichten
von 1,1 g/em®* und 1,77 g/em® (ZALOKAR, 1969). In keiner der -eigenen
Zentrifugationsuntersuchungen mit bereits vorgereinigten Kristallen konnten diese Werte
bestdtigt werden. Moglicherweise wurden die groen Unterschiede durch Interaktion mit anderen
Zelbestandteilen verursacht.

Da die Summe der Fluoreszenzemission fiir pterin- und flavinartige Pigmente nicht mit der
Dichte korreliert, besteht kein Zusammenhang zwischen zunehmender Chromophorenbeladung
und erhohter Dichte der Kristalle. Daraus folgt, dass die Unterschiede in der Dichte eine
Eigenschaft der Proteinkristalle selbst sind. Allerdings lassen sich in der mikroskopischen

Kontrolle keine Unterschiede in der Form oder Oberfliche feststellen. Ebenso sind diese
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Unterschiede nicht auf Einzelkristalle oder Kristallcluster, die gelegentlich zu beobachten sind,
zurlickzufiihren.

Die Dichten der beiden Kristallgruppen differieren um 2%. Jedoch muss beriicksichtigt werden,
dass die Kristalle in der Vakuole der Sporangiophoren lokalisiert sind. Die Vakuolenfliissigkeit
besitzt eine Dichte von 1,05 g/cm’®. Nach dem Archimedischen Prinzip verdndern sich die
relativen Unterschiede der beiden Kristallgruppen. (pxristaile 1 — Pvakuole = 1,247-1.05=0,197) und
(Pkristalle 1 — Pvakuole = 1,271-1.05=0,221). Der relative Dichteunterschied betrdgt unter diesen
Bedingungen 25%. Anhand von Dosis-Effekt-Kurven des Stammes C7/7/ und der kristalllosen
Mutante C2 flir den Gravitropismus (GALLAND et al., 2004) scheint dieser Betrag jedoch zu
gering zu sein, um in der Signaltransduktion des Gravitropismus wirksam und von der
Sporangiophore wahrgenommen zu werden.

Eine Signalvermittlung der Kristalle durch Dichtednderung aufgrund unterschiedlicher
Chromophorenbeladung und eine damit verbundene mdgliche differenzielle Druckverteilung
scheint unwahrscheinlich. Da C2 im Gravitropismus nicht vollkommen defekt ist, miissen ausser
den Kristallen andere Gravisuszeptoren wie die Lipidglobuli (SCHIMEK et al, 1999b und
GROLIG et al., 2003) angenommen werden.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen zur
Chromophorenbeladung stehen dazu nicht im Widerspruch, sondern deuten vielmehr auf eine
Kombination verschiedener Reaktionsmechanismen, wie Sedimentation, Redox- wund
physikochemischer Prozesse und damit auf eine Integration von photo- und gravitropischen

Reizen hin.

5.4 Fluoreszenz-Polarisationsspektroskopie

Durch die Bindungsexperimente konnte gezeigt werden, dass flavin- und pterinartige Pigmente
an die Proteinkristalle von Phycomyces blakesleeanus binden, wodurch aus der
Fluoreszenzspektroskopie erhaltenen Befunde erhértet werden. Da Pterine ebenso wie Flavine im
Blau beziehungsweise UV-A absorbieren, wird die Funktion der Pterine als akzessorische
Pigmente der Flavine diskutiert (GALLAND & SENGER, 1988b, GALLAND et al., 1990,
SCHMIDT et al., 1990, KIEWISCH & FUKSHANSKY, 1991 und HOHL et al., 1992a). IThre
Funktion besteht danach in der Erweiterung des Absorptionsspektrums der Flavine und in der
Rolle als Photorezeptor oder Redoxpartner fiir die Flavine und moglicherweise anderer

Komponenten der Signaltransduktionskette. Pterine konnen somit als Verstirker in der
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Signaltransduktion dienen (HOHL et al., 1992a). Eine Voraussetzung dafiir wire eine effiziente
Energieiibertragung zwischen den einzelnen Elementen. Dies wiederum bedeutet eine Bindung
beider Partner in oder an eine Matrix, um durch geeignete sterische Anordnung diese
Reaktionsabldufe zu gewéhrleisten.

Um zu tiberpriifen, ob diese Bedingungen im Falle der Proteinkristalle von Phycomyces
blakesleeanus vorliegen, ist die Fluoreszenz-Polarisationsspektroskopie ein  wichtiges
Hilfsmittel. Polarisation ist nur dann detektierbar, wenn die Chromophoren anisotrop verteilt
sind. Liegen sie isotrop verteilt vor, beispielsweise in einer wissrigen Losung, so resultiert aus
ihrer in alle Richtungen gleichméssigen Ausrichtung ein wellenlingenunabhingiger Wert p fiir
die Polarisation nahe Null (SCHMIDT, 2000).

Die Polarisationsspektren der oktaedrischen Kristalle des Wildtyps NRRLI555 und der Mutante
C171 zeigen mit ihren deutlich von Null abweichenden Werten starke Polarisation. Dies
bedeutet, dass die Chromophoren an die Proteinkristalle gebunden sind und bestétigt die eigenen
Ergebnissen aus den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen und den Bindungsstudien
wie auch frithere Hinweise. EIBEL (1997) und EIBEL et al. (2000) deuteten die Beobachtungen,
dass flavinartige Fluoreszenz erst nach Oxidation im Uberstand der zentrifugierten Kristalle zu
finden sind, dahingehend, dass Chromophore in teilweise oder vollstindig reduziertem Zustand
an die Proteinkristalle gebunden seien.

Die Polarisationsspektren zeigen klar, dass neben den flavin- auch pterinartige Chromophore an
die Kristalle gebunden sind. Wiirde nur eine Chromophore, beispielsweise ein Flavin vorhanden
sein, resultierte daraus ein Polarisationsspektrum mit zwei Plateaus bei 370 und 470 nm. Das
Plateau bei 370 nm entspricht dem Ubergang der Anregungszustinde So—S,, wogegen das
Plateau bei 470 nm den Ubergang So—S; reprisentiert (SCHMIDT, 1980 und SCHMIDT,
2000). Das Plateau bei 340 nm dagegen entspricht einem pterinartigen Pigment.

Die parallele Verschiebung der Polarisationsspektren von Wildtyp und Mutante deutet darauf
hin, dass bei den isolierten Kristallen des Wildtyp insgesamt weniger Chromophore gebunden
vorliegen. Dies deckt sich auch mit den Resultaten aus den fluoreszenzspektroskopischen
Untersuchungen. Die ,,Ausbeute’” an Chromophoren war beim Wildtyp geringer als bei der
Mutante C/71. Auch die groflere Unschirfe des Polarisationsspektrums der Proteinkristalle des
Wildtyps NRRL1555 steht mit den bisher gemachten Beobachtungen im Einklang und ist daher
auf quantitative Unterschiede in der Chromophorenbesetzung der Kristalle gegeniiber der
Mutante zuriickzufiihren. Da sich die beiden Verldufe sehr &hneln, spricht dies flir eine
weitgehend iibereinstimmende Chromophorenzusammensetzung bei der Mutante und beim

Wildtyp. Dies kann aber so nur mit Vorbehalt festgestellt werden, da unter den in dieser Arbeit
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besprochenen Untersuchungsbedingungen nicht mit letzter Konsequenz sichergestellt werden
konnte, dass alle in vivo vorhandenen und mit Kristallen moglicherweise assoziierten
chromophoren Gruppen nachgewiesen und charakterisiert werden kdnnen.

Der Wert der Polarisation bei 340 nm, welcher auf ein gebundenes pterinartiges Pigment
zuriickzufiihren ist, gleicht dem Wert bei 470 nm, der von einer gebundenen flavinartigen
Chromophore herriihrt. Dies ist von iliberaus wichtiger Bedeutung fiir eine Signalweiterleitung
zwischen den chromophoren Gruppen. Je weniger die Polarisationswerte differieren, um so
kleiner ist der Winkel, den die entsprechenden Ubergangsdipolmomente zueinander bilden
(SCHMIDT, 2000). Daraus resultiert eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine
Energieiibertragung zwischen zwei Molekiilen nach dem Modell des Forstertransfers
(SCHMIDT, 2000). Dariiberhinaus miissen sich das Emissionsspektrum der Energie
abgebenden, im kiirzerwelligen = Spektralbereich absorbierenden  Spezies und das
Absorptionsspektrum der Energie aufnehmenden, ldngerwellig absorbierenden chromophoren
Gruppe iiberlagern (SINESHCHEKOV et al., 1994, SCHMIDT, 2000). Aus den nahezu
iibereinstimmenden Polarisationswerten bei 340 nm und 470 nm lasst sich daher ableiten, dass
die Ubergangsdipolmomente fiir den Ubergang So—S, der pterin- und flavinartige Chromophore
in fast paralleler Ausrichtung zueinander orientiert sind. Dies ist eine Voraussetzung fiir
Energietransfer.

Die genaue Natur der pterinartigen Chromophore kann an dieser Stelle noch nicht geklart
werden. Thr Emissionspektrum stimmt aber sehr gut mit dem Emissionsspektrum der
Vergleichssubstanz L-Monapterin mit einem Maximum bei 440 nm {iberein. Durch die
Uberlagerung dieses Emissionsspektrums mit dem Blaubereich des Absorptionsspektrums eines
flavinartigen Pigmentes ist eine weitere wichtige Bedingung fiir einen Energietransfer erfiillt.
SINESHCHEKOV et al. (1994) konnten mit Hilfe von Fluoreszenzpolarisation zeigen, dass
aufgrund der fluorezenzspektroskopischen Charakteristika der pterin- und flavinartigen
Chromophoren des Paraflagellarkdrpers von Euglena gracilis (BRODHUN & HADER, 1990,
GALLAND et al, 1990 und SCHMIDT et al, 1990) ein Energietransfer zwischen diesen
Chromophoren und einer weiteren chromophoren Gruppe moglich erscheint. Energietransfer von
Pterinen auf Flavine wurde von CHANDERKAR & SCHUMAN JORNS (1991) fiir die DNA-
Photolyase von Escherichia coli gezeigt. Die eigenen Befunde bei Phycomyces blakesleeanus
stehen damit in Einklang. Gestiitzt werden diese ebenfalls von Untersuchungen an der DNA-
Photolyase von Escherichia coli, nach denen 5,10-methenyltetrahydrofolat Energie auf FADH,
tibertragt (HAMM-ALVAREZ, 1990, KIM et al., 1991 und KIM et al., 1993).
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Neben den Plateaus, die flavin- und pterinartigen Chromophoren zugeordnet werden konnen,
mul auch jenes bei 425-447 nm beriicksichtigt werden. Es zeigt leicht geringere
Polarisationswerte als das einer pterinartigen Chromophore zuzuordnende Plateau. Die Natur der
chromophoren Gruppe, auf die jenes Plateau bezogen werden kann, ist im Augenblick noch
unklar. Moglicherweise handelt es sich hierbei um eine weitere pterinartige Chromophore.
HOHL et al.(1992a) ordneten den Retentionspeak aus HPLC-Analysen aufgrund der
Fluoreszenzanregung bei 430 nm und Emission bei 540 nm Sepiapterin zu. Eine weitere
pterinartige Komponente in Assoziation mit den oktaedrischen Proteinkristallen ist daher nicht
auszuschlieBen und kann mit diesen Hinweisen in Ubereinstimmung gebracht werden. Eine
Energieiibertragung von einer pterinartigen Chromophore auf eine noch unbekannte
Komponente oder von dieser auf ein flavinartiges Pigment erscheint ebenfalls moglich und steht
zu den bisherigen Ergebnissen nicht im Widerspruch.

Die Assoziation mit Flavinen in ihrer Semichinonform wurde bereits diskutiert (EIBEL et al.,
2000) und kommt ebenso in Betracht. SCHMIDT & GALLAND (1999) konnten an Phycomyces
blakesleeanus sogenannte LIACs nachweisen. Diese ,,light induced absorbance changes’’
weisen auf im Rot absorbierende Flavosemichinone hin. Die eigenen Befunde iiber die Bindung
der flavinartigen Chromophore an den Kristall in ihrer reduzierten oder zumindest teilreduzierten
Form wie auch die Absorption von Kristallen oberhalb 500 nm stehen damit im Einklang.
Daneben werden auch reduzierte Cytochrome diskutiert, welche durch ein deutliches Maximum
bei 420 nm in den Untersuchungen von SCHMIDT & GALLAND (2000) zu schwerkraft-
induzierten Absorptionsinderungen bei Phycomyces blakesleeanus reprisentiert werden. Sie
konnten diese GIACs (gravity induced absorbance changes) nur im Bereich der Wachstumszone
der Sporangiophore von Phycomyces blakesleeanus nachweisen, wogegen sie auBlerhalb dieser
Zone nicht feststellbar waren. Die Lokalisierung der Kristalle ist nicht auf die Wachstumszone
beschrankt (SCHIMEK, 1999 a). Nach SCHMIDT & GALLAND (2000) schliet dies aber
dennoch nicht die Mdoglichkeit aus, dass der Stimulus flir die gravitrope Beugung auBlerhalb der
Wachstumszone wahrgenommen und das Signal dann vom Ort der Wahrnehmung zur
Wachstumszone weitergeleitet wird.

Die Assoziation der oktaedrischen Proteinkristalle mit pterin- und flavinartigen Chromophoren,
beziehungsweise Flavosemichinonen und moglicherweise auch Calcium als Komponenten der
Signalweiterleitung steht im Einklang mit der Hypothese von SCHMIDT & GALLAND (2000),
nach der die LIACs (SCHMIDT & GALLAND, 1999) und GIACs am Ort des differentiellen

Wachstums beobachtet werden konnen, nicht jedoch auBerhalb dieser Wachstumszone. Beiden
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Prozessen gemeinsam ist die Signalweiterleitung iiber Redoxpartner (SCHMIDT & GALLAND,
2000). Dies ist nach den bisherigen Befunden auf die Kristalle tibertragbar.

HOHL et al.(1992a) und HOHL et al.(1992b) diskutierten eine reduzierte Lichtsensitivitdt und
einen verdnderten Schwellenwert des photogravitropischen Gleichgewichts in Verbindung mit
der Reduktion von Pterinen und Flavinen. Pterine und ihre Kombination mit Flavinen stellen
eine Voraussetzung fiir die Photorezeption dar und flihren zu einer Modulation und Verstérkung
der photogravitropischen Signaltransduktionskette (HOHL et al., 1992a). Die kristalllose und im
Gravitropismus defekte Mutante C2/3 (EIBEL, 1997, Schimek et al., 1999a und Schimek et al.,
1999b) besitzt eine verminderte phototropische Sensitivitit gegeniiber dem Stamm C/71, was
wahrscheinlich auf das Fehlen der oktaedrischen Kristalle zuriickzufiihren ist (EIBEL, 1997,
GROLIG et al., 2000).

5.5 Rolle der oktaedrischen Kristalle im Gravitropismus

Der Vergleich der vier Stimme MRI14, MRS, MR74 und MR77, die aus der Kreuzung der
Stamme 456 und C2 hervorgingen und von denen angenommen wird, dass sie isogen seien
(MEIER, 2001), deutet darauf hin, dass die oktaedrischen Proteinkristalle auf die gravitropische
Beugung keine stimulierende Wirkung ausiiben. Die Mutanten MR74, MR77 und MRIS8
verhalten sich auf die in einem Bereich von 1,05 bis 1,41 x g verdnderte auf sie einwirkende
Beschleunigung gleich.

Bemerkenswerterweise zeigt die carotinfreie, aber Kristalle besitzende Mutante MRI4 eine
schwiéchere gravitrope Beugung, wogegen die carotinhaltigen Stimme MR74 und MR77
beziiglich der Kristalle keinen Unterschied zeigen. Die Befunde stehen damit im Einklang mit
Ergebnissen von MEIER (2001), wonach zwischen den kristalllosen und den kristalltragenden
Stammen keine klaren Unterschiede in der gravitropen Beugungsreaktion zu erkennen sind.
Wihrend die Versuchsdauer bei MEIER (2001) bei finf Stunden lag und
Zentrifugalbeschleunigungen nur bis zu 0,3 x g beriicksichtigt wurden, betrdgt die
Versuchsdauer der in dieser Arbeit besprochenen Experimente drei Stunden. Dies sollte
verhindern, dass die gravitropische Beugung eine Sittigung erfihrt und eine differenzierte
Betrachtung nicht moglich ist. Aulerdem wurde bei MEIER (2001) die Schwerkraft durch
Klinostatisierung eliminiert.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten erfolgte keine Klinostatisierung

zur Eliminierung der Erdbeschleunigung. Das bedeutet, dass auf die Sporangiophoren eine aus
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zwei Komponenten (Erd- und Zentrifugalbeschleunigung) resultierdende Beschleunigung
einwirkt. Als Konsequenz daraus folgt, dass die Beugungswinkel der negativ gravitropen
Sporangiophoren maximal die Grée der Winkel dieser auf sie einwirkenden resultierenden
Beschleunigung annehmen koénnen und hier eine Limitierung der gravitropen Beugung besteht
und so bereits nach drei Stunden Versuchsdauer eine Art Sittigung erreicht ist. Dies ist daher bei
weiteren Experimenten nur durch eine Kiirzung der Versuchsdauer oder besser eine
Klinostatisierung zu verhindern.

Interessant ist die Beobachtung, dass die Mutante mit der geringsten gravitropen Beugung das
starkste Langenwachstum zeigt. Die anderen drei Stimme MRI8, MR74 und MR77 dagegen
verhalten sich sowohl in der gravitropen Beugung als auch im Langenwachstum untereinander
gleich. Welchen Einfluss das Vorhandensein der Kristalle auf das Léngenwachstum der
Sporangiophoren tatsdchlich ausiibt, kann derzeit noch nicht gekldart werden. Neben den
Kristallen konnen hier durchaus noch andere, bisher unbekannte Faktoren eine Rolle spielen.

Ein weiterer den Gravitropismus beeinflussenden unbekannter Faktor wurde auch von MEIER
(2001) angenommen. Es zeichnet sich aus den Kreuzungsexperimenten der vorgenannten
Stamme ab, dass sie moglicherweise nicht isogen sind (MEIER, 2001). Vergleichende
Untersuchungen ergaben, dass die phédnotypisch gleichen Stimme MR77 und 456
(Parentalstamm) einerseits (B3-Carotin, Kristalle, normaler Gravitropismus) und MRI8 und C2
(Parentalstamm) andererseits (kein B-Carotin, keine Kristalle, defekt im Gravitropismus) die
auch genotypisch als gleich eingeschétzt wurden, untereinander jeweils auffillige Unterschiede
im Gravitropismus, voOllig unabhingig von den Kristallen, zeigten. Dies wurde dahingehend
gedeutet, dass es sich nicht um eine reine Vierfaktorkreuzung (Kreuzungstyp, Gravitropismus,
Kristalle, B-Carotin) handelt, sondern ein weiterer bisher unbekannter den Gravitropismus
beeinflussenden Faktor zu Tage getreten ist.

Diese und die eigenen Befunde steht in klarem Widerspruch zu Ergebnissen, wonach kristalllose
Mutanten von Phycomyces blakesleeanus eine schwichere gravitropische Beugung zeigen als
kristalltragende Stdmme (EIBEL, 1997, SCHIMEK et al. 1999a). Diese Widerspriichlichkeiten
miissen derzeit dahingehend gewertet werden, dass die oktaedrischen Proteinkristalle im
Zusammenspiel mit den beiden anderen Reizeingdngen flir den Gravitropismus, Lipidglobuli-
Auftrieb (GROLIG et al., 2003) und Zellwandbiegung (DENNISON, 1961), eine untergeordnete,

ja sogar zu vernachlédssigende Rolle spielen.
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5.6 Einfluss tonischer Bestrahlung auf die Wirkung der Kristalle

Die Experimente zum Einfluss tonischer Bestrahlung auf die gravitropische Beugung wurden mit
den Stimmen MRI4 und MR8 durchgefiihrt, die sich nur durch den Besitz von Kristallen
unterscheiden (MEIER, 2001). Ein weiteres Mutantenpaar (MR74 und MR77), welches
zusitzlich Carotine besitzt (MEIER, 2001), wurde vergleichend untersucht. Die Verwendung der
Stamme, von denen angenommen wurde, dass sie isogen sind, ermodglichte spezifischere
Aussagen liber die Rolle der oktaedrischen Proteinkristalle im  gravitropischen
Beugungsexperiment unter dem Einfluss tonischer Bestrahlung.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kristalle durchaus unter dem Einfluss tonischer Bestrahlung mit
Rotlicht von 612 nm Wellenlinge die gravitropische Beugung modulieren. Ein stimulierender
Effekt von tonischem Rotlicht der Wellenlédnge 612 nm auf die gravitrope Beugung wurde auch
von TROSTER (2000) beobachtet.

Dies stiitzt die Vermutung, dass aufgrund der bis in den Rotbereich ausgezogen Schulter des
Absorptionsspektrums isolierter Kristalle, der mikrospektroskopischen Aufnahmen eines
einzelnen Kristalls (EIBEL et al. 2000) und der Tatsache, dass Flavosemichinone Rotlicht
absorbieren konnen (SCHMIDT, 2000) weitere modulierende Komponenten an der Suszeption
des gravitropischen Reizes beteiligt sind.

Die gravitrope Beugung ist im Falle des carotinfreien kristalltragenden Stammes MRI[4 am
stiarksten. Nicht nur die relative Beugung, sondern auch die absoluten Beugungswinkel sind bei
MRI4 am groften. Bei der niedrigen Intensitit von 10® W/m® zeigt lediglich die carotinfreie
kristalltragenden Mutante eine Forderung der gravitropischen Beugung gegeniiber der
Dunkelkontrolle. Bei 0,5 W/m® dagegen wird die Beugung aller Stimme stimuliert, wiederum
aber am stérksten bei MR14. Moglicherweise wirkt die relativ hohe Intensitét unspezifisch.

Die Ergebnisse sprechen fiir eine Stimulierung der gravitropischen Beugung unter dem Einfluss
tonischer Rotlichtbestrahlung und damit fiir eine Modulation durch die oktaedrischen Kristalle.
Es zeigen sich jedoch zum Teil erhebliche Unterschiede im Beugungsverhalten bereits zwischen
den Kontrollen. Besonders bei einem Vergleich der deiden Rotlichtintensitdten im Falle von
MR14, wihrend die Beugungswinkel der Kontrollen von MR18, MR74 und MR77 im Rahmen
der Messgenauigkeit als gleich zu bewerten sind. Der Unterschied bei MR/4 kann jedoch im
Augenblick nicht geklirt werden.

In siebenstiindigen Versuchen von MEIER (2001) traten diese Unterschiede nicht auf, was

wegen der lingeren Versuchsdauer auf einen Séttigungseffekt hinweisen konnte.
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Trotz dieser Eigentiimlichkeiten (Messfehler durch die hohe Anzahl von jeweils 120
Sporangiophoren sind zu vernachldssigen) und bei Normierung der Beugungswinkel aller
Kontrollen resultiert der stirkste Effekt in der gravitropen Beugung wéhrend tonischer
Rotlichtbestrahlung bei MR 14, der carotinfreien kristalltragenden Mutante.

Da Flavosemichinone im Rotbereich absorbieren (SCHMIDT, 2000), lassen sich diese Befunde
mit den eigenen fluoreszenzspektroskopischen Ergebnissen und fritheren Hinweisen (SCHMIDT
& GALLAND, 1999 und EIBEL et al., 2000) in Einklang bringen.

Bezogen auf die Kristalle wurde im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen die gravitrope
Beugung wihrend der tonischen Bestrahlung mit phototropisch unwirksamem Licht von 612 nm
(GALLAND, 1983) des kristalllosen und B-Carotin-freien Stammes C2 stdrker stimuliert als im
Falle des Wildtyps NRRL1555 (TROSTER, 2000).

Bezogen auf B-Carotin scheint diesem aus dem Vergleich der kristalltragenden Stdamme MR 14
(kein B-Carotin) und MR77 (besitzt wie der Wildtyp B-Carotin), von denen bisher Isogenitit
angenommen wurde, ein hemmender Effekt auf die gravitrope Beugung im tonischen Rotlicht
zuzurechnen zu sein.

Da B-Carotin bei der hier untersuchten Wellenldngenbereich nicht absorbiert, ist die Wirkung des
tonischen Rotlichtes den Kristallen zuzuordnen, wéhrend B-Carotin oder mdglicherweise ein
weiterer, durch die Kreuzung (MEIER, 2001) in Erscheinung getretener unbekannter Faktor den
Gravitropismus zu beeinflussen scheint. Die Wirkungsweise bleibt jedoch unklar.

Die hier beobachteten Unterschiede in der Wirkung tonischen Rotlichtes koénnen klar den
oktaedrischen Proteinkristallen zugeordnet werden.

Auch durch diese Befunde gestiitzt sprechen die bisher vorliegenden Ergebnisse dafiir, dass fiir
die  Signalverarbeitung des  Gravitropismus ein  komplexes  Verrechnungs- und
Modulationssystem unter Mitwirkung der oktaedrischen Proteinkristalle vorhanden zu sein
scheint. Es bleibt hier festzuhalten, dass sie als Statolithen eher eine untergeordnete Rolle
spielen, aber eine Integration von lichtgesteuerten Reaktionen und der gravitropischen Beugung

im Bereich der oktaedrischen Kristalle unterstrichen wird.

5.7 Sequenzvergleiche eines Kristallprotein codierenden Gens

Bisher konnte gezeigt werden, dass die oktaedrischen Proteinkristalle von Phycomyces

blakesleeanus mit flavin- und pterinartigen Pigmenten {iber nicht-kovalente Bindungen assoziiert

sind. Weiter scheint eine Interaktion mit Calcium als Botenstoff moglich. Mit Hilfe
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molekularbioloischer Untersuchungen sollten weitere Hinweise auf die Interaktion der Kristalle
mit diesen Reaktionspartnern erbracht werden. Dariiber hinaus sollte {iber mogliche
Sequenzidentititen mit Flavoproteinen anderer Organismen die Funktion der Kristalle in der
Signaltransduktion des Photogravitopismus ndher geklart werden.

Aus der denaturierenden SDS-PAGE der isolierten oktaedrischen Proteinkristalle gehen
mindestens drei Proteinuntereinheiten hervor, wobei die am stirksten reprisentierte Untereinheit
von 55kDa zunichst untersucht wurde. Aus der N-terminalen Sequenzierung, dem Durchmustern
der genomischen Bank des Wildtyps NRRLI1555 von Phycomyces blakesleeanus mit der
abgeleiteten Oligonukleotidsonde und dem Klonieren der erhaltenen DNA-Fragmente konnte
eine Nukleinsduresequenz fiir die 55kDa-Untereinheit der Proteinkristalle erhalten werden. Die
Datenbankrecherche hat jedoch keine Ubereinstimmungen mit Nukleinsiure- oder
Aminosduresequenzen anderer Organismen ergeben, die eine Assoziation dieser
Proteinuntereinheit mit Pterinen und Flavinen belegen, lediglich schwache Sequenzidentitdt mit
in der Phototransduktion von Bos taurus involvierten cGMP gesteuerten Kanilen. Diese
Ubereinstimmung ist die einzige, die stromabwirts des ATG-Startcodons gefunden werden
konnte. Dariiberhinaus fanden sich stromaufwirts Ubereinstimmungen mit einem Calcium-
bindenden Protein von Rattus norvegicus. Ein Hinweis auf eine vakuoldre ATPase aus Mus
musculus ergab sich aus einer schwachen Ubereinstimmung im stromaufwirts liegenden
Abschnittes der klonierten Nukleotidsequenz.

Die c¢GMP gesteuerten Kandle gehoren wie die cAMP modulierten Kanidle zu
oberflachenaktivierten Transmembranproteinen (ALBERTS et al., 1990). Thre Funktion besteht
bei Vertebraten in der Weiterleitung der durch Photorezeptoren vermittelten Signale iiber die
Hyperpolarisation von Membranen (CHEN et al, 1994). Diese Kandle besitzen eine hohe
Sensitivitit fiir cytosolisches cGMP und sind permeabel fiir Ca®>” (ZHENG et al., 2002). Neben
der vakuoliren (H")-ATPase aus Mus musculus (NISHI et al., 2003) wird von MALMSTROM et
al., (2000) eine calciumabhidngige vakuolire ATPase in Brassica oleracea beschrieben.
Dariiberhinaus konnte SEGER (2001) Sequenzidentitit der 46-kDa-Untereinheit der
Proteinkristalle von Phycomyces blakesleeanus mit einer ENA1-ATPase. Diese gehort zu den P-
Typ-ATPasen und zeigt nahe Verwandtschaft zur (Ca*)-ATPase. JENKINS et al. (1995)
diskutieren die Sequenzhomologie zwischen dem fiir CRYI von Arabidopsis thaliana
codierenden Gen HY4 und einer fiir das Tropomyosin codierenden Nukleotidsequenz bei der
Ratte. Bei der Muskelkontraktion ist die Aktivierung der Myosin-ATPase calciumreguliert. Nach
MALHOTRA et al. (1995) bindet das HY4-Protein neben FAD auch Methenyltetrahydrofolat,

ein Pterin. Trotz der schwachen Hinweise aus den Recherchen zu Sequenzidentitidten mit der 55-
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kDa-Untereinheit besteht die berechtigte Annahme, dass in die Signaltransduktion des
Gravitropismus neben der Assoziation der oktaedrischen Proteinkristalle mit Flavinen und
Pterinen auch eine Interaktion der Kristalle mit Calcium als Botenstoff involviert ist. Dass
bisher keine Sequenziibereinstimmung mit Bindedomidnen fiir Flavine oder Pterine gefunden
wurde, bedeutet nicht, dass die Proteinkristalle keine Bindedoménen fiir Flavine oder Pterine
besitzen. Schwierigkeiten bei der Uberpriifung auf Sequenzihnlichkeiten konnen auf die
Verwendung einer genomischen DNA-Bibliothek zuriickgefiihrt werden. Das bedeutet, dass
Intronabschnitte die Interpretation der Sequenzinformation erschweren, wodurch die nur
schwachen Sequenziibereinstimmungen mit kurzen DNA-Abschnitten erklirbar wiren. Eine
weitere Komplikation kann in der Verwendung einer degenerierten Oliginukleotidsonde gesehen
werden, die durch mogliche Fehlpaarungen an den Wooblepositionen auch die Durchmusterung
der DNA-Bibliothek beeinflussen.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteinkristalle zeigte drei stark reprisentierte
Proteinbanden. Dies bedeutet nicht, dass die Proteinkristalle nur aus diesen drei Untereinheiten
bestehen. Es erscheint daher mdglich, dass weitere bisher nicht identifizierte
Proteinuntereinheiten vorhanden sind und moglicherweise die vermuteten Bindedomédnen fiir

chromophore Gruppen wie Flavine und Pterine dort lokalisiert sind.

5.8 Expression eines Kristallgens

Ob eine differenzielle Expression der fiir die Kristallproteine codierende DNA in Abhéngigkeit
von den Lichtbedingungen wéhrend des Wachstums von Myzel und Sporangiphoren sattfindet,
kann anhand der vorliegenden ersten Ergebnisse noch nicht beantwortet werden. Sowohl nach
der Anzucht unter Rotlicht als auch unter Blaulicht zeigen Sporangiophoren und Myzel das
gleiche Expressionsmuster. Selbst die Kontrollen der im Dunkel angezogenen Sporangiophoren
und Myzelien beider Stdmme, der kristalltragenden Mutante MR77 und des kristalllosen MR74,
unterscheiden sich davon nicht.

Die aus der GroBe der 55kDa-Untereinheit der Proteinkristalle errechnete Fragmentlinge der
codierenden Sequenz héitte ein Hybridisierungssignal bei 1500 Basenpaaren erwarten lassen. Da
dieses nicht erhalten werden konnte, sind die Northernblotsignale artifizieller Natur. Der Grund
dafiir ist moglicherweise im Zusammenhang zu den schwachen Befunden aus den
Untersuchungen zu Sequenzidentititen zu sehen. Trotz der schwachen Hinweise ist eine relativ

hohe Unsperzifitit der Hybridisierungsresultate anzunehmen, welche sich in den
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Expressionsstudien niederschldgt. Daher lassen sich Aussagen iiber die Lokalisierung moglicher
Kristallproteinvorstufen in verschiedenen Stdmmen, den Zeitpunkt ihrer Biosynthese wéhrend
der Sporangiophorengenese und Einfliisse bestimmter Lichtqualitidten darauf nicht treffen. Die
Untersuchungen zur differenziellen Expression der Kristallgene, wie auch die Klonierungs- und
Sequenzierungsexperimente stellen einen ersten Schritt in dem Versuch dar, die oktaedrischen
Proteinkristalle von Phycomyces blakesleeanus auf  molekularbiologischem Wege zu
charakterisieren und wichtige Information iiber ihre Funktion in der Signalweiterleitung des

Photogravitropismus zu erhalten.

5.9 Einfluss von Calcium auf die gravitrope Beugung

Sowohl bei den Versuchen zum Liangenwachstum als auch bei den Experimenten zur gravitropen
Beugung der Sporangiophoren von Phycomyces blakesleeanus haben sich erste Hinweise auf
eine  Beteiligung der oktaedrischen Proteinkristalle an einer calciumvermittelten
Signalweiterleitung ergeben. Es zeichnet sich eine unterschiedliche Beeinflussbarkeit der
gravitropischen Beugung durch extern appliziertes Calcium in Abhdngigkeit vom Vorhandensein
oktaedrischer Kristalle ab. Die Sporangiophoren der kristalltragenden Mutante MR77 scheinen
von Verdnderungen der externen Calciumkonzentration in ihrer gravitropischen Beugung
weniger stark betroffen zu sein als die kristallose Mutante MR74. Da MR74 mit grofleren
Schwankungen in der gravitropischen Beugung reagiert, kann den oktaedrischen Proteinkristalle
eine Art Pufferfunktion zugerechnet werden. Diese Pufferfunktion zeichnet sich in den
Versuchen zum reinen Langenwachstum nur schwach ab, wozu auch die relativ starke
Fehlerstreuung beitrdgt. Dagegen wird dies in den Beugungsexperimenten stdrker deutlich. Die
kristalllose Mutante reagiert offenbar auf wechselnde Calcium-Konzentrationen sensibler mit
grofleren Schwankungen im gravitropischen Beugungswinkel. Dagegen erfolgt die Beugung des
kristalltragenden Stammes mit wesentlich kleineren Schwankungen. Zu beachten ist dabei
allerdings, dass die gravitrope Beugung der Sporangiophoren fiir das Langenwachstum korrigiert
ist. Da es sich bei der gravitropen Beugungsreaktion um ein differenzielles Lingenwachstum
handelt, muss daher das reine Léngenwachstum berilicksichtigt werden. Zeigt eine
Sporangiophore eine starke Léngenzunahme, so ist die absolute Beugung ebenfalls stark. Wird
dagegen die Beugung zum Lingenwachstum in Relation gesetzt, verringert sich das Mal3 der
gravitropischen Beugung. Ausreiler im Léangenwachstum ziehen daher auch groBere

Schwankungen der Beugung in die jeweilige Gegenrichtung nach sich. Der Einfluss von extern
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appliziertem Calcium scheint aufgrund dieser Uberlegungen indirekt iiber das Lingenwachstum
auf die Beugung zu erfolgen. Bemerkenswerterweise beeinflusst jedoch ein kiinstlich
herbeigeflihrter Calciummangel weder das Lingenwachstum noch die gravitropische Beugung.
Eine mogliche Ursache konnte in der Speicherfunktion der Vakuole gesehen werden, wodurch
Calciummangel ausgeglichen werden kann, wogegen ein Zusatzangebot durchaus
Wachstumsprozesse beeinflussen kann. Wie diese Wirkungsweisen genau aussehen, ist im
Moment noch unklar. Da aber offenbar ein Unterschied zwischen einem kristalllosen Stamm
und einer kristalltragenden Mutante besteht, ist eine Beteiligung der Kristalle an diesen Effekten
nicht ausgeschlossen. Multiple Effekte des extern applizierten Calciums sind wahrscheinlich.
Dies macht jedoch die klare Eingrenzung einer Calciumwirkung auf die Reaktionsweise der
Kristalle aulerordentlich schwierig.

Nach den ersten Befunden scheint es moglich, dass oktaedrische Proteinkristalle in der Lage
sind, Calcium zu binden. Calcium ist Bestandteil der Zellwand und ein wichtiger Faktor fiir die
Funktion und Integritit von Biomembranen. Damit kommt Calcium auch eine bedeutende Rolle
in der Signalvermittlung tiber Kompartimentgrenzen hinweg zu. Es wird neben weiteren Ionen in
der Vakuole aktiv akkumuliert. Die oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleeanus sind
ebenfalls in der Vakuole lokalisiert (SCHIMEK et al. 1999b). Da die Vakuole als Speicherort
auch eine Art Pufferfunktion tbernimmt, scheint sich dies tber die Kristalle auf die
gravitropische Beugung auszuwirken. Bei Nicotiana plumbaginifolia und Arabidopsis thaliana
konnte eine durch Blaulicht induzierte Zunahme der cytoplasmatischen Calcium-Konzentration
nachgewiesen werden (BAUM et al., 1999 und BABOURINA et al., 2002). Diese erfolgt bei
Wildtyp-Hypokotylen von Arabidopsis thaliana sowohl durch Einstrom aus dem Apoplasten als
auch aus internen Speichern (BABOURINA et al., 2002). CHO & SPALDING (1996) fanden in
Arabidopsis thaliana einen Anionenkanal in der Plasmamembran, der durch Blaulicht aktiviert
wird. MASIH & MISRA (2001) diskutieren die durch Blaulicht stimulierte Aktivierung einer
Ca’"-ATPase, eine damit verbundene Depolarisierung der Plasmamembran und den Calcium-
Einstrom in das Cytoplasma von Cuscuta reflexa. Nach REYMOND et al. (1992) wird in
Arabidopsis thaliana ein Membranprotein unter Blaulicht-Einfluss phosphoryliert. BRAATSCH
et al. (2002) berichten von einem Flavoprotein in Rhodobacter sphaeroides, dass sowohl
Blaulicht als auch redoxabhéngige Signale in der integriert.

Die Rolle der Kristalle als druckvermittelnde Statolithen tritt nach den vorliegenden Ergebnissen
eher in den Hintergrund.

Dennoch ist durch Umverteilung der Kristalle in der Vakuole eine gerichtete Signaltransduktion

wahrscheinlich.
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So erfolgt die Verlagerung der Statolithen bei Chara iiber eine gerichtete, durch Actinfilamente
vermittelte Umverteilung zu spezifischen statolithen-sensitiven Plasmamembran-Bereichen
(BRAUN, 2002). Die Signalvermittlung kdnnte weiter iber Membran-Hyperpolarisation (CHEN
et al, 1994) oder durch Membranproteine stattfinden, die in Kontakt mit
Graviperzeptionsstrukturen treten (SEDBROOK et al., 1999). MORITA et al. (2002) diskutieren
ein moglicherweise als Phospholipase wirkendes Protein, das in der Signaltransduktionskette des
Gravitropismus bei Arabidopsis thaliana involviert und neben den sedimentierenden
Amyloplasten in den Vakuolen der Endodermiszellen zu finden ist. Uber die Phospholipase wiire
die Regulation von Calciumstromen in das Cytosol denkbar (MORITA et al., 2002). Mdglich ist
auch die Aktivierung Calcium/Calmodulin-abhingiger ATPasen (MALMSTROM et al., 2000
und ZHENG et al., 2002).

Die bisher vorliegenden Ergebnisse iiber die Bindungspartner der Kristalle und die Art der
Anordnung der Chromophoren lassen solche Funktionsweisen mdglich erscheinen. Die
oktaedrischen Kristalle von Phycomyces blakesleeanus konnen so an UV-A/Blaulicht- und

Calciumvermittelten Signaltransduktionsprozessen des Photogravitropismus beteiligt sein.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Assoziation der oktaedrischen parakristallinen
Proteinkdrper der Sporangiophore von Phycomyces blakesleeanus mit chromophoren Gruppen
mithilfe fluoreszenzspektroskopischer, physiologischer, biochemischer und
molekularbiologischer Methoden und ihre mdgliche Funktion in der Aufhahme und

Weiterleitung phototropischer und gravitropischer Umweltsignale untersucht.

e Durch Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie konnte gezeigt werden, dass die
oktaedrischen Proteinkristalle reversibel flavin- und pterinartige Pigmente binden und daher

als Triger von Flavoproteinen zu klassifizieren sind.

e Die gezielte Behandlung mit Reduktions- und Oxidationsmitteln sowie Bindungsexperimente
mit Riboflavin zeigten eine vom Redoxzustand abhdngige Bindung der flavinartigen
Chromophoren an die Kristalle (Kp = 6x10°M, oxidiert; Kp = 2,8x10°M, reduziert) . Fiir die
pterinartigen Pigmente kann das Gleiche angenommen werden. Die flavinartigen
Chromophoren sind im reduzierten Zustand und die pterinartigen Chromophoren im
oxidierten Zustand an die Kristalle gebunden. Eine Elektroneniibertragung von pterin- auf

flavinartige Chromophoren ist als Teilschritt der Signaltransduktion méglich.

e Aufgrund der Extrahierbarkeit der chromophoren Gruppen mit Methanol und der Sensitivitét
gegeniiber verdnderten Redoxbedingungen scheint deren Bindung an die oktaedrischen

Kristalle nicht-kovalenter Natur zu sein.

e Durch Fluoreszenzpolarisationsspektroskopie konnte die Bindung flavin- und pterinartiger
Chromophoren an die Proteinmatrix in nahezu paralleler Orientierung zueinander gezeigt
werden. Es besteht starke Evidenz fiir eine strahlungslose Energielibertragung iiber

Forstertransfer von pterin- auf flavinartige Chromophoren.

e Tonisches Rotlicht stimuliert unter dem Einfluss der Kristalle die gravitrope
Sporangiophorenbeugung. Aufgrund der Absorptionseigenschaften der an die Kristalle

gebundenen Chromophoren ist eine Verrechnung von Photo- und Gravitropismus moglich.

e Aufgrund von Experimenten zur gravitropen Beugung scheint die Funktion der Kristalle als
Statolithen fiir den Gravitropismus im Vergleich zu den weiteren Reizeingéingen

Zellwandbiegung und Lipidglobuliauftrieb eher von geringer Bedeutung.
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e Erste Ergebnisse zur gravitropen Beugung in Abhdngigkeit von der Calciumkonzentration des
umgebenden Mediums weisen darauf hin, dass eine kristalltragende Mutante durch
Anderungen der Calciumkonzentration weniger beeintrichtigt wird als eine kristallose

Mutante. Den Kristallen scheint danach eine Art Pufferfunktion zuzukommen.

e Ubereinstimmungen zu schon bekannten Flavoproteinen konnten von Sequenzen der 55kDa-
Kristallproteinuntereinheit nicht gefunden werden. Bisher ist es nicht gelungen, durch
Untersuchung der Expression der Kristallgene Hinweise dariiber zu erhalten, wie die zeitliche
und rdumliche Verteilung von Vorstufen der Kristallproteine, auch unter Beriicksichtigung

besonderer Lichtqualititen, wihrend der Sporangiophorogenese aussieht.

e Hinweise iiber Sequenzihnlichkeiten zu in der Phototransduktion involvierten cGMP-
gesteuerten Kanilen, einem calciumbindenen Protein sowie einer vakuoldren ATPase stiitzen
jedoch die Vermutung, dass Calcium an die Kristalle bindet und flir die Signaltransduktion

des Photogravitropismus von Bedeutung ist.

Die Hinweise auf die Energielibertragung zwischen den chromophoren Gruppen, deren
Assoziation mit den Kristallen, die Integration von Licht- und Schwerereizen und die mogliche
Interaktion iiber calciumvermittelte Prozesse an und iiber Membranen hinweg stellen die Basis
dar fir die weitergehende Aufklirung der besonderen Funktion der oktaedrischen

Proteinkristalle in Phycomyces blakesleeanus.
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Nukleotidfolge der sequenzierten, fiir die S5kD-Kristall-Proteinuntereinheit codierenden

Region aus der genomischen DNA-Bank von Phycomyces blakesleeanus

GCCCMCCYAACCSAGGCGCCAACCARAAGCCAACAACGTACAYAAYMACTAGGGSCBCSACACCCCYGGG
ACACCCCCCCCMACGGCWATMCCTCTCTCTAARCAGACWCACMAAGASCDGAARCAAAAAAAACCATACA
ATSCGNDAAGACCGCCCAYCGAAGAAAGGCCCWCMCACMCMCMCACCCRCMCCCMCAMAMAMAMARAKAA
ACACAKAAACABACAGAGTACACCGAACCCAAGCAGACTCCCWCAAGGADCAGMACGACCCCCGCTATTA
TAACCAAATATCTTAGAAAGGTCCCATTATCCAATTCCACAAATTACCTYGCAATAGGCATCGTTCATAT
CCTWATAAGTCTCCTCAGCAACAGCCAAAAATTGTGCAGAGTTCCACTTGTCAAACTGGGACTTGTACTT
AATCAAACCTACACTGTATCACATYTYTTTGGTGGTCCCTTATCAGACAATAAAATTCACAACAATTGTA
ACCGTGCCTTTATTGTATTGTATCTTATTTTACCTGAGCAAATTCTGTGCGTTATTCATCAAGTTACGCC
ACTTGGTAAGACGCCAGTTCTTAAAGTCAGTGATAGGTGGTGCGGTATCAGAAGGAATGTAGTTGGCTAA
CGAAACGTAATACGAATATGTACACAGCACATAGGAAGAATAGGAATAACAGAAGTAATAGAAGTAATAA
TAAAGGCAATTCACTATAAGTCTCAATTCTCGCTCAGTTTATATATTGTTTCTTCTCTACCAAAGACGCC
ATGGTCGCGCATGAGGACAAGCTTTCCAGGAGCGTCCCTGGTGGCATATGTACGGATGCTCAAAAGTGCC
GACTTGGCGACCACAGAACCGATGGGCTGCTGGGTCTGGCTTGCCCAGAAACCAGTCGATTGGCGGGCCA
AGGTTGCGAATCTGAGGCTACGTAAATTAGATGCCATGCTTAAAGCTTATTATACACACAAAAAATAAAA
CTAAAAAAAAATAGAGTATAATAGGTTTCTCCAGGTTTAGGGGAAGGGTTCCTTCCCCGGGATCCAGTCA
CATCCCCTGTCCCTGTATAGCATTGAGTGGCTTGGAAGAGCTCACGTGCCTTGAGCACAATGCGTGAGTT
CGCGGGAAAACCTCAAGCTCTTGAAGAGAACGCCATGTTTAAAAAGGGAACTCGCATAAAGAACATTCGT
CGCAAGATAGAAACCAGCGACGATGAAAGCCAAGATAAAACCAACAGTACGAAACTATATCATCACATTA
TTACATAAATATCTGAGTGGTTTACCCTAGTTGAGACCGAAGTAAAGCAAACCATCACAAAGAGTTTGGT
TGAAAAGAAAAAGAAGAAAGAATCTAAGACATCACTCGGCCTGAGTTTTGAAGATGAGGCAAGCACAGAA
TCTTAATTTGAAGATGAGCAAGCACAGATCTTAATGAAAATTACGAAGACAACGACGAAAAATAAACGCC
AAATTGACCCTGAGCGCATAATTTTAATAGGAAGAAGAAGAAAGTACATTCCAAATTAAAAAGAGTAAAG
CCAGTCGACGGTTAGCTACCGGACGCACATTACCAACATTAGAGTGAGTGAGGCTTTGCTGCGAAGAGCA
TATATTTTTGAATTTTGCTGATTATTTTAAAAGTTCCACCGAAAAATCCAATGAAGATACCACATCATCA
GCATCGTACACTGCAGAATTACTTGAATCGCTTCGTGCAAACACACCAAGCATGCCTGCAAATTTAAAGA
ATTCGACCATGACCGACGATGAAGCTCTATTGGCAGAAAAGTTTCCTACACTGATGAATGCTCAGATTGG
ATCTACAGGAATACCTGATGCTAATGCTATTCATGCTGCAAAAAAGAAGCGTGAATTGTTACGTAAAGGT
GTTCACATTGTGGATCAAGAAGATGACTTTATTTCTCTGGACAGTGTAAGTTATGGGAGTAAATGTCATG
TGCCGTGGAGAATTCAATTGACTTATTTGGAATTTTACCTCAGGCAACAGAAAACTCACGCTTAATACGT
GAAGAAGATGAAATTGGGGATGATGGTGGCGCAGGTAATTTACCCATAGACACATAAAATGAAGGATATG
ATGAYCTATTATTAGAAACTAGAGTATGAGAGATATGTTGGCGAAGACCTCTCCTTGAACAAGTCTACTG
CAAAAAAACAGGCAAAGGAACGTAGGGATGGCGTAAGAGAGATGATTGAAGTTGCTCAGGAAGATGATGA
AGATGAAGACGACTTGGCACGATGGGAGAAGGATATGATAAAGAACGGAGGAGTGCGATCCCAGTATAAT
CATGCCGAAAAGGATCCTTTCAAAACACCCCTAGATTATAAATCTGCTCAGAGTAAGCCAAGGAGACGAT
TAGATCAAATCCTTAATTCTAACAGCTAAGTTTTATAGTTCCGTTGGAAACTACTCTGCCAAGTATGGCG
GATGTCATGCTTAGACTTGATGTGACATCTAGCCAATTGACCCACTCTCTCGATGAAGAAGGCACTCAGA

TCAAAAACGCTGAGAAGAATCTGAAGAATGCTAATGCATCTACAGAAGACCTTGATAAAGAGATCGAACG
TTCCAGCAAACGATACAACTACTTCCAGGAACTTATGGGTTATGTGAATGATCTTGGTGAGATGTTGGAT
ACAAAGGTAAGAACATACAAATGGATTTGTTTTTCTTTGGTAATAAATCAAGTATACACAATTTACTCAT
TTAACTAGTTCCCTGAATTGACTAAACTGGAGGAGGAAGCCCATGCTCTGTTCTTCACAAAGTACGAAGT
AGTTACTGAACGACGATGGGAGGATGATTTGGATGATCTCTCTTTGTTTGCTATTCTCCCCCAAATGGAA
GAAGTTGAAAGCGAACAAGTTGATGAATTTGGTCGGGTGATTGAGGTAAAATCCTCTGAAAGCTCTCGCC
AACGAAGAAGAGAAGAACGTGCAGCACGGATACGAAAGAGAGATATGGAAGATGAGGATGTGGCTATGTG
GACCGATGATGATATGCAAGAAGAATGGGTGTTGCAAAAAGAAGACAGGCTAGGTATTTCACTTATCGCG
AGCTTGACATGTGTATATCCTAACATTGCTTATTTCTCTTTCTCTTTAAACAGAGACAATTCGGACGCAG
AAGATAGCTGATCTCCTTTCTGATGTGAGCGATGATTTCAAGCCATTGCGTTCAGTGATGGATCGATTTG
GGGCTTGGAAGACAGAGTTCTATGATGACTATCAAAAGGCATTTGGCAGTTTGAGTTTGCCAGGTGCATT
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TGAGTTCTATGTGCGATGCGAGCTCGTGTCATGGGATCCCTTTGAGGTATGCTATTAAGTCAAGTCATCA
AGCCTCCCTTTTGTGGGTGAATTAACAATAAGGGGTTTATAGGAAGCAATTGATTTCGATTCAATGAGGT
GGCATTCTGTCCTGTCGTGACTATGGTGTGATTGAAGGAGAGGATGGACATGAAGATGCAGATGTGGAAC
TATTGAATAAGGTGGTTGAGAAGGTGTTGATCAAAAGACTAAAGGGACTGTTGGACATTTTGAATCCTGC
CTCGACAAGGGAGATGCGCCACGCTGCCCAAGCGTTTGAACAGGTCTCTTACTATGTTGAAAAGAAGGAG
AATGCTTATCAGGTAAAGAGAATGTGGTAAAAATAGCGAGACCGACTAAAAAAAATCTTACTTTTTGCCT
CCTTTGTTTCCAGGATCTTATTAGTGCAGTGATATCCAGTTTGGAGAGGCAATTAATACGCTATGCAGAC
TTCATTGAGCGTGTATCACTCAAAACTGATATAGACGAAAAGGCTAAGTTGGCCAAGTCACGGTTCTTCC
ATCGCCAGTGTAAAGTAAGAAATATGACTACAAGGTTTGACTTAAAGCTAAATCTGATTTTTTAAATAGT
ATCTCAAGACATTGACCTTCTGGCGTCGATATATCCCCAAAGACACCCTGTCAGTGCTGGGTGACATGGT
GATGAACCGAATCCTCGCCCCTTTGTTGCGACCTCGTCTAGATGCCCAAGATAGCCAACTAGAGGCACAT
GGCTTAGAATTGCTAGCTCGTATTCAACAATAATAACACGCATTTTTACACCTTTTGTTAGCAGAGATAA
TAATGGCAAATGTATAAAATTAATTGGCAGGAGCATGTACACAAGTCTTAATTGAATCTATCTTCTTCGC
TTGATGCGGGAAGGATGACTCTGAATGGGTCCTGCCAGTCGCTGCAGTTGAGTTAAACCTGGCTTAGCTA
TAATCTGGATATGCACAGCCGAGTTCGTTCTCTCCTGTGTCTCAGGTCTTCATCCTATATACACAATACA
TATCAACCTTCACATCCCCAATTTCTCCCTCGTTTTAACATATTCTATACACTCCTTGGGAATATATAGC
TCACCATGTCTTCTGGAACGACGTCATCCACTAGAACCACACTTTCTGTGGTAGGTTTAAGATCCACTTG
GTGATTCATAGCTTCCTGAACAGCCAATGCCACTGACAGACAGTTTTTAATTGTTGCTCCCAAAGCATGC
AGCGTCACTTTGTTGTTTCTAATTAAGAAATAACAATCATAATTCATGATTGTGTGCATGAATAAATGGA
AGTTTTTTTTATATATTTTTATTATCATTATCATTATAATTATTATTTTTTTACCTCTCATTGATCATAA
GACGTTTTATTCTTTTGACGATCGCAATTGTCTTACTCTTGTGAGATAGGTAGATGTGAGTAGGATCAGC
AGCTGGTCTCTGAGGTGTTCTTTTGTGAATGACACCTAAAGTACAAATCAATCAAGAATGATCTTGCATT
GTGTGTGGAATGCTACCTTCTACTTTCTCCCGTTTATGTTTGCTTAATTCTTTCATTAGTTGCAGATAAA
AACAAAAGAAAGAAAGAAAACGCGGCTCCGACCATTCCTCTTAGAGATCATGCCATTTCAAACTTCGCTT
ACATTGACATTAAAGAGAAACAATGACTTTGTGTTTTTATTCTTAATTGTAAAAAAAAATATGTTTATGC
CTCAACAGCAGCGGGGGCAGCGGGAGCAGGAGCAGGAGTGAAGTCCTGGACAATGGGCTCCTCAACATCG
GTCTCCTCCTTGGGTTCAAGGATAGTGACAATATCGGGAAGAGTGTTCTTGGGTCCATTGCGACCGGTGG
GATCC
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Medien fiir die Bakterienkultur

Ampicillin-Stammlosung

LB - Fliissigmedium

LB — Festmedium

LB — Maltose

LB — Topagarose

10 mg/ml
in sddH,O 16sen

aliquotieren

Lagerung bei —20°C

0,5 %

0,5 %
I %
0,5 %
1,5 %

0,5 %
0,4 %
10 mM

I %
0,5 %
0,5 %
0,7 %

NaCl

Trypton
Hefeextrakt

pH 7,0 mit NaOH

NaCl
Trypton
Hefeextrakt
Bacto Agar
NaOH

NaCl

Trypton
Hefeextrakt
Maltose
MgSO, + 7 H,O

pH 7,0 mit NaOH

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
Agarose

pH 7,0 mit NaOH
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X1

NZCYM - Fliissigmedium

SM — Medium

TB —Puffer

0,5 %
0,5 %
0,1 %
0,2 %

0,58 %
02 %
0,05 M
0,01 %

10 mM
15 mM
250 mM

—

55 mM

sterilfiltrieren und bei 4°C lagern

Caseinhydrolysat
NaCl

Hefeextrakt
Casaminoacids
MgSO, « 7 H,O
pH 7,5 mit NaOH

NaCl

MgSO, - 7 H,O
Tris-HCI (pH 7,5)
Gelatine

PIPES

CaCl, - 2 H,O
KCl1

pH 6,7 mit KOH
MnCl, - 4 H,O
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