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Einleitung

1 Einleitung

Aufgrund ihrer sessilen Lebensweise ist es fir Pflanzen von entscheidender Bedeutung, sich
den gegebenen Umweltbedingungen anzupassen. Neben der Adaptation an bestehende Klima-
und Bodenverhéltnisse mussen sie sich auch gegeniiber Angriffen von Bakterien, Viren,
Pilzen, Insekten und anderer Feinde schutzen.

Die Grundvoraussetzung, diesen Angriff verschiedenster Pathogene zu Uberleben, ist die
Fahigkeit, zwischen eigen und fremd zu unterscheiden, die eine wesentliche Eigenschaft aller
lebenden Organismen ist. Sie bildet die Grundlage der Aktivierung von Abwehrmechanismen
der sogenannten angeborenen Immunitét (innate immunity) (Ndrnberger und Brunner, 2002;
Nurnberger und Scheel, 2001).

In Pflanzen unterscheidet man generell zwei Typen der pflanzlichen Pathogenresistenz. Die
vorherrschende Form der pflanzlichen Krankheitsresistenz bezeichnet man auch als Spezies-,
Nichtwirts- oder Basisresistenz (Heath, 2000). Sie beruht neben den konstitutiven Barrieren
auch auf induzierbaren Abwehrmechanismen. Da die Pflanzen nicht Gber ein spezielles
Immunsystem wie z. B. das der Wirbeltiere verfugen, ist jede Pflanzenzelle mit diesen
Abwehrmechanismen ausgestattet (Ebel und Mithofer, 1998; Lam et al., 2001). Ist das
Pathogen in der Lage, die Basisresistenz zu Uberwinden, wird die Pflanze zu einer
Wirtspflanze, und man spricht in diesem Zusammenhang von einer kompatiblen Interaktion
(Basiskompatibilitat). Dieses Phdnomen stellt aber eher die Ausnahme als die Regel dar
(Heath, 2000).

Die sorten- oder kultivarspezifische Form der Wirtsresistenz tritt auf, wenn Wirtspflanzen
(Kultivare einer Pflanzenspezies) gegenuber einzelnen Rassen eines Pathogens Resistenzen
auspréagen und damit eine inkompatible Wechselbeziehung vorliegt (Heath, 2000; Cohn et al.,
2001; Dangl und Jones, 2001) Diese Inkompatibilitat von Wirt und Pathogen ist von den
Genotypen der Wirtspflanzensorte sowie der Pathogenrasse abhangig und wird durch die von
Flor (1971) aufgestellte ,,Gen-fur-Gen“-Hypothese beschrieben. Dabei kommt es nur in
Anwesenheit eines dominanten, pflanzlichen Resistenzgens (R-Gen) und des dazu
komplementaren, dominanten, mikrobiellen Avirulenzgens (Avr-Gen) zur inkompatiblen
Pflanze-Pathogen-Interaktion. Die direkte oder indirekte Interaktion dieser Genprodukte fiihrt
zur Auslosung von Abwehrreaktionen und somit letztlich zur Resistenzauspragung (van der
Biezen und Jones, 1998; Takken und Joosten, 2000; Dangl und Jones, 2001; Schneider,
2002). Bislang sind mehr als 40 R-Gene identifiziert worden (Hammond-Kosack und Parker,
2003). Als haufige Strukturmerkmale wurden leuzinreiche Sequenzwiederholungen (LRRs,
leucine rich repeats) und ,.coiled-coil“-Domanen beschrieben, die in der Lage sind,
Protein/Protein-Wechselwirkungen einzugehen (Kobe und Kajava, 2001).

Nach der Erkennung des Pathogens kann es, unabh&ngig ob es sich um eine Nichtwirts- oder
rassenspezifische Erkennung handelt, zur Auspragung lokaler (Kap. 1.2) bzw. systemischer
(SAR) (Kap. 1.3) Resistenzen kommen, die einen Schutz der ganzen Pflanze gegen Pathogene
gewadbhrleisten (Dong, 2001).



Einleitung

1.1 Konstitutive Abwehrmechanismen

Zu den konstitutiven Abwehrstrategien zéhlen strukturelle Barrieren an der Zelloberflache,
wie z. B. durch Lignineinlagerungen verstarkte Zellwande. Zusétzlich kdnnen lipophile
Blattiiberzlge, die Anzahl und Beschaffenheit der Stomata und in der Zellwand gespeicherte
antimikrobielle Substanzen (z. B. Phenolderivate, Saponine, cyanogene Glycoside,
Acetophenone) das Eindringen und das Wachstum der Pathogene hemmen. Antibiotisch
wirkende Substanzen finden sich auch als Glycosidderivate in der Vakuole und kdénnen nach
dem Eindringen des Pathogens in die Zelle durch Abspaltung des Zuckerrestes aktiviert
werden (Osbourn, 1996).

1.2 Pathogenperzeption und Signaltransduktion

Gelingt es dem Pathogen diese konstitutiven Barrieren zu Uberwinden, ist fur die Initiation der
aktiven Pathogenabwehr die Wahrnehmung pathogenspezifischer Strukturen durch
pflanzliche Perzeptionssysteme erforderlich. Diese Pathogen-assoziierten
Oberflachenstrukturen, sogenannte ,,generelle Elicitoren®, sind als Ausldser von sorten- oder
nichtkultivarspezifischen Abwehrreaktionen in Pflanzen beschrieben worden (Boller, 1995;
Ebel und Scheel, 1997; Nirnberger, 1999).

Urspriinglich wurden unter dem Begriff Elicitor Molekule zusammengefasst, die uber die
Fahigkeit zur Bildung und Akkumulation wvon Phytoalexinen, niedermolekularen,
antimikrobiell wirkenden Substanzen, verfugten (Keen, 1975; Darvill und Albersheim, 1984).
Inzwischen bezeichnet man alle Signalsubstanzen, die in Pflanzen Abwehrreaktionen
auslosen, als Elicitoren (Boller, 1995; Ebel und Scheel, 1997; Nirnberger, 1999).

Pflanzen sind also in der Lage, spezielle Strukturen auf Pathogenoberfldchen zu erkennen und
diese zur Aktivierung ihres Abwehrsystems zu nutzen. Dabei scheint der Mechanismus der
fremd-Erkennung und der anschlieBenden Aktivierung angeborener Immunreaktionen (innate
immunity) evolutiondr stark konserviert zu sein (Medzhitov und Janeway, 1997; Aderem und
Ulevitch, 2000; Khush und Lemaitre, 2000; Imler und Hoffmann, 2001; Underhill und
Ozinsky, 2002). Fur die Aktivierung der angeborenen Abwehrmechanismen sind im
tierischen System charakteristische mikrobielle Strukturen auf der Pathogenoberflache, die
sogenannten PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), von entscheidender
Bedeutung. PAMPs zeichnen sind durch ihre stark konservierte Struktur aus, die in
potentiellen Wirtsorganismen nicht vorkommen. AuBerdem sind sie fur bestimmte
Lebensfunktionen des Pathogens wichtig und deshalb evolutiondr stark konserviert
(Medzhitov und Janeway, 1997; Aderem und Ulevitch, 2000). Zu den PAMPs, die in
verschiedenen  Vertebraten und Invertebraten die entsprechenden angeborenen
Abwehrmechanismen auslosen, zahlt man die Lipopolysaccharidhille (LPS) gramnegativer
Bakterien, Peptidoglykane der grampositiven Bakterien, eubakterielles Flagellin,
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unmethylierte bakterielle DNA-Fragmente sowie Glucane, Chitine, Mannane und Proteine,
die aus der pilzlichen Zellwand stammen (Nrnberger und Brunner, 2002).

Interessanterweise sind viele dieser Molekile ((Glyko)Proteine, Peptide, Oligosaccharide und
Lipide) schon sehr lange als generelle Elicitoren von Abwehrmechanismen in Pflanzen
beschrieben (Boller, 1995; Ebel und Scheel, 1997; Nurnberger, 1999; Dow et al., 2000). Die
molekularen und physiologischen Funktionen dieser Elicitoren sind hdufig noch ungeklart.
Fur einige Elicitoren konnte gezeigt werden, dass sie als Toxine wirken bzw. Uber
Enzymaktivitat verfligen (van't Sloot und Knogge, 2002). Beispiele fir Enzyme mit
Elicitoraktivitat sind Transglutaminasen aus Phytophthora (Brunner et al., 2002), Xylanasen
aus Trichoderma (Enkerli et al., 1999; Furman-Matarasso et al., 1999) und
Endopolygalakturonasen von Erwinia carotovora (Davis et al., 1984; Davis und Hahlbrock,
1987). Fir verschiedene generelle Elicitoren, wie z. B. Pep-13, bakterielles Flagellin, aber
auch Glucane und Chitine sowie ein RNA-Bindungsprotein, konnte gezeigt werden, dass sie
uber die bereits erwéhnten Charakteristika von PAMPs verfugen und deshalb als solche
bezeichnet werden kdnnen (Brunner et al., 2002; Nurnberger und Brunner, 2002; Gomez-
Gomez und Boller, 2002; Felix und Boller, 2003).

Aufgrund der hohen strukturellen Diversitdat der bisher untersuchten Elicitoren
(Oligosaccharide, Peptide, Proteine, Lipide) kann die Existenz eines universellen strukturellen
Motivs zur Ausldsung der pflanzlichen Pathogenabwehr ausgeschlossen werden (Montesano
et al., 2003). Vielmehr ist davon auszugehen, dass strukturell charakteristische Elicitoren
durch entsprechende Rezeptoren erkannt werden und damit Ausldser der pflanzlichen Abwehr
sind. Man nimmt an, dass die Effizienz der Pathogenabwehr von der Féhigkeit der Pflanze
abhangt, komplexe statt einfache Pathogenstrukturen wahrzunehmen (Boller, 1995; Ebel und
Scheel, 1997; Nurnberger und Brunner, 2002). Dabei sind die Muster der durch generelle
Elicitoren bzw. durch AVR-Proteine (spezielle Elicitoren) ausgeldsten Abwehrmechanismen
in Pflanzen sehr dhnlich (Yang et al., 1997; Nlrnberger und Scheel, 2001).

Obwohl die Mechanismen der Signalwandlung vergleichbar sind, werden nach der Erkennung
des Pathogens durch die Pflanze nur fiur diese Interaktion spezifische
Signaltransduktionskomponenten sowie entsprechende sekundére Botenstoffe aktiviert. So
werden in einer sehr schnellen Reaktion lonenkanéle der Plasmamembran aktiviert, so dass es
zum Efflux von CI'™- und K* sowie dem Influx von H" und Ca?* kommt (Atkinson et al., 1996;
Gelli et al., 1997; Jabs et al., 1997; Zimmermann et al., 1997; Blatt et al., 1999; Klisener und
Weiler, 1999). Dabei deuten verschiedene Inhibitor- und Effektorstudien daraufhin, dass
heterotrimere G-Proteine als Bindeglied zwischen Elicitorperzeption und den lonenfliissen
fungieren konnten (Beffa et al., 1995; Kawasaki et al., 1999). Durch den Anstieg der
cytosolischen Ca”*-Konzentrationen und die Depolarisierung der Plasmamembran wird die
Bildung von extrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid
(H20,), Superoxidanionen (O,") und Hydroxylradikalen (OH"), dem oxidative burst, induziert
(Grant und Loake, 2000; Blume et al., 2000). Dabei wirken die durch membranstandige
NADPH-Oxidasen und/oder apoplastische Peroxidasen gebildeten ROS nicht nur toxisch auf
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eindringende Pathogene (Lamb und Dixon, 1997), sondern katalysieren aulerdem die
oxidative Vernetzung der Zellwand und sind an Signaltransduktionskaskaden beteiligt
(Bradley et al., 1992). Neben der ROS-vermittelten oxidativen Vernetzung der Zellwand wird
die Penetrationsstelle zusatzlich durch die Auflagerung von Kallose auf die Plasmamembran
(Kauss et al., 1989), die Einlagerung von Lignin sowie durch die Einlagerung und Vernetzung
der im Verlauf der Pathogenese neusynthetisierten hydroxyprolin- und prolinreichen
Glykoproteine verstarkt (Bowles 1990, Bradley et al., 1992).

Um eine Ausbreitung des Pathogens in nichtinfiziertes Gewebe zu verhindern, kommt es zur
Auslosung der Hypersensitiven Reaktion (HR) und damit zum Absterben der pflanzlichen
Zellen am Infektionsort durch die Aktivierung des programmierten Zelltods (PCD). Dabei
steht die HR in direktem Zusammenhang mit der massiven Produktion von ROS. Das
Absterben der Zellen fihrt zu makroskopisch sichtbaren Nekrosen. Obwohl die HR
Bestandteil sowohl der Nichtwirts- als auch der Wirtsresistenz ist, konnte ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Ausprdgung der HR und der Induktion anderer
Abwehrmechanismen bzw. von Resistenz nicht nachgewiesen werden (Kombrink und
Schmelzer, 2001). Im Zusammenspiel mit ROS konnte auch fir Stickstoffmonoxid (NO) die
Beteiligung an der transkriptionellen Aktivierung pflanzlicher Abwehrgene beschrieben
werden (Durner et al., 1998; Klessig et al., 2000; Wendehenne et al., 2001).

Einen wesentlichen Teil der Signaltransduktionskaskade bildet die de novo-Synthese
zahlreicher Proteine, die durch eine transkriptionelle Aktivierung der korrespondierenden
Gene ausgeldst wird. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass MAP (mitogen
activated protein)-Kinasekaskaden wesentlicher Bestandteil der Signaltransduktion sind
(Zhang und Klessig, 2001; Jonak et al., 2002). So konnte in Petersilie die Beteiligung einer
nach Behandlung mit Pepl3 in den Zellkern translozierten MAPK an der Aktivierung der
Abwehrgenexpression, die von Transkriptionsfaktoren des WRKY -Typs abhangig ist, gezeigt
werden (Ligterink et al., 1997; Kroj et al., 2003). Die aktivierten Gene kodieren u.a. fur
Enzyme des generellen Phenylpropanstoffwechsels, wie z. B. Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
(PAL), die Zimtsdure-4-Hydroxylase (C4H) und die 4-Cumarat:CoA-Ligase (4CL), die die
Akkumulation von Phytoalexinen und die Synthese von Ligninvorstufen katalysieren
(Weisshaar und Jenkins, 1998).

Aulerdem akkumulieren die Transkripte der sogenannten pathogenesis related proteins (PR-
Proteine) und anderer defense related proteins. PR-Proteine sind durch ihre Abwesenheit in
gesunden Pflanzen charakterisiert. Sie wurden bislang in mehr als 40 Spezies gefunden und
werden in mindestens 14 Klassen eingeteilt. Zu ihnen zéhlt man die 3-1,3-Glucanasen (PR-2),
Chitinasen (PR-3, 4, 8, 11), Proteinase-Inhibitoren (PR-6), Endoproteinasen (PR-7),
Peroxidasen (PR-9), Proteine mit Ahnlichkeiten zu Ribonukleasen (PR-10) sowie Proteine mit
antifugalen Eigenschaften (Hammond-Kosack und Jones, 2000). Neben den klassischen PR-
Proteinen akkumulieren nach Pathogenbefall auch glycinreiche Proteine (Bowles, 1990),
Defensine (Penninckx et al., 1996), Thionine (Epple et al., 1995) und Lipoxygenasen (Rosahl,
1996). Lipoxygenasen sind an der Synthese von Signalmolekulen wie der Jasmonséure (JA)
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und der Bildung antimikrobieller Verbindungen wie z. B. Cg-Aldehyden beteiligt (Blee,
1998).

Im Zuge der Signaltransduktion und der damit einhergehenden Signalverstarkung werden
neben JA auch andere sekundare Signalmolekiile gebildet. Zu diesen sekundéren
Signalmolekilen gehoren Salicylsdure (SA) und Ethylen (ET). Untersuchungen an
Arabidopsis-Mutanten legen die Vermutung nahe, dass biotrophe Pathogene SA-abhangige
Abwehrreaktionen induzieren, wahrend JA und Ethylen zur Abwehr nekrotropher Pathogene
und Herbivore von entscheidender Bedeutung sind (Thomma et al., 2001; Howe et al., 1996;
McConn et al., 1997). Neben der lokalen Abwehr sind die sekundéren Signalmolekiile auch
Bestandteil der induzierten Resistenz.

1.3 Induzierte Systemische Resistenz

Bei vielen Pflanzen kann durch eine lokal begrenzte Infektion eine systemische Resistenz
ausgelost werden, die zu einer Reduktion der Krankheitssymptome nach erneutem
Pathogenbefall im nicht-infizierten Gewebe fhrt.

Man unterscheidet zwei Formen der systemischen Resistenz. Die systemisch erworbene
Resistenz (SAR, systemic acquired resistance) ist durch ihre langanhaltende Wirkung
(Wochen bis Monate) gegenuber einer Vielzahl von Pathogenen gekennzeichnet (Ryals et al.,
1996; Sticher et al., 1997). Daneben wurde die durch nicht-pathogene Wurzelbakterien
hervorgerufene induzierte systemische Resistenz (ISR) beschrieben (Pieterse et al., 1998).
Bisher ist SAR am besten in Arabidopsis (Uknes et al., 1992; 1993; Cameron et al., 1994;
Kunkel und Brooks, 2002), Tabak und Gurke (Métraux et al., 1991; Ward et al., 1991;
Vernooij et al., 1995; Friedrich et al., 1996) untersucht. Sie konnte aber auch in Tomate
(Cohen et al., 1993; 1994, Cohen, 1994), Kartoffel (Stromberg und Brishammar, 1991; 1993;
Cohen et al., 1993; Coquoz et al., 1995; Kombrink et al., 1995) und anderen dikotelydonen
Pflanzen beschrieben werden (Madamanchi und Kuc, 1991; Kessmann et al., 1994a; b). Auch
fir die monokotelydonen Pflanzen Reis und Gerste ist die SA-abhangige systemische
Resistenz bekannt (Smith und Métraux, 1991; Reimmann et al., 1995; Gorlach et al., 1996).
Die Auspragung der SAR korreliert mit der Akkumulation von SA sowohl am Infektionsort
als auch im systemischen Gewebe. Ebenso fiihrt die exogene Applikation von SA oder ihrer
biologisch  aktiven Analoga wie INA (2,6-Dichlorisonikotinsdure) und BTH
(Benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothiosiure-S-Methylester) zur Aktivierung von SAR. Im
Gegensatz dazu wird die Auspragung der SAR durch die Expression des bakteriellen
Salicylathydroxylasegens (nahG), welches SA durch Umwandlung in Catechol inaktiviert,
verhindert (Gaffney et al., 1993). Damit konnte SA als notwendiges und hinreichendes
Signalmolekil zur SAR-Induktion bestatigt werden (Ryals et al., 1996).

Dagegen benétigt die durch nicht-pathogene Wurzelbakterien hervorgerufene induzierte
systemische Resistenz (ISR) eine funktionelle JA- und Ethylen-Signaltransduktion
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(Penninckx et al., 1998; Pieterse et al., 2001). Diese Form der systemischen Resistenz ist im
Gegensatz zur SAR unabhéngig von der Akkumulation von SA.

In diesem Zusammenhang lassen sich verschiedene Signaltransduktionswege definieren (Abb.
1-2). So kommt es SA-abhédngig zur Aktivierung von PR1, PR2 und PR5 und somit zur
Auspragung der SAR. Daneben wurden zwei verschiedene JA/Ethylen-abhdngige Signalwege
beschrieben, von denen einer zur Aktivierung von pflanzlichen Defensinen (wie z. B.
PDF1.2) und der andere zur Auspragung der ISR fiihrt (Penninckx et al., 1996; Penninckx et
al., 1998; Pieterse et al., 1998). In Abhangigkeit vom Pathogen kann die Zusammensetzung
der von der Pflanze gebildeten SA- bzw. JA/Ethylenabhé&ngigen Abwehrkomponenten
variieren. Die Pflanze nutzt diese Mdglichkeit zur Signalvernetzung, dem sogenannten
crosstalk, zwischen SA- bzw. JA/ET-abhdngigen Signalwegen zur Feinabstimmung der
Abwehrmechanismen entsprechend dem eindringenden Pathogen (Kunkel und Brooks, 2002;
Glazebrook et al., 2003; siehe 1.4).

1.3.1 Salicylat-abhangige systemische Resistenz

Die Auspragung der SAR korreliert mit der Akkumulation von SA und der systemischen
Aktivierung verschiedener PR-Gene. Zu diesen Genen zadhlen u. a. 1,3-B-Glukanasen,
Chitinasen und PR1-Proteine, die gleichzeitig als Marker fur SAR genutzt werden (Ryals et
al., 1996).

Inzwischen geben eine Vielzahl von Arabidopsis-Mutanten einen naheren Einblick in den
SAR-Signalweg. So zeigen A. thaliana-Mutanten, die in der Synthese von SA beeintrachtigt
sind, eine erhéhte Suszeptibilitat gegeniiber verschiedenen Pathogenen (Kunkel und Brooks,
2002).

SA wird in Pflanzen aus Phenylalanin und alternativ aus Chorismat synthetisiert (Ubersicht in
Shah, 2003). Dabei scheinen die Proteine SID2 und EDS5 direkt beteiligt zu sein (Kunkel und
Brooks, 2002; Wildermuth et al., 2001; Nawrath und Métraux, 1999). SID2 (salicylic-acid-
induction deficient2) kodiert fur eine putative chloroplastenlokalisierte Ischorismatsynthase,
welche vermutlich SA Uber den alternativen Weg synthetisiert (Shah, 2003). EDS5 (enhanced
disease susceptibility 5) zeigt Homologien zu Proteinen der Familie der MATE (multidrug
and toxin extrusion)-Typ-Transporter und kénnte am Transport phenolischer Vorstufen von
SA beteiligt sein (Nawrath et al., 2002). Die Expression von EDS5 ist von EDS1, EDS4 und
PAD4 (phytoalexindeficient 4) abhdngig (Nawrath et al., 2002). Diese Proteine zeigen
Homologien zu Lipasen und sind wahrscheinlich an der Regulation der SA-Synthese beteiligt
(Feys et al., 2001; Glazebrook, 2001, Jirage et al., 1999).

Pfropfungsexperimente mit nahG-Pflanzen bestatigten zwar die Notwendigkeit der
Akkumulation von SA zur Auspragung der SAR, zeigten aber gleichzeitig, dass SA nicht
selbst als systemisches Signal fungiert (Vernooij et al., 1994; Yu et al., 1997). Bisher gelang
es jedoch nicht, das mobile Signal, welches zur de novo-Synthese von SA in den nicht-
infizierten Pflanzenteilen flihrt, zu isolieren.
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Ein wesentlicher Aspekt hinsichtlich der Rolle von SA bei der Induktion von SAR war die
Identifizierung von Faktoren, die das SA-Signal mit der Expression von PR-Genen verbinden.
Interessanterweise konnten bis jetzt nur A. thaliana-Mutanten eines genetischen Locus, nprl
(nonexpressor of PR genes, auch als nim1 und sail bekannt), die die SA-Signalkaskade in A.
thaliana unterbrechen, isoliert werden (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995; Glazebrook et
al., 1996; Shah et al., 1997). Das lasst darauf schliessen, dass NPR1 entweder die einzige
Proteinkomponente zwischen SA-Akkumulation und der Auspragung der SAR ist oder dass
andere Signalkomponenten entweder redundant oder lebensnotwendig fur Pflanzenwachstum
und Entwicklung sind (Mou et al., 2003). Die nprl-Mutanten sind nicht mehr in der Lage, auf
verschiedene SAR-induzierende Agenzien zu antworten, Transkripte verschiedene PR-Gene
zu akkumulieren und zeigen eine erhohte Anfalligkeit gegenlber einer Vielzahl von
Pathogenen. Das legt die Vermutung nahe, dass es sich bei NPR1 um einen positiven SAR-
Regulator handelt, der fir die Weiterleitung des SA-Signals bis zur Aktivierung der PR-
Genexpression verantwortlich ist (Mou et al., 2003). NPR1 kodiert fur ein Protein, welches
uber ein Kernlokalisierungssignal (NLS) sowie zwei potentielle Protein-Protein-
Interaktionsdomanen: eine Ankyrinwiederholungsdoméne und eine BTB/POZ (broad-
complex, tramtrack, and brica-brac/poxvirus, zinc finger)-Domane verflgt (Aravind und
Koonin, 1999; Cao et al., 1997; Kinkema et al., 2000). Im Two-Hybrid-System von Hefe
konnte die Interaktion von NPR1 mit bZIP-Transkritionsfaktoren gezeigt werden (Després et
al., 2000; Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2000). Jedoch fiihrte die Uberexpression von NPR1
nur unter SAR-induzierenden Bedingungen zur Aktivierung der PR1-Expression und zur
Resistenz. Das deutet daraufhin, dass NPR1 erst durch die Aktivierung mittels SA funktional
wird (Cao et al., 1998). Da eine direkte Interaktion von SA und NPR1 ausgeschlossen werden
kann (Mou et al., 2003), muss ein zusatzliches Bindeglied zwischen SA und NPR1 existieren.
Tatséchlich beobachteten Mou et al. 2003, dass Veranderungen im Redoxstatus der Zelle
nach Pathogenbefall oder nach Behandlung mit SA bzw. INA an der Umwandlung der
oligomeren Form von NPR1 in seine monomere Form beteiligt sind. Da nur die monomere
Form von NPRL1 in den Zellkern transportiert wird, gilt sie als die aktive Form, die letztlich
auf Proteinebene mit der TGA-Unterklasse der bZIP (basic leucine -zipper)-
Transkriptionsfaktoren interagiert und nachfolgend zur Aktivierung der PR-Genexpression
fihrt (Després et al., 2000; Fan und Dong, 2002; Després et al., 2003; Mou et al., 2003).
Dabei bleibt die Frage, wie SA an der Verdnderung des Redoxstatus bzw. der
Redoxhom@ostase der Zelle beteiligt ist.

Trotz der zentralen Rolle von NPR1 in der Pathogenabwehr konnte PR-Genexpression auch
in nprl-Mutanten nach Behandlung mit Pathogenen beobachtet werden (Bowling et al., 1997,
Clarke et al., 1998; Shah et al., 1999, 2001; Kachroo et al., 2000; Shirano et al., 2002). Dabei
reprasentiert die nprl-Suppressormutante ssi2 (suppressor of salicylic acid-insensitivity2)
eine dieser Komponenten des NPR1-unabhéngigen Signalwegs (Shah et al., 2001). Der ssi2-
Phanotyp ist durch die konstitutive Aktivierung der PR-Genexpression, die Bildung von
Lasionen und durch die Resistenz gegenuber verschiedenen Pathogenen gekennzeichnet. Mit
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Hilfe von ssi2 nahG-Pflanzen konnte gezeigt werden, dass dieser Phanotyp von erhdhten SA-
Gehalten abhangig ist (Shah et al., 2001). Parallel dazu ist die Induktion einiger, aber nicht
aller JA-abhéngiger Abwehrreaktionen in ssi2-Pflanzen beeintrachtigt (Shah et al., 2001;
Kachroo et al., 2001). SSI2 kodiert fur eine Stearoyl-ACP-Desaturase, welche den ersten
Schritt der Umwandlung von Stearinsdure (18:0) zu Linolensaure (18:3), dem
Vorladufermolekil von JA, katalysiert. Das Wildtyp-SSI2-Gen reprimiert somit die
Pathogenabwehr, indem es Einfluss auf die Bildung eines Lipidmolekils hat, das fur die
Aktivierung sowohl der SA-Synthese als auch des NPR1-unabhangigen Signalwegs bendtigt
wird (Kachroo et al., 2001). Einen weiteren Hinweis, dass Lipide an der NPR1-unabh&ngigen
Auspragung des ssi2-Phdnotyps beteiligt sind, liefern die sfd (suppressor of fatty acid
desaturase deficiency)-Mutanten. Sie wurden als Suppressormutanten von ssi2 identifiziert, d.
h. sie verhindern in diesen Mutanten die konstitutive Aktivierung der PR-Genexpression
sowie die verstarkte Resistenz gegenuber Pathogenen (Nandi et al., 2003). Im Gegensatz zu
nprl- bzw. SA-Biosynthesedefizienten Mutanten (wie z. B. eds5) ist in sfdl nur die
Auspragung der SAR nicht aber die lokale Resistenz gegeniiber verschiedenen Pathogenen
beeintrachtigt, was auf eine fehlende Akkumulation von SA in den distalen Bléattern
zurlickzufuhren ist (Nandi et al., 2004). SFD1 kodiert fur eine DHAP-Reduktase, die die
Bildung von Glycerin-3-Phosphat aus Dihydroxyacetonphosphat katalysiert (Nandi et al.,
2004). Man vermutet, dass SFD1 direkt oder indirekt an der Bildung oder Weiterleitung eines
mobilen Signals im Zuge der Auspragung der SAR beteiligt ist (Nandi et al., 2004). Da die
Applikation von SA nicht zur konstitutiven PR-Genexpression in den sfd ssi2 nprl-Mutanten
flihrt, lasst darauf schliessen, dass das gebildete mobile Signal von SA verschieden sein muss
(Nandi et al., 2003).

Auch die Arabidopsis-Mutanten ssil, cpr5 und cpr6 (constitutive expressor of PR-genes 5 und
6) sowie hrll (hypersensitive response-like lesionsl) sind in der Lage, den nprl-Phé&notyp
zumindest teilweise zu unterdriicken und sind damit an der Aktivierung eines NPR1-
unabhéngigen, SA-abhangigen Abwehrmechanismus beteiligt (Shah et al., 1999; Clarke et al.,
2000; Devadas et al., 2002; Shah et al., 2003). Dabei kommt es in der ssil-Mutante SA-
abhéangig zur konstitutiven Expression des JA-abhéngigen Markergens PDF1.2, was darauf
schliessen lasst, dass das SSI1-Protein zusammen mit CPR5 und CPR6 an der
Signalkommunikation zwischen SA- und JA-abhangigen Signalwegen teilnimmt (Shah et al.,
1999). So ist Aktivierung des NPR1-unabhé&ngigen, SA-abh&ngigen Abwehrmechanismus von
einem funktionellen JA- und/oder- ET-Signalweg abhangig (Clarke et al., 2000; Devadas et
al., 2002).

Um der Frage der Verkniipfung von SA und NPR1 ndherzukommen, wurde nach putativen
SA-bindenden Effektorproteinen gesucht. Dabei zeigten die bisher untersuchten SA-
bindenden Proteine wie z. B. Katalase, Ascorbat-Peroxidase und Carboanhydrase nur eine
niedrige Bindungsaffinitat zu SA (Kqvon 14-3,7 uM) (Chen et al., 1993a; Chen et al., 1993b;
Durner und Klessig, 1995; Slaymaker et al., 2002). Inzwischen konnte jedoch ein l6sliches
SA-bindendes Protein 2 (SABP2) identifiziert werden, welches nur sehr gering abundant ist
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(10 fmol/mg) und uber eine hohe Affinitat zu SA verfigt. Diese Bindung ist reversibel und
fur SA und die SAR-induzierenden Analoga spezifisch (Kumar und Klessig, 2003). SABP2
ist ein Mitglied der o/f fold Hydrolase-Superfamilie, die aus Proteinen mit verschiedenen
Enzymaktivitdten besteht. Es konnte fur das rekombinante SABP2-Protein eine
Lipaseaktivitét, die in Gegenwart von SA verstérkt wird, gezeigt werden. Pflanzen, in denen
SABP2 nicht mehr gebildet wird, sind unfahig, lokale Resistenz bzw. SAR zu aktivieren, und
zeigen den vollstandigen Verlust der Fahigkeit auf SA zu antworten, was dem nprl-Phanotyp
sehr &hnlich ist. Diese Eigenschaften konnten dafiir sprechen, dass SABP2 als SA-Rezeptor
fungiert (Kumar und Klessig, 2003).

1.3.2 Salicylat-unabhéngige Abwehrmechanismen

Mit Hilfe von nahG-Pflanzen konnten Abwehrmechanismen beobachtet werden, die nicht
durch die Abwesenheit von SA beeintrachtigt sind. So konnte eine SA-unabhédngige PR-
Genexpression in verschiedenen Pflanze-Pathogen-Interaktionen gezeigt werden (Vidal et al.,
1997; Zoubenko et al., 1997; Penninckx et al., 1996). Daneben sind auch nichtpathogene
Wurzelbakterien in der Lage, eine Form der induzierten Resistenz zu erzeugen. Diese Form
wird als ISR (induzierte systemische Resistenz) bezeichnet. Im Gegensatz zu den
beschriebenen Abwehrmechanismen geht die ISR weder mit der Bildung von Lé&sionen noch
mit der Aktivierung bisher bekannter Abwehrgene einher. Interessanterweise ist die ISR
jedoch von NPR1 abhéngig (Pieterse et al., 1998) und unterscheidet sich auch in diesem
Punkt grundsétzlich von der pathogeninduzierten SA-unabhéngigen Aktivierung von
Abwehrgenen.

An allen bisher untersuchten SA-unabhéngigen Signalwegen sind JA und/oder ET beteiligt
(Pieterse und van Loon, 1999).

1321 JA-abhangige Abwehrmechanismen

Der Jasmonsdure und ihrer cyclopentanonischen Derivate, die man zusammenfassend auch als
Octadecanoide bezeichnet, kommen neben der bereits erwahnten Abwehr von Pathogenen
auch wesentliche Funktionen in der pflanzlichen Entwicklung, wie z. B. in der Samen-,
Bllten- und Fruchtentwicklung sowie in der Wundantwort, zu. Dartiberhinaus wirkt JA
wachstumshemmend, seneszenzfordernd und ist an der Mechanotransduktion beteiligt
(Feussner und Wasternack, 2002; Reymond und Farmer, 1998; Creelman und Mullet, 1997;
Wasternack und Parthier, 1997).

Die Biosynthese von JA beginnt mit der Freisetzung von Linolensdure mittels einer
Phospholipase Al (Ishiguro et al., 2001) aus der Chloroplastenmembran, die anschlieRend
durch die Aktivitaten der Allenoxidsynthase (AOS) und der Allenoxidcyclase (AOC) in 12-
oxo-Phytodienséure (OPDA) umgewandelt wird.
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OPDA ist in den Bléattern von Arabidopsis zu tiber 90 % als sn1-O-(12-oxophytodienoyl)-sn2-
O(hexadecatrinoyl)-monogalactosyldiglycerid in der Chloroplastenmembran gespeichert. Es
gibt Hinweise, dass die Freisetzung von OPDA mittels spezifischer snl-Lipasen erfolgt, was
den sehr schnellen Anstieg von freier OPDA und JA nach Verwundung begrinden kdnnte
(Stelmach et al., 2001, Turner et al., 2002).

Im weiteren Verlauf erfolgt die vermutlich in den Peroxisomen stattfindende Umwandlung
von OPDA zu JA durch die Reduktion mittels OPR3 und anschlieRender R-Oxidation
(Ubersicht in Feussner und Wasternack, 2002). AnschlieBend kann JA im Cytosol durch die
Aktivitadt der Jasmonséure-Carboxylmethyltransferase (JMT) zu seinem fliichtigen Derivat
Methyljasmonat (MeJA) umgewandelt werden (Seo et al., 2001).

Membranlipide

Phospholipase A1
_ N COOH
MGt NG T o NG R TN
a-Linolensédure
13-LOX
OOH A
WW\/\/COOH
13(S)-HPOT
AOS
\AAMVVCOOH
AOC
O v
OPDA
l OPDA-Reduktase
o
COOH
l 3 x p-Oxidation
o}
J
JMT
o

MeJA

Abb. 1-1. Hauptweg der Jasmonat-Biosynthese
Die Abbildung wurde aus Cheong und Choi (2003) enthommen. Die Abkurzungen sind im Text erldutert.

Transgene, JMT-uberexprimierende Pflanzen zeigen bei gleichem JA-Gehalt einen 3fach
erhdhten Gehalt an MelJA, die konstitutive Expression von JA-responsiven Genen (VSP,
PDF1.2) und eine erhohte Resistenz gegentber dem virulenten Pilz Botrytis cinerea, was die
Bedeutung von MeJA in der Pathogenabwehr unterstreicht (Seo et al., 2001).
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Auch A. thaliana-Mutanten, die in der JA-Biosynthese (wie z. B. fad3/fad7/fad8-
Tripelmutanten, fatty acid desaturase; opr3, 12-oxophytodienoic acid reductase3) oder der
JA-Perzeption (wie z.B. coil, coronative insensitive 1 und jarl, jasmonic acid resistantl)
beeintréchtigt sind, zeigen eine erhéhte Anfalligkeit gegenuber einer Vielzahl von Pathogenen
einschlieBlich Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea, Pythium sp. und Erwinia carotovora
(Turner et al., 2002). Diese erhdhte Anfélligkeit gegeniiber verschiedenen Pathogenen ist
verbunden mit der verminderten Transkriptakkumulation verschiedener Jasmonat-abhangiger
Abwehrgene, wie z. B. PDF1.2 (Plant Defensinl.2), THI2.1 (Thionin2.1), HEL (Hevein-like
Protein) und CHIB (ChitinaseB) (Turner et al., 2002).

COI1 kodiert fur ein Protein, welches eine N-terminale F-Boxdoméane und 16 LRR-Doménen
enthalt (Xie et al., 1998). F-Box-Proteine fungieren als Rezeptoren, die selektiv regulatorische
Proteine als Substrate der Ubiquitinierung zufiihren (Cheong und Choi, 2003). Es konnte
gezeigt werden, dass COI1 an der Bildung eines funktionalen E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes
(SCF®®") beteiligt ist. SCF-Komplexe bilden die groRte Gruppe der E3-Ubiquitin-Ligasen
und bestehen aus 4 Untereinheiten: SKP1; einem Protein der Cullin-Familie; einem kleinen
RING-Fingerprotein (RBX1/ROC1/HRT1) und einem F-Box-Protein, das direkt an das
Substrat Uber Protein-Protein-Interaktionsdomanen bindet. Man vermutet, dass SCF®°"
Regulatoren des JA-Signalweges der Ubiquitinierung und dem anschlieBenden Abbau durch
das 26S-Proteosom zufiihrt (Feng et al., 2003).

JAR1 kodiert fiir ein Adenylat-bildendes Enzym, das Ahnlichkeiten zur Luziferase aus dem
Glihwirmchen hat. Mdglicherweise aktiviert JAR1 verschiedene Cyclopentanone durch
Adenylierung ihrer Carboxylgruppen und fiihrt damit zur Regulation der Hormonaktivitat der
Jasmonate (Staswick et al., 2002).

Die JA-Biosynthesemutante opr3 enthalt einen Defekt im OPDA-Reduktase-Gen und kann
JA in nur sehr geringen Konzentrationen (nach Verwundung ca. 4 % des WT-Gehaltes) bilden
(Stintzi et al., 2001). Mit Hilfe dieser Mutante konnte gezeigt werden, dass OPDA als
eigenstandiges Signalmolekul angesehen werden kann und fir die Resistenz von A. thaliana
gegen das nekrotrophe Pathogen Alternaria brassicicola und gegen das Schadinsekt Bradysia
ausreichend ist (Stintzi et al., 2001).

Im Gegensatz dazu existieren verschiedene Mutanten, die eine erhohte oder konstitutive JA-
Antwort zeigen. Dazu z&hlt man die Mutanten cevl (constitutive expression of VSP1), cexl
(constant expression of JA-inducible genes) und verschiedene cet- (constitutive expressor of
thionin) und joe- (Jjasmonate overexpressing) Mutanten (Ellis und Turner, 2001; Xu et al.,
2001; Hilpert et al., 2001; Jensen et al., 2002). Bisher ist die Ursache fir die konstitutive JA-
Antwort in diesen Mutanten noch nicht gefunden. Lediglich fiir cevl konnte man zeigen, dass
der Phénotyp auf einer Mutation im Cellulosesynthasegen CeSA3 beruht, welche
maoglicherweise zur Freisetzung von Oligosacchariden und anderen Zellwand-abstammenden
Komponenten und damit zur Aktivierung der JA-Synthese fiihrt (Ellis et al., 2002). CEV1
konnte im Gegensatz zu CEX1 oberhalb von COI1 in die Signalkaskade eingeordnet werden,
CEX1 unterhalb von COI1. Charakteristisch fiir die cet-Mutanten ist die spontane Bildung
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von Nekrosen. Dabei verfligen die Mutanten cetl und cet3 (ber konstitutiv hohe
Konzentrationen an JA und OPDA (Weber, 2002)

1.3.2.2 ET-abhangige Abwehrmechanismen

Die Rolle von Ethylen in der Pathogenabwehr ist umstritten. So tragt ET einerseits zur
Resistenz in einigen Pflanze-Pathogen-Interaktionen bei, andererseits fordert ET in einigen
Fallen auch die Erkrankung der Pflanze (Kunkel und Brooks, 2002). So zeigt die A. thaliana-
Mutante ein2 (ethylene insensitive2) eine erhohte Anfalligkeit gegentiber B. cinerea (Thomma
et al., 1999) und E. carotovora (Norman-Setterblad et al., 2000), aber schwéachere Symptome
nach Infektion mit P. syringae bzw. Xanthomonas campestris pv. campestris (Bent et al.,
1992).

Im Folgenden soll der ET-Signalweg kurz skizziert werden (Ubersicht in Gou und Ecker,
2004). ET bindet an seine Rezeptoren (ETR1/ETR2, ethylene receptor; ERS1/2, ethylene
response sensor; EIN4, ethylene insensitiv4) mit Hilfe eines Cu-Cofaktors und inaktiviert den
Rezeptor, der konstitutiv CTR1 (constitutive triple responsel) aktiviert. CTR1 kodiert fur eine
Ser/Thr-Kinase, die als negativer Regulator der ET-Signaltransduktion fungiert. EIN2, EIN3
EIN5 und EING sind positive Regulatoren der ET-Antwort und befinden sich unterhalb von
CTRL1 in der Signalkaskade. EINZ2 ist ein integrales Membranprotein, dessen Funktion noch
nicht aufgeklart ist. Bei EIN3 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor (TF), der die
Expression von entsprechenden Zielgenen, wie z. B. ERF1 (ethylene response factorl),
reguliert. ERF1 gehort zur Familie der TF, die Uber eine APETALA2-Domane verfligen und
damit an GCC-Boxen verschiedener ET-induzierbarer Abwehrgene bindet (Hao et al., 1998;
Guo und Ecker, 2004).

Die verdnderte Pathogenabwehr von ein2-Mutanten ist generell mit der beobachteten
Pathogenabwehr der coil und jarl JA-Signalmutanten vergleichbar. So erfordert die
Expression verschiedener JA-abhéngiger Abwehrgene, wie z. B. PDF1.2 auch EIN2
(Penninckx et al., 1998).

ET ist zusammen mit JA auch an der Auspragung der ISR, der systemischen, durch nicht-
pathogene Bakterien induzierten Resistenz, beteiligt (Kunkel und Brooks, 2002).

1.4 Crosstalk der verschiedenen Abwehrmechanismen

Anhand der bisher hauptsdchlich in A. thaliana untersuchten Pflanze-Pathogen-Interaktionen
konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Abwehrmechanismen sich gegenseitig durch
positive und negative regulatorische Interaktionen beeinflussen (Kunkel und Brooks, 2002).

Fur den Crosstalk zwischen dem SA- und dem JA-Signalweg gibt es Hinweise sowohl fir
positive als auch negative Interaktionen. Dennoch ist die Mehrzahl der Interaktionen von
antagonistischer Art (Kunkel und Brooks, 2002). So konnte fir die A. thaliana-Mutanten
eds4, pad4 und nprl, die Gber eine beeintrachtige SA-Signaltransduktion verfugen, eine
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erhohte Induktion von JA-responsiven Genen beobachtet werden. Neuere Untersuchungen
deuten daraufhin, dass die zelluldre Lokalisierung von NPR1 eine entscheidende Rolle bei der
SA-vermittelten Unterdriickung von JA-responsiven Genen spielen kénnte (Spoel et al.,
2003). Umgekehrt deutet die Analyse der A.thaliana JA-Signalmutanten mpk4 und coil auch
auf eine negative Regulation von SA-vermittelten Abwehrmechanismen durch JA hin
(Petersen, et al., 2000; Kachroo et al., 2001; Kloek et al., 2001).

Nach Pathogenerkennung kommt es zur Veranderung der endogenen SA- und JA-
Konzentrationen. Dieser zellulare Konzentrationsunterschied von SA und JA bestimmt die
Expression des Transkriptionsfaktors WRKY70. So flihrt der Anstieg der SA-Konzentration
zu einer Aktivierung der WRKY70-Genexpression, wahrend JA reprimierend wirkt. Damit
konnte WRKY70 als ein wesentlicher Knotenpunkt der SA- und der JA-Signalkette
identifiziert werden (Li et al., 2004).

Die Uberwiegende Mehrzahl der Interaktionen zwischen dem JA- und dem ET-Signalweg sind
von synergistischer Natur. So sind in A. thaliana sowohl JA als auch ET an der Expression
von PDF1.2 nach Infektion mit A. brassicicola (Penninckx et al., 1996) und an der
Expression von PDF1.2, HEL und CHIB nach Behandlung mit E. carotovora-Kulturfiltrat
beteiligt (Norman-Setterblad et al., 2000). Mit dem TF ERF1 konnte ein Knotenpunkt der JA-
und ET-Signalkaskade identifiziert werden. So ist die Expression von ERF1 sowohl von JA
als auch von ET abhingig und ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass beide
Signalwege fur die Ausbildung der Resistenz gegeniber verschiedenen nekrotrophen
Pathogene ben6tigt werden (Thomma et al., 2001; Lorenzo et al., 2003). Damit ist ERF1 fir
die Aktivierung von JA/ET-abhangigen Genen verantwortlich (Lorenzo et al., 2003).
Daneben konnten mittels Mikroarray-Analysen auch die JA bzw. ET unabhangige Regulation
verschiedener Gengruppen gezeigt werden (Schenk et al., 2000).

Hinsichtlich der Vernetzung des SA-Signalwegs mit dem ET-Signalweg steht nur eine
begrenzte Anzahl an Daten zur Verfligung. In den bereits erwahnten Mikroarray-Analysen
konnte eine synergistische Wirkung von SA und ET hinsichtlich der Expression verschiedener
Abwehrgene beobachtet werden (Schenk et al., 2000). Dabei erfordert die SA-abhdngige
Genexpression keine intakte ET-Signaltransduktion. In anderen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass die Applikation von ET die SA-vermittelte Induktion von PR1 verstérkt
(Lawton et al., 1994). Im Gegensatz dazu beobachtete man in ein2-Mutanten eine erhohte
PR1-Grundexpression, wodurch die Komplexitdt im Crosstalk zwischen SA und ET
unterstrichen wird (Lawton et al. 1994; Kunkel und Brooks, 2002).
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Abb. 1-2. Modell der systemischen Signaltransduktion in A. thaliana

Dargestellt sind die systemischen Signaltransduktionswege, die nach Pathogenbefall bzw. durch nicht-pathogene
Wourzelbakterien induziert werden. Man unterscheidet grundsatzlich SA-abhangige Abwehrmechanismen (SAR)
sowie SA-unabhangige, JA/ET-abhangige Signalwege (ISR; Aktivierung der Defensine). Die Proteine, die Teil
der Signalkette sind bzw. induzierend (griin) oder reprimierend (rot) wirken, wurden durch Mutanten in A.
thaliana identifiziert und sind im Kapitel 1.3 und 1.4 néher erlautert. Die Ubersicht wurde leicht verandert aus
Kunkel und Brooks (2002) entnommen.

1.5 Systemische Resistenz in Kartoffel

Systemische Resistenz in Kartoffel kann durch Infektion mit Pathogenen wie Phytophthora
infestans (P. infestans) (Stromberg und Brishammar, 1991; Stromberg, 1995; Kombrink et al.,
1996), aber auch durch Behandlung mit Arachidonsdure (AA), als Bestandteil pilzlicher
Membranen, und anderen mehrfach ungesattigten Fettsauren (Cohen et al., 1991; Coquoz et
al., 1995) sowie durch Behandlung mit JA und MeJA (Cohen et al., 1993) erreicht werden.
Die lokale Inokulation mit dem Brassica-Pathogen Pseudomonas syringae pv. maculicola M2
(Psm M2), flr das Kartoffel kein Wirt ist, fuhrt ebenfalls zur Etablierung der SAR (Kombrink
et al.,, 1995; Wegener, 1996). Dabei korreliert die Bildung der Nekrosen sowohl mit der
systemischen Aktivierung von Abwehrgenen als auch mit der Reduktion der
Krankheitssymptome nach anschlieRender Infektion mit P. infestans (Kombrink et al., 1996;
Kombrink und Schmelzer, 2001).

Im Gegensatz zu anderen Pflanzen ist Uber mdgliche Signalmolekdile, die an der Ausbildung
der SAR in Kartoffel beteiligt sein kdnnten, nur wenig bekannt.

In Analogie zur SAR in Arabidopsis und Tabak wurde zundchst SA als mdgliches
Signalmolekil betrachtet. Im Gegensatz zu diesen Systemen verfligt die Kartoffel jedoch tber
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sehr hohe SA-Konzentrationen (Coquoz et al., 1995). Untersuchungen zur exogenen
Applikation von SA zeigten unterschiedliche Effekte. So fuhrt die exogene Applikation von
SA zwar zu einer verstarkten PR1-Expression, aber nicht zu einer erhdhten Resistenz in
Kartoffel (Coquoz et al., 1995). Weiterhin konnte durch Behandlung mit SA eine erhdhte
Resistenz nur in resistenten Kartoffelsorten erreicht werden, wéhrend suszeptible Sorten sogar
verstarkte Krankheitssymptome aufwiesen (Quintanilla und Brishammar, 1998). Auch das
SA-Analoga BTH st in Kartoffel in der Lage, Resistenz gegen Alternaria solani und
Erysiphe cichoracearum zu induzieren (Bokshi et al.,, 2003). Die Behandlung mit
Arachidonséure fuhrt in Kartoffel zur Ausprdgung von SAR gegen P. infestans und A. solani,
obwohl SA nur lokal aber nicht systemisch akkumuliert (Coquoz et al., 1995; Yu et al.,
1997). Interessanterweise war die SAR in SA-defizienten nahG-Pflanzen nicht mehr durch
AA induzierbar (Yu et al., 1997). Flr eine Funktion von SA in der Auspragung der SAR
spricht, dass der endogene SA-Gehalt verschiedener Kartoffelsorten zumindest teilweise mit
verringerter Anfalligkeit gegenuber P. infestans korreliert. Das gleiche trifft auf SA-
Konzentrationsgradienten innerhalb der Pflanze zu, d. h. junge Blétter mit héheren SA-
Mengen sind weniger anfallig gegen eine Infektion mit P. infestans (Coquoz et al., 1995).
Durch die Expression von Bacterio-Opsin, einer Protonenpumpe aus Halobacterium
halobium, kommt es in Kartoffel zur Bildung von Léasionen und damit zur Erhéhung der SA-
Gehalte, die wiederum mit einer erhéhten systemischen PR-Genexpression korrelieren (Abad
et al., 1997). Diese erhéhten SA-Gehalte korrelierten zwar mit einer verstarkten Resistenz
gegen ein spezifisches P. infestans-Isolat, fuhrten aber gleichzeitig zu einer erhdhten
Anfélligkeit gegen weitere Isolate bzw. Pathogene (Abad et al., 1997). Diese Untersuchungen
lassen auf eine besondere Rolle von SA als Signalmolekdil bei der Auspragung der induzierten
Resistenz in Kartoffel schliessen.

Als potentielle Signalmolekiile bei der Etablierung der induzierten Resistenz in Kartoffel
kdnnten aber auch JA und ET fungieren. Hinsichtlich der Beteiligung der Jasmonate an der
Aktivierung von Abwehrmechanismen nach Pathogenbefall in Kartoffel ist nur wenig
bekannt. Erste Hinweise auf eine Beteiligung von JA an der Auspragung der induzierten
Resistenz in Kartoffel ergaben Untersuchungen der Pflanzen nach Behandlung mit JA bzw.
MeJA, die zu einem lokalen und systemischen Schutz vor einer Infektion mit P.infestans
fiihrten (Cohen et al., 1993). Inzwischen konnte eine systemische Akkumulation von OPDA
nach Behandlung der Pflanzen mit dem avirulenten Bakterienstamm Psm gezeigt werden,
wéhrend JA nur im lokalen Blattgewebe akkumuliert (Landgraf et al., 2002).

Im Gegensatz dazu ist der Einfluss von JA auf die Wundantwort in Kartoffel und Tomate gut
untersucht. So kommt es nach mechanischer Verwundung und Insektenfral zur lokalen und
systemischen Aktivierung von Abwehrgenen, wie den Proteinaseinhibitor-Genen (P1), die als
Marker zur Identifizierung des systemischen Signals genutzt werden (Pefia-Cortés et al.,
1995; Ryan, 1990; Léon et al., 2001; Ryan, 2000).

In Tomate konnte gezeigt werden, dass die transkriptionelle Aktivierung der PI-Gene von
einem funktionellen Systemin/JA-Signalweg abhangig ist (Doares et al., 1995; Farmer und
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Ryan, 1992; Ryan, 2000; Li et al., 2002; Li et al., 2003). Der Systemin/JA-Signalweg beginnt
mit der Bindung von Systemin an einen 160 kDa plasmamembrangebundenen Rezeptor
(SR160), der der Familie der LRR-Rezeptorkinasen zugeordnet wird (Scheer und Ryan,
2002). Dabei lasst sich die Signalkaskade, die zur PI1-Expression im verwundeten Blatt flhrt,
Klar vom systemischen Signalweg unterscheiden (Li et al.,, 2002). Mit Hilfe von
Pfropfungsexperimenten mit verschiedenen Mutanten (u. a. spr2, suppressed in prosystemin-
mediated responses2) konnte gezeigt werden, dass die systemische Expression
wundinduzierter Gene eine funktionelle JA-Biosynthese im verwundeten, aber nicht im
unverwundeten Blatt erfordert. Gleichzeitig spricht die Notwendigkeit der systemischen JA-
Perzeption, die aber nicht lokal notwendig war, fur JA als systemisches Signal (Li et al.
2002).

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass SPR2 fir eine chloroplastididre ®3-Desaturase
kodiert, die an der Synthese von chloroplastidaren 18:3 Fettsduren (dem JA-Vorldufer)
beteiligt ist (Li et al., 2003). Die Lokalisierung von SPR2 im Chloroplasten setzt die
Verknipfung des plasmamembranstandigen Systeminrezeptors mit der Aktivierung der JA-
Biosynthese im Chloroplasten voraus.

Dabei konnte SPR1 an der Weiterleitung des Systemin-Signals von der Plasmamembran zum
Chloroplasten beteiligt sein. So konnte gezeigt werden, dass SPR1 eher an der Bildung des
systemischen Signals als an der Erkennung und Prozessierung des Signals im systemischen,
unverwundeten Blatt beteiligt ist (Lee und Howe, 2003). Damit existieren zwei verschiedene
Hypothesen, die die Verknipfung von Systemin mit JA bei der systemischen PIl-Expression
erklaren kénnen. So kénnte Systemin die Synthese von JA aktivieren, das als mobiles Signal
zur Aktivierung der systemischen PI-Expression flhrt. Alternativ dazu kénnten sowohl JA als
auch Systemin als mobiles Signal wirken. Systemin kdénnte im Phloem an der weiteren
Aktivierung der JA-Biosynthese Dbeteiligt sein, was durch gleichzeitige positive
Rickkopplung zur Auslésung einer Amplifikationskaskade von Systemin und Oxylipinen
entlang des Leitblndelsystems und damit zur Expression wund-responsiver Gene fuhren
kénnte (Ryan und Moura, 2002; Lee und Howe, 2003).

1.6 Anwendungen von scFv-Antikérpern in Pflanzen

ScFv (Single chain variable fragment)-Antikorper sind chimére Polypeptide, die aus den
variablen Domanen der schweren (VH) und der leichten Kette (VL) eines Immunoglobulins
zusammengesetzt sind (Clackson et al., 1991). Beide Doménen sind durch ein kurzes,
flexibles Linkerpeptid kovalent miteinander verbunden (Bird et al., 1988; Huston et al.,
1988). Sie stellen neben den einzelnen VH-Ketten (Fd) die kleinsten antigenbindenden
Molekiile dar.

ScFv-Antikorper kénnen durch Fusions-PCR mit den aus Hybridomazellen oder direkt aus
Lymphozyten immunisierter Tiere isolierten Genen hergestellt, in Bakterien exprimiert und
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anschlieBend auf ihre antigenbindenden Eigenschaften hin untersucht werden (Chaudhary et
al., 1990; Winter und Milstein, 1991; Dreher et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991,
Hoogenboom und Winter, 1992).

Ein alternativer Weg zur Isolierung spezifischer scFv-Antikorper stellt das Phage Display-
System dar (Winter und Milstein, 1991; Chiswell und McCafferty, 1992). Dabei werden die
scFv-Polypeptide mit dem Hullprotein eines Bakteriophagen fusioniert und auf der
Oberflache des Virus prasentiert (McCafferty et al., 1990). Auf diese Weise kdénnen mittels
selektiver Bedingungen die gewinschten rekombinanten Antikorperfragmente angereichert
werden. Als Quelle fir die Antikérpergene dienen Hybridomazellen oder Lymphozyten
immunisierter oder nicht-immunisierter Tiere oder des Menschen. Daneben gibt es die
Madglichkeit, mittels PCR gewonnene Gensegmente mit synthetischen Nukleotidsequenzen zu
kombinieren oder nur synthetisch hergestellte Sequenzen zu verwenden. Die Verwendung von
Phage Display-Vektoren ermdoglicht die Herstellung sehr umfangreicher einfacher, semi-
synthetischer oder synthetischer Antikdrper-Phagenbibliotheken mit einer bisher maximal
erreichten Komplexitat von 10™ (Dower und Cwirla, 1992). Das erlaubt eine sehr schnelle
und effiziente Isolierung antigenspezifischer, hochaffiner Antikorperfragmente ohne
vorherige Immunisierung (Vaughan et al., 1996; Liddell und Weeks, 1996; Sheets et al.,
1998; Desiderio, 2001).

Die Vorteile des Phage Display sind zum einen die schnelle Affinitatsanreicherung
spezifischer Antikorperfragmente aus einem groRen Antikorperrepertoire. Daneben sind die
strukturellen und funktionellen Informationen des selektierten, auf der Phagenoberflache
prasentierten Antikdrperproteins direkt mit den im Phagengenom enthaltenen, entsprechenden
genetischen Informationen verbunden.

Seit Hiatt und Mitarbeiter 1989 zum ersten Mal die erfolgreiche Expression von Antikdrpern
in Pflanzen zeigen konnten, wurde eine Vielzahl von rekombinanten Antikoérpern in den
verschiedensten Pflanzen unter verschiedenen Gesichtspunkten hinsichtlich ihrer Anwendung
produziert (De Jaeger et al., 2000a; Fischer et al., 2001; Ziegler und Torrance, 2002). So
konnte Antikorper-vermittelte Resistenz in Pflanzen gegentiber verschiedenen Viren und
Bakterien gezeigt werden (Tavladoraki et al. 1993; Voss et al., 1995; Zimmermann et al.,
1998, Fecker et al., 1997; Le Gall et al., 1998). Die als Immunmodulation bezeichnete
Technik kann jedoch nicht nur zur Resistenz gegenuber Pathogenen fiihren, sondern auch zu
einer gezielten Verdnderung des zellularen Metabolismus oder zur Modifikation von
Signaltransduktionswegen eingesetzt werden (De Jaeger et al., 2000a; Conrad und
Manteuffel, 2001). Andererseits kann auch die Produktion von ex planta angewendeten
Antikorperfragmenten, auch als molecular farming bezeichnet, von wirtschaftlichen Interesse
sein. So finden in Pflanzen produzierte Antikdrper Anwendung u. a. in der menschlichen
Immuntherapie sowie in der Diagnostik (Bouquin et al., 2002; Perrin et al., 2000; Khoudi et
al., 1999; Ma und Hein, 1995a; Ma und Hein, 1995b; McCormick et al., 2003).

Als Voraussetzung fir eine erfolgreiche Immunmodulation z&hlt nicht nur die Isolierung und
Gewinnung spezifischer hochaffiner Antikdrperfragmente, wobei sich die Verwendung von
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scFv-Antikorpern als besonders geeignet erwiesen hat (De Jaeger et al., 1999; De Jaeger et
al.,, 2000a), vielmehr ist die dem Antigen-entsprechende Lokalisierung des
Antikdrperfragmentes innerhalb der Pflanzenzelle von entscheidender Bedeutung.

Zur Immunmodulation eingesetzte Antikdrper wurden bislang im Cytosol, im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) oder dem Apoplasten angereichert (De Jager et al. 2000).
Dabei konnten im Vergleich signifikant héhere Antikorperkonzentrationen im ER als im
Cytosol erreicht werden (Conrad und Fiedler, 1998). Fiir die Translokation in das ER wurde
das Antikorperfragment mit einem N-terminalen spezifischen Signalpeptid fusioniert. Nach
erfolgreicher Translokation in das ER sichert das C-terminale fusionierte KDEL-
Retentionssignal den Verbleib des Antikorperfragmentes im ER (Denecke et al., 1992;
Artsaenko et al., 1995).

Die Aktivitat eines Phytohormons wurde erstmals mittels Anreicherung spezifischer anti-
Abscisinsdure (ABA) scFv-Antikdérper im ER von Tabakpflanzen verandert (Artsaenko et al.,
1995). Dabei zeigten die transgenen, anti-ABA scFv-Antikorper exprimierenden Pflanzen im
Vergleich zu anderen ABA-defizienten Mutanten &hnliche Symptome wie z. B. welkende
Blatter und die Storung der SchlieRzellfunktion (Artsaenko et al., 1995; Artsaenko, 1996). Im
Folgenden wurde die Technik der Immunmodulation zur Untersuchung weiterer
Phytohormone, d. h. von Gibberellinen (Shimada et al., 1999) und Brassinosteroiden (Conrad
und Manteuffel, 1998) genutzt.

1.7  Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von JA, deren Vorstufe OPDA sowie von SA als
potenzielle Signale fir die Ausprdgung der induzierten Resistenz von Kartoffel zu
untersuchen. Dazu sollten transgene Pflanzen hergestellt werden, deren Gehalte an SA sowie
JA bzw. OPDA reduziert sind bzw. verandert werden konnen.

Zur Untersuchung des Einflusses von SA sollten transgene nahG-Pflanzen erzeugt und diese
auf ihre moglicherweise veranderte Pathogenabwehr nach Behandlung mit Pseudomonas
syringae pv. maculicola M2 (PsmM2) und dem Oligopeptidelicitor Pep13 untersucht werden.
Parallel dazu sollten unter Verwendung der Methode des Phage Display fur JA bzw. OPDA
spezifische scFv-Antikorperfragmente isoliert und die korrespondierenden Gene in
Kartoffelpflanzen exprimiert werden. Die anschliefende Selektion auf funktionelle scFv-
Antikorper in Pflanzen sollte mit Hilfe der Analyse der Wundantwort, d. h. der Analyse der
PIN2-Expression nach Verwundung der Pflanzen, erfolgen. Anschlieend sollten die
ausgewahlten  Kartoffelpflanzen ebenfalls auf eine  mdoglicherweise  verénderte
Pathogenantwort nach Inokulation mit PsmM2 und dem Oligopeptidelicitor Pep13 bzw. nach
Behandlung mit P. infestans untersucht werden. Zur Analyse der Abwehrmechanismen in den
transgenen Pflanzen sollten die Expressionsmuster verschiedener PR-Gene nédher untersucht
werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Medien

Tab. 2-1. Herstellung haufig verwendeter Medien
Alle Angaben beziehen sich auf 1 Liter Gesamtvolumen.

Medium Zusammensetzung/ Herstellung

LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl pH 7,0
SOB-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 0,5 g NaCl pH 7,5
TYE-Medium 10 g Tryptone, 5 g Hefe-Extrakt, 8g NaCl

2x TY 16 g Trypton, 10 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl

King's B-Medium |20 g Glycerin, 40 g Proteose Pepton, nach Autoklavieren Zugabe von 10
(King et al., 1954) |ml 10 % K,HPOy (steril), 10 ml 10 % MgSOy (steril), 50 pg/ml
Rifampicin

3 (2) MS-Medium |30 g (20 g) Saccharose, 0,5 g MES, Salze und Vitamine (DUCHEFA,
(Murashige und Haarlem, NL) pH 5,8

Skoog, 1962)

GMS-Medium 16 g Glucose, 0,5 g MES, Salze und Vitamine des MS-Mediums pH 5,8

YEB-Medium 0,5 g beef extract, 0,1 g Hefeextrakt, 0,5 g Pepton, 0,5 g Saccharose,
nach Autoklavieren Zugabe von 2 mM MgSO4

Topagar 10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl, 7 g Bacto-Agar, 2,5 g MgSO,4
x 7 H,O

Fiir LB-, TYE-, YEB-Platten und King's B-Platten wurden dem entsprechenden Medium 15 g
Agar/Liter zugesetzt. Die Pflanzenanzuchtmedien MS und GMS wurden mit 7,5 g plant agar
versetzt. Fiir Selektionsmedien und —platten wurde das entsprechende Antibiotikum nach dem
Autoklavieren und Abkiihlen auf 50°C zugegeben (100 mg/l Ampicillin; 50 mg/l Kanamycin).

212 Phagen, Plasmidvektoren und Bakterienstamme

Folgende Phagen, Klonierungsvektoren und Bakterienstimme wurden fiir die Arbeit verwendet
(Tab. 2-2).
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Tab. 2-2. Verwendete Plasmide, Phagen und Bakterienstamme

Plasmide und Vektoren Referenz

pRTRA 7/3 (Amp") Artsaenko et al., 1995
pBin19 (Kan') Bevan, 1984; Frisch et al., 1995
Phagen

VCS-M13 helper phage Stratagene (Heidelberg)
Bakterienstimme

E. coli HB2151 Hoogenboom et al., 1991
E. coli TG1 Gibson, 1984

E. coli DH5a Hanahan, 1983

A. tumefaciens pGV 2260 in C58C1 Deblaere et al., 1985

A. tumefaciens LBA4404 Hoekema et al., 1983
Pseudomonas syringae pv. maculicola M2 Debener et al., 1991
2.13 Pflanzen

Alle Experimente wurden mit der Sorte Solanum tuberosum L. cv. Désirée durchgefiihrt.

2.1.3.1 Anzucht

Die Pflanzen wurden als sterile Gewebekulturen auf MS-Medium in der Phytokammer bei 23°C

mit einem Licht/Dunkel-Wechsel von 16 und 8 h und einer Lichtmenge von 100 uE angezogen.

2.1.3.2 Transformation mittels Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation erfolgte mittels Blattscheiben-Transformationsmethode (modifiziert nach
Feltkamp et al., 1995) durch den A. tumefaciens vermittelten T-DNA-Transfer.

Dazu wurden die entsprechenden A. tumefaciens-Klone in 20 ml YEB-Medium mit 50 pg/ml
Kanamycin angeimpft und iiber Nacht bei 28°C kultiviert. Die Bakterien wurden 10 min bei
2700 x g abzentrifugiert, in 20 ml 10 mM MgSO,4 gewaschen und in 2 ml GMS-Medium
resuspendiert.

Blétter von etwa 4 Wochen alten Gewebekulturpflanzen wurden an der Unterseite mehrmals
eingeritzt, die Petiolen entfernt und mit der Oberseite auf 10 ml GMS-Medium gelegt. Nach
Zugabe von 100 pul der entsprechenden Agrobakteriensuspension wurden die Blétter bei 23°C fiir
1 d im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Blitter in frisches MS-Medium tiiberfiihrt und
erneut fiir 1d im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Blétter mit der Unterseite auf
GMS-Kallusinduktionsmedium (GMS-Medium mit 5 pg/ml Naphthylessigsdure, 0,1 pg/ml
Benzylaminopurin, 250 pg/ml Cefotaxim, 50 pg/ml Kanamycin) ausgelegt und in der
Phytokammer inkubiert. Nach einer Woche wurden die Blitter auf GMS-Sprossinduktions-
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medium (GMS-Medium mit 2 pg/ml Zeatinriboside, 0,02 pg/ml Naphthylessigsadure, 0,02 mg/ml
Gibberellin A3z, 250 pg/ml Cefotaxim, 50 pg/ml Kanamycin) transferiert. Bis zur Entstehung von
Sprossen wurden die Blitter regelméBig nach 1 Woche auf frische GMS-Sprossinduktionsplatten
gelegt. Entstandene Sprosse wurden abgetrennt und auf 3MS-Medium mit 250 pg/ml
Cefotaxime und 50 pg/ml Kanamycin umgesetzt. Nach der Wurzelbildung wurden die
transgenen Pflanzen weiter auf 3 MS-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin gehalten und

regeneriert.

2.1.33 Behandlung der Blétter mit Pathogenen

Fiir Infektionsexperimente wurden etwa 4 Wochen alte Gewebekulturpflanzen in Topfe (& 14
cm) mit einem Erde/Sand-Gemisch (1:1) iiberfiihrt und in der Phytokammer unter folgenden
Bedingungen angezogen: 22°C (Lichtphase)/18°C (Dunkelphase), 60 % Luftfeuchtigkeit und
einem Licht/Dunkelwechsel von 16h/8h.

Die Infiltration der Suspension von Pseudomonas syringae pv. maculicola M2 bzw. mit 100 uM
Pep13 erfolgte mit einer 1 ml-Spritze durch die Stomata der Blattunterseite. Es wurden etwa %3
der Blattflache eines Fiederblattes infiltriert. Pro Pflanze wurden 2 mittelalte Blitter behandelt.
Kontrollpflanzen wurden mit 10 mM MgCl, infiltriert.

Fiir die Inokulation mit Phytophtora infestans wurden auf Bléttern von etwa 3 Wochen alten
Gewebekulturpflanzen 4 Tropfen 4 5 pl wverteilt. Die Inkubation erfolgte in den
Gewebekulturgefafien (Luftfeuchtigkeit etwa 100 %) in der Phytokammer.

Die behandelten Blitter wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten geerntet und entweder direkt

in fliissigem Stickstoff eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.

2.1.34 Verwundung der Pflanzen und Behandlung mit Methyljasmonat

Die Gewebekulturpflanzen wurden in Erde/Sand iiberfiihrt (Kap. 2.1.3.3). Nach etwa 4 Wochen
erfolgte die Verwundung durch Quetschen von 2 Blittern mit einer geriffelten Pinzette (4 fach
pro Blatt) sowie durch das Anbringen einer Dialyseklammer.

Die Blitter wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten geerntet und in fliissigen Stickstoff
eingefroren.

Zur Behandlung mit Methyljasmonat (MeJA) wurden von den Kartoffelbldttern abgetrennte
Fiederblitter in grofen Petrischalen auf 20 ml 45 pM MeJA in 0,1 % [v/v] Ethanol bzw. zur
Kontrolle auf 0,1 % [v/v] Ethanol flottiert. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen

und in der Phytokammer inkubiert.
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214 Bakterien
2.1.4.1 Kultivierung von Pseudomonas syringae pv. maculicola M2 (PsmM2)

Der verwendete Bakterienstamm Psm M2 (Debener et al., 1991) wurde von J. Dangl (Univ. of
North Carolina, Chapel Hill, USA) zur Verfligung gestellt.

Fir die Infektionsexperimente wurden die Bakterien aus der Glycerinkultur auf King's B-
Medium ausgestrichen und fiir 2 d bei 28°C inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde in King's B-
Medium iiber Nacht bei 28°C angezogen. Diese Ubernachtkultur wurde fiir 5 min bei 2700 x g
zentrifugiert, mit 20 ml 10 mM MgCl, gewaschen, in 2 ml 10 mM MgCl, resuspendiert und
anschlieend auf eine ODgpp von ca. 0,2 eingestellt, was einer Bakteriendichte von 10® cfu/ml

entspricht.
2.1.4.2 Kultivierung von Escherichia coli (E. coli)

Es wurden verschiedene E. coli-Stimme verwendet. Als Wirtsbakterienstamm  fiir
Transformationsexperimente diente der Bakterienstamm E. coli DH5a (Hanahan, 1983). Als
Phagenwirtsstimme kamen die Bakterienstimme E. coli TG1 und E. coli HB2151 zum Einsatz.
Die Kultivierung des Stammes DH5a erfolgte in LB-Medium bzw. auf LB-Platten. Die Stimme
TGI1 und HB2151 wurden in 2x TY Medium angezogen. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei
37°C.

2.1.4.2.1 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente E. coli-Zellen wurden mit Hilfe der CaCl,-Methode (Mandel und Higa, 1970)
hergestellt, aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Zur Herstellung kompetenter Zellen des E. coli-Stammes HB2151 wurde eine 100 ml Kultur
nach Erreichen einer ODgpp von 0,5 fiir 10 min bei 2700 x g und 4°C abzentrifugiert und
anschlieBend nacheinander mit 100 ml H,O sowie 2 x 30 ml 10 % Glycerin gewaschen, in 250 pl
10 % Glycerin resuspendiert und 40 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren (Dower et
al., 1988).

2.1.4.2.2 Transformation

100 pl kompetente Zellen wurden mit der zu transformierenden DNA versetzt, gut gemischt und
30 min auf Eis gelagert. Nach einem Hitzeschock von 90 s bei 42°C wurden die Zellen erneut fiir
5 min auf Eis gelagert. Anschliefend wurden 900 ul LB-Medium zugegeben und die Zellen bei
37°C fiir mindestens 30 min geschiittelt. 100-200 pl der transformierten Zellen wurden auf LB-

Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen.
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2.1.4.3.  Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens

Fiir die Pflanzentransformation wurden die A. tumefaciens-Stamme (Tab. 2-2) in YEB-Medium
bei 28°C angezogen.

2.1.4.3.1 Herstellung kompetenter Zellen

Eine Kolonie wurde in 2 ml YEB-Medium {iiber Nacht bei 28°C angezogen. Von dieser
Ubernachtkultur wurden 2 ml in 100 ml YEB-Medium iiberimpft und bis zum Erreichen einer
ODggp von 0,6 inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension 30 min bei RT und 2700
x g zentrifugiert, in 2 ml YEB-Medium resuspendiert, aliquotiert und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren (Hofgen und Willmitzer, 1988).

2.1.4.3.2 Transformation

200 pul kompetente Zellen wurden mit Plasmid-DNA versetzt und jeweils 5 min auf Eis, in
flissigem Stickstoff und bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml YEB-Medium wurde der
Transformationsansatz fiir 2 h bei 28°C geschiittelt und anschlieBend 200 pl auf YEB-Platten mit

dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und fiir 2 d bei 28°C inkubiert.

2.15 Oomycet Phytophthora infestans - Isolation von Zoosporensuspension und
Trypanblaufarbung des Mycels

Die Préparation der Zoosporensuspension erfolgte aus entsprechenden Kulturen von P. infestans,
die von F. Govers zur Verfiigung gestellt wurden. Die Kultivierung erfolgte auf Hafer-Bohne-
Medium (3,4 % [w/v] Bohnenmehl, 1,7 % [w/v] Hafermehl, 0,85 % [w/v] Saccharose, 1,5 %
[w/v] Agar) bei 18°C im Dunkeln.

Zur Isolatierung der Zoosporen wurde das 10 bis 12 d alte Mycel mit 10 ml Wasser iiberschichtet
und 4 h bei 4°C inkubiert. Die Sporenkonzentration im Uberstand wurde mittels einer Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer ermittelt. Fiir die Inokulationsexperimente wurden Konzentrationen von
1 - 5x 10° Sporen/ml eingesetzt.

Zur Trypanblaufarbung wurden die mit P. infestans inokulierten Blatter in 1:2 [v/v] Lactophenol
(10 g Phenol, 10 ml D-Laktat, 10 ml Glycerin, 10 ml Wasser, 0,1 % Trypanblau)-Ethanol-
Losung 1-3 min gekocht, anschlieBend mit Wasser gewaschen und mit Chloralhydrat (2,5 g/ml)
entfarbt. Die Einbettung der Blétter erfolgte in 1:1 [v/v] Glycerin/Wasser-Gemisch.
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2.1.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg)
synthetisiert (Tab. 2-3).

Tab. 2-3. Verwendete Oligonukleotidprimer

Primer Sequenz in 5’-3’ Richtung Funktion
pRTRA/ncol |GAC GCA CAA TCC CACTAT CC Sequenzierung der Ncol/Notl klonierten
pRTRA/motl |ACT CTA TCG ACG GAT CGG GC SCFv-cDNAs in pRTRA7/3

BacklegT ACA CGT GGA TCC GAG GTG CAG PCR-Amplifikation der scFv-Antikdrper
CTG TTG GAG TCT GGG GGA GGC codierenden cDNAs aus dem pIT1-

TTG GTA CAG CCT GGG G Vektor, BamHI-Klonierung in den
ForToml GTC ACG GGA TCC ATT CAG ATC Vektor pRTRA7/3

CTC TTC TGAGAT GAG GAGTT
M13 universal | GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung der BamHI klonierten

scFv-cDNAs in pRTRA7/3

M13 reverse |AACAGCTATGACCATG

2.2 Methoden
2.2.1 Nukleinsaurenanalytik und Herstellung rekombinanter DNA

2.2.1.1. RNA-Isolierung
2.2.1.1.1 Lithiumchlorid-Methode (Logemann et al., 1987)

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden 300 mg gefrorenes Blattmaterial in fliissigem
Stickstoff gemorsert, mit 500 ul Extraktionspuffer (0,2 M Tris-HCI pH 7,5, 0,1 M LiCl, 5mM
EDTA, 1 % [w/v] SDS) homogenisiert und mit 500 ul PCI (Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol
25:24:1, v/v/v) versetzt. Nach der Zentrifugation (5 min, 12000 x g, 4°C) wurde die RNA aus der
oberen, wissrigen Phase unter Zugabe von 1 Vol. 6 M LiCl fiir mind. 4 h auf Eis gefillt und
anschlieend zentrifugiert (10 min, 15000 x g, 4°C). Das Prézipitat wurde mit 3 M LiCl
gewaschen und in 150 pl Wasser gelost. Nach Zugabe von 2 Vol. Ethanol und 0,1 Vol. 3 M Na-
Acetat pH 5,2 erfolgte eine erneute Féllung der RNA {iber Nacht bei —20°C. Anschlielend wurde
zentrifugiert, das Prizipitat mit 70 %igem [v/v] Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl

Wasser aufgenommen.
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2.2.1.1.2  Trizol-Methode (Chomczynski und Sacchi, 1987)

Gesamt-RNA aus etwa 100 mg Blattmaterial wurde mit der Methode von Chomczynski und
Sacchi (1987) isoliert. Das gefrorene und gemorserte Blattmaterial wurde mit 1 ml ,, TRIzol™"-
Reagenz (0,8 M Guanidinthiocyanat, 0,4 M Ammoniumacetat, 0,1 M Natriumacetat pH 5,0, 5 %
[v/v] Glycerin, 38 % [v/v] Phenol) homogenisiert und mit 200 pl Chloroform versetzt. Nach der
Zentrifugation (15 min, 12000 x g, 4°C) wurde die RNA aus der oberen, wissrigen Phase mit 0,8
Vol. Isopropanol fiir 10 min bei RT gefillt und anschlieBend zentrifugiert (10 min, 12000 x g,
4°C). Das Prizipitat wurde mit 70 %igem [v/v] Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 pl

Wasser gelost.

2.2.1.2 DNA-Isolierung
2.2.1.2.1 Préparation von genomischer DNA aus Pflanzen

Etwa 500 mg gefrorenes und gemdrsertes Blattmaterial wurde mit 1 ml Extraktionspuffer (100
mM Tris pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0, 500 mM NaCl, 1,5 % [w/v] SDS) homogenisiert und 10
min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 3M Kaliumacetat pH 4,8 (29,4 g Kaliumacetat und
11,5 ml Essigsdure auf 100 ml) wurde vorsichtig geschwenkt, mind. 10 min auf Eis inkubiert
und zentrifugiert (10 min, 12000 x g, 4°C). Die wissrige Phase wurde mit 0,5 Vol. PCI versetzt
und erneut zentrifugiert. Die genomische DNA wurde aus der wéssrigen Phase durch Zugabe
von 0,5 Vol. Isopropanol gefillt, zentrifugiert (5 min, 12000 x g, 4°C), mit 70 %igem Ethanol

gewaschen, getrocknet und in 50 ml Wasser geldst.
2.2.1.2.2  Prédparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse

aus Fliissigkulturen (Birnboim und Doly, 1979).
Mini-Préparation

Eine 3 ml Ubernachtkultur von E. coli DH5a wurde zentrifugiert (1 min, 12000 x g, RT), in 100
pl Losung I (50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert und mit
frisch angesetzter Losung II (0,2 M NaOH, 1 % [w/v] SDS) versetzt. Das Lysat wurde mit 150
ul 3 M Kaliumacetat pH 4,8 versetzt und kriftig geschiittelt. Nach der Zentrifugation (15 min,
12000 x g, 4°C) wurde die Nukleinsduren aus dem Uberstand mit 0,7 Vol. Isopropanol fiir 30
min bei RT gefillt und anschlieBend zentrifugiert (15 min, 12000 x g, 4°C). Das Prazipitat wurde
mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pl Wasser (mit 100 pg/ml RNase)

aufgenommen.
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Zur Praparation von Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung wurde der ,, QIAprep® Spin Miniprep
Kit*“ (QIAGEN, Hilden) nach Angaben des Herstellers verwendet.

Midi-Praparation

Fiir die Priparation groferer Mengen an Plasmid-DNA wurde eine 50 ml Ubernachtkultur von E.
coli DHS5a. angezogen und der ,,QIAfilter™ Plasmid Midi Kit“ (QIAGEN, Hilden) nach den

Angaben des Herstellers verwendet.
Préaparation von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaciens

Eine Kultur von A. tumefaciens wurde in 3 ml YEB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum fiir 2 d bei 28°C geschiittelt. Nach der Zentrifugation (5 min, 12000 x g, 4°C)
wurde das Prézipitat in 100 pl Lysozym-Losung I (Losung I siehe Mini-Priparation, versetzt mit
4 mg/ml Lysozym) resuspendiert und fiir mind. 30 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde
die Suspension mit 200 pl Losung II versetzt und erneut 30 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe
von 30 pl alkalischem Phenol (250 pl Phenol mit 15 pl 1 N NaOH) und 150 pl 3 M
Kaliumacetat erfolgte eine Zentrifugation (5 min, 12000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde mit 1
Vol. PCI versetzt, zentrifugiert (5 min, 12000 x g, 4°C) und erneut mit 1 Vol. Chloroform
versetzt. Die DNA wurde aus dem Uberstand mit 0,6 Vol. Isopropanol fiir 5 min bei RT gefillt,
zentrifugiert (5 min, 12000 x g, 4°C) und mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Das Prizipitat

wurde getrocknet und in 30 pl Wasser aufgenommen.

2.2.13 Agarose-Gelelektrophorese
2.2.1.3.1 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von RNA wurden denaturierende 1 %-ige [w/v] Agarose-
Gele verwendet. Dazu wurde die Agarose im Laufpuffer (20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat,
0,5 mM EDTA, pH 7.0) geschmolzen und nach Abkiihlen mit Formaldehyd (6 % [v/v]) versetzt.
Jeweils 20 pg Gesamt-RNA wurden mit 15 pl RNA-Probenpuffer (50 % [v/v] Formamid, 6 %
[v/v] Formaldehyd, 6 % [v/v] Glycerin, 10 % 10x MOPS, 0,04 % [w/v] Bromphenolblau)
versetzt, 10 min bei 65°C erhitzt, 5 min auf Eis abgekiihlt, mit 1 pl Ethidiumbromidlésung (1
mg/ml) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 70 V mit Laufpuffer
durchgefiihrt.
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2.2.1.3.2 Nichtdenaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Es wurden Agarose-Gele einer Konzentration von 1 % - 2 % [w/v] in 1x TAE (40 mM Tris-HCI,
20 mM Natriumacetat, 2 mM EDTA, pH 8,0) verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 0,2 Vol.
Probenladungspuffer (30 % [v/v] Glycerin, 2 % [v/v] 50x TAE, 0,25 % [w/v] Bromphenolblau)
versetzt, auf das nichtdenaturierende Agarose-Gel aufgetragen und bei 70-100 V
elektrophoretisch mit 1x TAE als Laufpuffer aufgetrennt. Als Grofenstandard diente A-DNA, die
mit Pstl geschnitten war. AnschlieBend wurde das Agarose-Gel 10-15 min in der
Ethidiumbromid-Farbelosung (0,5 pg/ml) inkubiert und auf einem UV-Transilluminator mit

einer Kamera dokumentiert.
2.2.1.4 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und unter UV-
Licht das DNA-Fragment erwarteter Gro3e mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Reinigung
erfolgte mit dem ,,QIAQick Gel Extraktion Kit*“ (QIAGEN, Hilden) entsprechend dem Protokoll
des Herstellers.

2.2.1.5 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der random prime-Methode
(Feinberg und Vogelstein, 1984) mittels des ,,Megaprime-DNA labelling kits*“ (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) entsprechend der Herstellerangaben. Es wurden etwa 50-100 ng
gereinigte  DNA-Fragmente (Kap. 2.2.14) und 50 pCi o-[*°P]-dATP verwendet. Die
nichteingebauten Nukleotide wurden iiber ,,ProbeQuant™ G-50 Micro Columns* (Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg) abgetrennt.

2.2.1.6 Transfertechniken
2.2.1.6.1 Northern-Transfer

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde die RNA mittels Kapillarblot unter
Verwendung von Saugpapier (Filtrak, Niederschlag) und 20x SSC (3 M Natriumacetat, 0,3 M
Natriumacetat, pH 7,0) auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche, Mannheim) iiberfiihrt.

Nach dem Transfer von ca. 16 h wurde die RNA durch UV-Bestrahlung bei 302 nm im ,,UV
Stratalinker™ 1800 (Stratagene, Heidelberg) kovalent an die Membran gebunden.
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2.2.1.6.2 Southern-Transfer

Ca. 30 pg genomische DNA wurden mit einer Restriktionsendonuklease unter Zusatz von RNase
A iiber Nacht bei 37°C gespalten und im nichtdenaturierenden Agarose-Gel fiir ca. 16 h bei 18 V
aufgetrennt. Das Agarosegel wurde anschlieend fiir 15 min in 0,25 N HCI, 45 min in
Denaturierungslosung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und nachfolgend 2 x 15 min in
Neutralisierungslosung (0,5 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,0) geschwenkt. Der Transfer der
DNA erfolgte wie fiir den Northern-Transfer (Kap. 2.2.1.6.1) beschrieben.

2.2.1.7 Radioaktive Hybridisierung

Die Membran wurde mit 20 ml Prihybridisierungslosung (0,2 % [w/v] Polyvinylpyrrolidon-40,
0,2 % [w/v] Ficoll 400 (Pharmacia), 0,2 % [w/v] BSA Fraktion V (Roche, Mannheim), 48 %
[v/v] Losung N (1,8 M NaCl, 100 mM NaH,PO,, 10 mM EDTA, 0,2 % [w/v] SDS, pH 7,0) , 48
% [v/v] Formamid, 100 pg/ml hitzedenaturierte Heringssperma-DNA (Sigma)) fiir mind. 1 h bei
42°C in einem Hybridisierungsofen vorbehandelt. Zur Hybridisierung wurde die
Prahybridisierungslosung mit einem radioaktiv markiertem, fiir 10 min bei 95°C denaturiertem
und auf Eis rasch abgekiihltem DNA-Fragment versetzt und die Membran fiir ca. 16 h bei 42°C
inkubiert.

Nach Entfernen der Hybridisierungslosung wurde die Membran bei 60°C dreimal fiir 20 min mit
der Waschlosung (3x SSC, 0,1 % [w/v] SDS) inkubiert und anschlieBend mit Folie abgedeckt.
Der Nachweis der radioaktiv markierten Nukleinsduren erfolgte unter Verwendung eines
,Phosphor-Screens® (Molecular Dynamics, Krefeld), der nachfolgend mit Hilfe eines
Laserstrahls am ,,Phosphor-Imager* (Molecular Dynamics, Krefeld) ausgelesen wurde.

Zum Entfernen der radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurden die Nylonmembranen
dreimal fiir mindestens 15 min in 0,1x SSC, 0,1 % [w/v] SDS bei 60°C gewaschen.

22.1.8 Reverse Northern- Blot

Die verwendeten Reverse Northern-Blots wurden von der AG Conrad, IPK Gatersleben zur
Verfiigung gestellt.

2.2.1.8.1 Herstellung der Sonden

Die Isolierung von mRNA erfolgte aus 30 pg Gesamt-RNA mittels ,,Dynabeads® mRNA
Purification Kit*“ (Dynal, Norwegen) laut den Herstellerangaben. AnschlieBend wurde die
Erststrang-cDNA-Synthese durchgefiihrt. Dabei diente die oligo (dT)s -Sequenz nicht nur zur
Bindung der mRNA sondern gleichzeitig auch als Primer fiir die Reverse Transkriptase

(Superscript II RNase H', Invitrogen, Karlsruhe). Dadurch erfolgte eine kovalente Bindung der
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Erststrang-cDNA an die Oligo (dT);s Dynabeads®. Dazu wurde die an die Dynabeads
gebundene mRNA dreimal mit 250 pl 1 x RT-Puffer (50 mM Tris, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,,
pH 8,3) gewaschen und anschlieBend mit 10 pul 5 x Erststrangpuffer (Invitrogen, Karlsruhe), 0,5
ul 100 mM DTT, 2,5 ul 10 mM dNTPs, 1,25 ul RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega,
Madison, USA) und 34,75 pl Wasser versetzt. Nach einer Inkubation von 2 min bei 42°C
erfolgte die Zugabe von 1 pl Reverser Transkriptase. Der Ansatz wurde fiir 1h bei 42°C
inkubiert und dabei in regelmidfigen Abstinden geschiittelt. Danach wurden die Dynabeads
zweimal mit 1 x RT-Puffer gewaschen und anschlieBend die mRNA durch Zugabe von 50 ul
Elutionspuffer (2 mM EDTA, pH 8,0) und Erhitzen der Probe fiir 2 min auf 95°C eluiert. Nach
wiederholter Elution wurden die Dynabeads zweimal mit 250 ul Wasser gewaschen und an der
kovalent gebundenen Erststrang-cDNA die radioaktive markierte Sonde mit 50 pCi o-[>°P]
dATP hergestellt (Kap. 2.2.1.5). Die Elution der radioaktiv markierten Sonde erfolgte mittels
Zugabe von 50 pl Elutionspuffer und Inkubation fiir 2 min bei 95°C. AnschlieBend wurden
eventuelle Verunreinigungen der Sonde mit den Dynabeads mittels einer VectaSpin Micro™-
Saule [0,02 um] (Whatman, England) entfernt. Vor der Zugabe der markierten Sonde zu den
Filtern wurde diese fiir 2 min bei 95°C erhitzt. Die Hybridisierung der Filter erfolgte bei 42°C
tiber Nacht. Anschlieend wurden die Filter bei 60°C je 10 min mit 1) 2x SSC, 0,1 % [w/v] SDS;
2) 1x SSC, 0,1 % [w/v] SDS; 3) 0,2x SSC, 0,1 % [w/v] SDS gewaschen und anschlieBend iiber
Nacht auf einem Phosphorscreen exponiert.

Zum Entfernen der radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurden die Filter 1x fiir 5 min mit 2x
SSC bei 90°C, 1x fiir 15 min mit 0,4 M NaOH, 0,1 % [w/v] SDS bei 65°C und 2x fiir 15 min mit
0,1 M Tris pH 7,5, 2x SSC, 0,1 % [w/v] SDS bei RT gewaschen.

2.2.1.8.2 Auswertung der Filter mittels ,,Array Vision*

Zur Auswertung der Signale diente eine von der AG Altschmied, IPK Gatersleben zur
Verfligung gestellte Maske, die eine schnelle Zuordnung der Signale ermoglichte. Die absoluten
Signalintensititen wurden mittels der Software ,,Array Vision“ (Amersham Bioscience,
Freiburg) nach einer entsprechenden Hintergrundkorrektur angegeben. Da die
Markierungsintensitit fiir jede Probe unterschiedlich ist, miissen die erhaltenen absoluten
Intensititen normalisiert werden. Es wurde die Moglichkeit der Normalisierung gewihlt, die bei
Filtern mit iiberwiegend differentiell exprimierten Genen angewendet wird (Winzeler et al.,
1999). Dazu wurden die erhaltenen absoluten Intensitdten durch den Mittelwert der Intensitdten
von mindestens zwei Kontrollgenen, die keine Anderung im Expressionsmuster erwarten lassen,
dividiert.
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2.2.1.9 Screening von Phage Display-Bibliotheken
2.2.1.9.1 Eigenschaften der verwendeten Bibliotheken

Die verwendeten Phage Display-Bibliotheken wurden von Ian M. Tomlinson (MRC Centre for
Protein Engineering, Cambridge, UK) zur Verfligung gestellt. Beide Bibliotheken basieren auf
humanen, in vitro hergestellten Antikdrpersequenzen, wobei Bibliothek A genomische DNA
(Keimbahn) und Bibliothek B polyA"-mRNA (somatische Mutationen) zu Grunde liegt. Diese
Antikorpersequenzen wurden iiber einen linker im pIT1-Vektor (Anhang) so kloniert, dass
funktionale c-myc verkniipfte SCFv-Antikorper gebildet wurden. Ein weiteres Merkmal des pIT1-
Vektors ist das vom c-myc-Tag 3’ gelegene amber-Codon. Es ermdoglicht im E. coli-
Suppressorstamm TG1 die Bildung von scFv-Antikorperfusionen mit dem gllI-Hiillprotein der
Phagen. Dadurch werden die scFv-Antikorper auf der Phagenoberfliche priasentiert und konnen
entsprechend ihrer Bindungseigenschaften an bestimmte Epitope selektiert werden. Im
Gegensatz dazu werden im E. coli-Nonsuppressorstamm HB2151 16sliche scFv-Antikorper
gebildet, da es am amber-Codon zum Kettenabbruch kommt.

2.2.1.9.2  Anzucht der Phagen-Bibliotheken

Nach Zusatz der Phagemid-Bibliothek zu 500 ml 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und
1 % [w/v] Glucose wurde der Ansatz bei 37°C bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,4 inkubiert.
AnschlieBend wurden 50 ml des Ansatzes mit 2,5 x 10'' Helferphagen versetzt.

Der Rest des Ansatzes wurde genutzt, um eine zweite Stocklosung der Phagemid-Bibliothek zu
erhalten. Dazu wurde die Kultur fiir weitere 2 h bei 37°C geschiittelt, zentrifugiert (10800 x g, 10
min) und in 10 ml 2x TY mit 15 % [v/v] Glycerin resuspendiert. 500 pl Aliquots wurden in
flissigem Stickstoff eingefroren.

Der mit Helferphagen versetzte Teil des Ansatzes wurde fiir 2 h bei 37°C (ohne Schiitteln)
inkubiert, zentrifugiert (3300 x g, 10 min) und in 500 ml 2x TY-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin resuspendiert und {iber Nacht bei 30°C schiittelnd
inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde zentrifugiert (10800 x g, 15 min) und 400 ml des
Uberstandes mit 100 ml PEG/NaCl (20 % Polyethylenglykol 6000, 2,5 M NaCl) versetzt, gut
geschiittelt und fiir 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert (10800 x g, 30 min)
und das Prizipitat in 8 ml TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4) gelost, erneut mit 2 ml
PEG/NaCl versetzt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation (3300 x g, 30
min) wurde das Prézipitat in 5 ml PBS (5,84 g NaCl, 4,72 g Na,HPO,, 2,64 NaH,PO, x 2 H,0,
pH 7,2 auf 1 1) resuspendiert und zentrifugiert (11600 x g, 10 min). Die sich im Uberstand
befindlichen Phagen wurden fiir kurze Zeit bei 4°C bzw. fiir ldngere Zeitrdume mit 15 %

Glycerin versetzt bei —80°C gelagert.
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Titerbestimmung der Phagenbank:

Die hergestellten Phagen wurden 1:1000 in PBS verdiinnt. 1 pl dieser Verdiinnung diente der
Infektion von 1 ml E. coli TGl (ODgy von 0,4). AnschlieBend wurden jeweils 50 pl der
unverdiinnten, 10, 10 und 10 verdiinnten Losung auf TYE-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin
und 1 % [w/v] Glucose ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Titer der genutzen

Phagenbank sollte zwischen 10'* und 10"*/ml betragen.
2.2.1.9.3  Anzucht der Helferphagen

200 pl E. coli TG1 (ODgg von 0,2) wurden mit 10 pl Helferphagen folgender Verdiinnung (1072
10, 10®) 30 min bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. Dieser Ansatz wurde zu 3 ml 42°C warmen
Topagar gegeben, auf TYE-Platten verteilt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Ein Phagen-
plaque wurde in 5 ml E. coli TG1 (ODggo von 0,2) tiberimpft und fiir 2 h bei 37°C schiittelnd
inkubiert. Dieser Ansatz wurde zu 500 ml 2x TY-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin gegeben
und tiber Nacht bei 30°C schiittelnd inkubiert. Die Phagenprézipitation und Titerbestimmung

erfolgte wie unter 2.2.1.9.2 beschrieben.
2.2.1.9.4 Screening der Phagenbank und Selektion spezifisch bindender Phagen

Pro durchmusterter Phagenbank wurden 6 Vertiefungen einer MaxiSorb™-Platte (Nunc-
Immuno™ Plate MaxiSorb™ Surface, Nunc, Wiesbaden) mit 50 pg/ml Antigen ((-)/(-) JA-BSA-
Konjugat bzw. OPDA-BSA-Konjugat) in Karbonatpuffer (50 mM NaHCOs, pH 9,6) iiber Nacht
bei RT beschichtet. AnschlieBend wurden die Vertiefungen dreimal mit PBS gewaschen und 300
ul 2 % BSA/PBS (2 % BSA in PBS) fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurden 10" bis 10"* Phagen (Kap. 2.2.1.9.2) in 2 % BSA/PBS (150 ul pro Vertiefung)
gegeben, bei RT fiir 30 min geschiittelt und anschlieBend ohne Schiitteln bei RT fiir 90 min
inkubiert. Danach wurde 20 x mit PBS mit 0,1 % Tween-20 gewaschen und die Phagen mit 100
ul frisch hergestelltem 100 mM Triethylamin pro Vertiefung durch Schiitteln fiir 10 min bei RT
eluiert. Die eluierten Phagen (Vereinigung der 6 x 100 pl pro Vertiefung) wurden in 300 ul 1 M
Tris-HCI pH 7,4 neutralisiert und 600 pl dieses Ansatzes zu 7,2 ml E. coli TG1 (ODggo von 0,4)
gegeben. Um noch gebundene Phagen zu eluieren, wurden in die leeren Vertiefungen 4,5 ul 1 M
Tris pH 7,4 und 90 ul E. coli TG1 (ODgg von 0,4) gegeben. Beide Anséitze wurden fiir 30 min
bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert. Nach der Vereinigung der Ansétze wurde die Zellsuspension
zur Titerbestimmung 107 10™ und 10 in PBS verdiinnt, 50 pl von jeder Verdiinnung auf TYE-
Platten mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % [w/v] Glucose ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Der restliche Ansatz wurde zentrifugiert (3300 x g, 10 min), das Prézipitat in 1ml 2x
TY-Medium resuspendiert, auf TYE-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % [w/v] Glucose
(Nunclon™ A Zellkulturschalen 500 cm?, Nunc, Wiesbaden) verteilt und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.
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Nach Zugabe von 5 ml 2x TY-Medium mit 15 % [v/v] Glycerin zu den TYE-Platten wurden die
E. coli TG1-Kolonien mit einem Spatel von der Oberfliche getrennt. 50 ul dieser Suspension
wurden zu 50 ml 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % Glucose gegeben und bis zu
einer ODgop von 0,4 bei 37°C geschiittelt. 10 ml dieser Kultur wurden mit 5 x 10'° Helferphagen
versetzt, fiir 30 min bei 37°C ohne Schiitteln inkubiert, anschlieend zentrifugiert (3300 x g, 10
min), in 50 ml 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin resuspendiert
und iiber Nacht bei 30°C geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde zentrifugiert (3300 x g, 15
min), 40 ml des Uberstandes mit 10 ml PEG/NaCl versetzt und fiir 1 h auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde zentrifugiert (3300 x g, 30 min), das Prizipitat in 1,6 ml TE resuspendiert,
mit 400 pl PEG/NaCl versetzt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurde erneut
zentrifugiert und das Prézipitat in 1,2 ml PBS resuspendiert. Zur vollstindigen Abtrennung aller
Zelltrimmer wurde abschlieend erneut zentrifugiert (11600 x g, 10 min). Der Phageniiberstand
diente einer neuen Screening-Runde. Nach der dritten Runde wurden pro Phagenbank 96 Klone
in eine Mikrotiterplatte (Nunclon™ A Surface [96 well], Nunc, Wiesbaden) zu 100 pl 2x TY-
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % [w/v] Glucose pro Vertiefung iiberimpft und bei
37°C iiber Nacht geschiittelt. 2 ul jedes Klons wurden in eine frische Mikrotiterplatte mit 200 pl
2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % [w/v] Glucose tiberfiihrt und fiir 1 h bei 37°C
schiittelnd inkubiert. Die restliche Ubernachtkultur wurde mit 50 ul 60 % [v/v] Glycerin pro
Vertiefung versetzt und bei —80°C gelagert (TG1-Glycerinkultur).

Die frisch angeimpften Kulturen dienten als Ausgangspunkt fiir die Produktion von Phagen.
Dazu wurden pro Vertiefung 25 pl 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 1 % [w/v]
Glucose und 10° Helferphagen zugesetzt und der Ansatz fiir 30 min bei 37°C ohne Schiitteln
inkubiert. Danach wurde die Mikrotiterplatte fiir 1 h bei 37°C schiittelnd inkubiert, zentrifugiert
(1800 x g, 10 min), das Prézipitat in 200 pl 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 50
pg/ml Kanamycin resuspendiert und bei 30°C iiber Nacht geschiittelt. AnschlieBend wurde
zentrifugiert (1800 x g, 10 min) und der Phageniiberstand in eine frische Mikrotiterplatte
abgehoben. Die Phagen wurden zuerst im monoklonalen Phagen-ELISA auf spezifische Bindung
zu den eingesetzten Konjugaten iiberpriift (Kap. 2.2.2.5.1) und dienten anschlieBend mittels E.
coli HB2151 der Produktion von 16slichen scFv-Antikorpern (Kap. 2.2.1.9.5).

2.2.1.9.5 Produktion l6slicher scFv-Antikérper

10 pl der hergestellten Phagen (Kap 2.2.1.9.4) wurden zu 200 pl E. coli HB2151 (ODgg von 0,4)
pro Vertiefung gegeben und zur Anheftung der Phagen fiir 30 min bei 37°C ohne Schiitteln
inkubiert. In eine neue Mikrotiterplatte wurden 100 ul 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
und 1 % [w/v] Glucose pro Vertiefung vorgelegt, anschlieBend 2 ul der Phagen/E. coli HB2151-
Suspension iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde
in eine frische Mikrotiterplatte mit 200 pl 2x TY-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und 0,1 %
[w/v] Glucose pro Vertiefung tiberimpft und fiir 3 h bei 37°C schiittelnd inkubiert (ODggo ~ 0,9).
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Von der restlichen Ubernachtkultur wurden durch Zugabe von 50 ul 45 % [v/v] Glycerin pro
Vertiefung Glycerinkulturen (HB2151-Glycerinkulturen) angelegt. Die Induktion der Produktion
16slicher scFv-Antikdrper erfolgte mittels Zugabe von 25 ul 2x TY-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin und 9 mM IPTG. Der Ansatz wurde bei 30°C {iiber Nacht geschiittelt und
anschlieBend zentrifugiert (1800 x g, 10 min) und der Uberstand im ELISA getestet (Kap.
2.2.2.5.2).

2.2.1.10  Klonierungstechniken

Zur Konstruktion und Klonierung von Plasmiden wurden die Restriktionsendonukleasen der
Firma ROCHE (Mannheim) verwendet. Die Standardmethoden erfolgten wie in Sambrook et al.
(1989) beschrieben.

2.2.1.10.1 Dephosphorylierung

Um die Selbstligation der linearisierten Vektor-DNA zu verhindern, wurde diese direkt nach der
Restriktionsspaltung mit alkalischer Phosphatase aus Palaemon borealis (Roche, Mannheim)
nach Herstellerangaben behandelt.

2.2.1.10.2 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem ,,Rapid DNA Ligation Kit“ (Roche,

Mannheim) laut der Herstellerangaben.
2.2.1.10.3 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion diente der Amplifikation von Nukleotidsequenzen. PCR-Ansétze
wurden entsprechend Tab. 2-4 angesetzt.

In Thermocyclern (Perkin Elmer) wurde die PCR-Amplifikation unter Verwendung des
folgenden Programms durchgefiihrt: 2 min Denaturierung bei 94°C, 28 Zyklen mit 30 s 94°C, 30
s 63°C, 1 min 72°C, 7 min 72°C.

Tab. 2-4. PCR-Ansatz fuir 50 pl

Reagenz Volumen [pl] Endkonzentration
steriles Wasser variabel
10 x Tag-Reaktionspuffer 5 1 x
dNTP-Mix 5 200 uM
Forward Primer 1 0,5 uM
Reverse Primer 1 0,5 uM
Tag-DNA-Polymerase 1 5U
Template-DNA variabel 10-100 ng
Gesamtvolumen 50
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2.2.1.11  DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse
2.2.1.11.1 Automatisierte Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Fragmente erfolgte mittels eines automatischen Sequenzierers
(LiCor, Modell 4000L bzw. LONGREADIR 4200, MWG-Biotech, Ebersberg). Die
Sequenzierreaktion wurde mit dem ,,SequiTherm EXCE™ Long-Read™ Sequencing Kit*
(BIOzym Diagnostik GmbH, Oldendorf) durchgefiihrt, wobei die verwendeten Primer 5'-
Fluoreszenzmarkierungen (,,IRD700* bzw. ,,IRD800“, MWG-Biotech, Ebersberg) besal3en.

2.2.1.11.2 Computergestiitzte Sequenzanalyse

Sequenzvergleiche wurden mit Hilfe von Programmen durchgefiihrt, die den BLAST-
Algorithmus verwendeten (Altschul et al., 1997). Dazu wurde der vom National Centre for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST) und vom EXPASy
Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch) angebotene Service genutzt.

2.2.2 Proteinanalytik

2221 Proteinisolierung
2.2.2.1.1 Proteinisolierung aus bakteriellem Uberstand von E. coli HB2151

100 pl induzierter Uberstand (Kap. 2.2.1.9.5) wurde mit 20 pl StrataCleanTM-Resin (Stratagene,
Heidelberg) vermischt und 15 min geschiittelt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (2 min, 12000 x
g, RT), der Uberstand abgehoben, das Pellet mit 40 pl Probenpuffer (1 ml 10 % [v/v] Glycerin,
1,4 ml stacking Puffer (0,8 % [w/v] SDS, 0,5 M Tris-HCI pH 6,8) versetzt und fiir 5 min
gekocht. Davon wurden 40 pl in einem 12,5 %igen, denaturierenden Polyacrylamidgel
(Laemmli, 1970) aufgetragen (Kap. 2.2.2.2).

2.2.2.1.2  Proteinisolierung aus Pflanzenmaterial

Gemorsertes Blattmaterial wurde mit 3 Vol. Extraktionspuffer (50 mM Tris, S mM EDTA, 0,1 %
[v/v] B-Mercapto-Ethanol, 1 % [v/v] Protease Inhibitor Cocktail (Sigma, Deisenhofen)) versetzt
und fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert (5 min, 12000 x g, 4°C) und
der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Die Proteinbestimmung erfolgte mittels
Bradford-Assay (Biorad, Miinchen).
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2222 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurde die SDS-Gel-Apparatur ,,Sturdier SE 400“ (Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, USA) verwendet.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 12,5 %igen, denaturierenden Polyacrylamidgel
(Laemmli, 1970). Zur Herstellung des Trenngels wurden 8,3 ml Acrylamid (30 % [w/V]
Acrylamid, 0,8 % [w/v] N,N’-Methylenbisacrylamid), 5 ml Trenngelpuffer (3M Tris pH 8,8), 0,2
ml 10 % [w/v] SDS, 6,3 ml Wasser, 30 ul TEMED und 150 pl 10 % [w/v] APS eingesetzt; pro
Sammelgel 1,2 ml Acrylamid (30 % Acrylamid, 0,8 % [w/v] N,N’-Methylenbisacrylamid), 2,5
ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris pH 6,8), 0,1 ml 10 % [w/v] SDS, 5,9 ml Wasser, 20 ul TEMED
und 50 pl 10 % [w/v] APS.

40 pg Gesamt-Protein aus Pflanzenmaterial wurde mit 1 Vol. SDS-Probenpuffer (I ml 10 %
[v/v] Glycerin, 1,4 ml stacking Puffer (0,8 % [w/v] SDS, 0,5 M Tris-HCI pH 6,8), 2 ml 10 %
[w/v] SDS, 5,1 ml Wasser, 0,5 ml B-Mercapto-Ethanol, 2 Kristalle Bromphenolblau) versetzt
und fiir 10 min bei 95°C denaturiert.

Die Auftrennung erfolgte bei 120 V in Elektrophoresepuffer (25 mM Tris, 0,25 M Glycin, 0,1 %
[w/v] SDS, pH 8,3). Als Molekulargewichtsstandard wurden 8 ul prestained protein marker
(New England Biolabs, Frankfurt/M.) verwendet.

Die Gele wurden nach der Gel-Elektrophorese in Coomassie-Blue G-250-Farbelosung geférbt
bzw. fiir Western-Transfer verwendet.

2223 Western-Transfer und Immunodetektion
2.223.1 Western-Transfer

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mittels Nassblot-Verfahren in
Transferpuffer (0,025 M Tris, 0,25 M Glycin, 0,1 % [w/v] SDS, pH 8,3, 20 % Methanol) auf
eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schuell) iiber Nacht bei 18 V (Trans-Blot® Cell
Apparatur, Biorad, Miinchen) bzw. fiir 1 h bei 100 V (Mini Trans-Blot® Cell Apparatur, Biorad,
Miinchen) transferiert.

Zur Kontrolle des Transfers und zur Abschédtzung der aufgetragenen Proteinmenge erfolgte die
Anfarbung der Proteine auf der Nitrocellulose-Membran mit Ponceau nach einer Methode von
Steffen und Link (1989).

2.2.2.3.2 Immunodetektion
Nach Absittigen der Membran fiir 2h mit Blockierungslosung aus 5 % Trockenmilch in
Marvelpuffer (20 mM Tris-HCl, 180 mM NaCl, pH 8,0) wurde die Membran mit dem

monoklonalen 9E10 anti-c-myc-Antikorper (Munroe und Pelham, 1986; von Dr. U. Conrad zur

Verfiigung gestellt), der gegen das c-myc-Tag-Peptid gerichtet ist, in einer Verdiinnung von 1:50
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in der Blockierungslosung fiir 2 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal
fiir jeweils 10 min bei RT mit 1:10 verdiinnter Blockierungslosung und einmal mit 1x PBS (8
mM Na,HPO4, 2 mM KH,HPO,, 150 mM NaCl, pH 7,5) gewaschen. Die Inkubation mit dem
sekundédren Antikorper ,,Anti-Mouse IgG Peroxidase Conjugate* (Sigma, Deisenhofen) erfolgte
fiir 1 h bei RT bei einer Verdiinnung von 1:2000 in der Blockierungslosung. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS/0,05 % [v/v] Tween-20 von jeweils 10 min erfolgte der Nachweis des SCFv-c-
myc-Tag-Proteins durch Chemolumineszenz mit dem , ECL+Plus-System* (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) entsprechend den Herstellerangaben. Dazu wurde die Membran

zusammen mit einem Rontgenfilm in einer Filmkassette fiir 30 s bis 20 min bei RT inkubiert.
2224 Reinigung der scFv-Antikorper mittels ProteinL-Saulen

3-5 g gemorsertes Blattmaterial wurden mit 3 Vol. PBS (10 mM Natriumphosphatpuffer, 0,12 M
NaCl, pH 7,2) mit 0,1 % Triton-100 versetzt, fiir 10 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (2700
X g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde anschlieBend erneut zentrifugiert (12000 x g, 10 min,
4°C). 1 ml rProteinL™-Agarose-Saule (Actigen/Affitech, Oslo, Norwegen; Bjorck, 1988) wurde
mit 20-50 ml PBS &dquilibriert und danach der Pflanzenextrakt dreimal auf die Siule gegeben.
Anschliefend wurde die Sdule mit 100 ml PBS gewaschen und die scFv-Antikérper mit 10 ml
0,1 M Glycin pH 2,5 eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden sofort mit 1 M Tris neutralisiert
und mittels Western-Analyse auf das Vorhandensein von sCFv-Antikorpern hin untersucht. Die
entsprechenden Fraktionen wurden durch Dialyse mit PEG-8000 auf 1-2 ml Endvolumen
eingeengt. Aliquots wurden sofort bei —20°C eingefroren, da die sCFv-Antikorper in wéssriger
Losung bei 4°C nicht stabil sind.

2225 Enzymimmuntest (ELISA)

Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno™ Plate Maxisorb™ Surface, Nunc, Wiesbaden) wurden mit
100 pl pro Vertiefung 50 png/ml Konjugat in Karbonatpuffer beschichtet und iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit PBS gewaschen und nicht besetzte Bindungsstellen
mit 100 ul 3 % BSA/PBS fiir 2 h bei RT abgesittigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS mit
0,1 % [v/v] Tween-20 wurden 100 pl pro Vertiefung des zu testenden Extraktes (Kap. 2.2.1.9.4,
2.2.1.9.5, 2.2.2.4) zugesetzt und fiir 2 h bei RT inkubiert. Danach wurde erneut 5 x mit PBS mit
0,1 % [v/v] Tween-20 gewaschen, 100 pl pro Vertiefung des monoklonalen 9E10 anti-c-myc-
Antikorpers (Munroe und Pelham, 1986; von Dr. U. Conrad zur Verfligung gestellt) 1:100 in 3
% BSA/PBS (losliche, bakterielle und gereinigte, pflanzliche scFv-Antikorper) bzw. anti-M13-
Peroxidase gekoppelte Antikorper (Phageniiberstand) 1:5000 in 3 % BSA/PBS und fiir 2 h bei
RT inkubiert. Die Vertiefungen wurden mit PBS mit 0,1 % Tween-20 gewaschen.

Im Fall der 16slichen scFv-Antikorper erfolgte die Zugabe von 100 pl pro Vertiefung des
sekunddren Antikorpers ,,anti-mouse-IgG-AP* (Sigma, Deisenhofen) 1:2000 in 3 % BSA/PBS.
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Nach einer Inkubation von 1 h bei RT wurde erneut 5 x mit PBS mit 0,1 % Tween-20
gewaschen, 100 pl des Substrates p-Nitrophenyl-phosphat (1 mg/ml in 1 M Diethanolaminpuffer
pH 9,8 [Sigma, Deisenhofen]) pro Vertiefung zugegeben und bei 37°C inkubiert. Die Absorption
bei 405 nm wurde mittels eines Mikrotiterplatten-Lesegerites bestimmt.

Der Nachweis der gebundenen Phagen erfolgte durch Zugabe von 100 pl Substratlosung (100
pg/ml TMB in 100 mM Na-Acetat pH 6,0; direkt vor dem Gebrauch 10 pl H,O, auf 50 ml
Losung zusetzen). Zum Abstoppen der Reaktion wurden nach ca. 10 min 50 pul 1 M
Schwefelsdure zugegeben. Die Differenz der Absorption bei 650 nm und 450 nm wurde mittels

eines Mikrotiterplatten-Lesegerites bestimmt.
2.2.2.5.1 Phagen-ELISA

Als zu testende Extrakte dienten die unter 2.2.1.9.4 hergestellten Phagen. Dazu wurden 50 ul
Phageniiberstand mit 50 ul 6 % BSA/PBS pro Vertiefung zusammen inkubiert. Der

Enzymimmuntest wurde, wie in Kap. 2.2.2.5 beschrieben, durchgefiihrt.
2.2.2.5.2 ELISA mit 16slichen, bakteriellen sSCFv-Antikorpern

Es dienten als zu testende Extrakte die unter 2.2.1.9.5 hergestellten 16slichen bakteriellen
Uberstinde. Pro Vertiefung wurden 50 pl dieser Uberstinde mit 50 ul 6 % BSA/PBS gemischt
und fiir 2 h bei RT inkubiert. Der Enzymimmuntest wurde, wie unter 2.2.2.5 beschrieben,
durchgefiihrt.

2.2.2.5.3 ELISA mit gereinigten SCFv-Antikorpern aus der Pflanze
Die unter 2.2.2.4 erhaltenen gereinigten SCFv-Antikérper wurden unverdiinnt, 1:2 und 1:4
verdiinnt eingesetzt. Dazu wurden 50 pl der entsprechenden Verdiinnung mit 50 pl 6 %

BSA/PBS inkubiert und in die Vertiefung der Mikrotiterplatte gegeben. Der Enzymimmuntest
wurde, wie unter 2.2.2.5 beschrieben, durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Systemische Resistenz kann in Kartoffel grundsitzlich durch die Infektion mit Pathogenen,
aber auch durch die Behandlung mit Arachidonsdure (AA) und anderen mehrfach
ungesattigten Fettsduren erreicht werden (Stromberg und Brishammar, 1991; Kombrink et al.,
1996; Cohen et al., 1991; Coquoz et al., 1995). Im Gegensatz zu anderen pflanzlichen
Systemen wie Arabidopsis, Tabak oder Gurke scheinen jedoch die Mechanismen der
Induktion der systemischen Resistenz in Kartoffel in wesentlichen Punkten von den dort
beschriebenen Signalwegen abzuweichen. So wurde nach Behandlung mit AA nur eine
lokale, aber keine systemische Erhohung der SA-Mengen beobachtet (Coquoz et al., 1995).
Im Gegensatz dazu war die Auspragung der SAR in SA-defizienten nahG-Pflanzen nicht
mehr durch AA induzierbar (Yu et al., 1997). Zusitzlich fiihrte die exogene Applikation von
SA zwar zu einer verstirkten PR1-Expression, aber nicht zu einer erhohten Resistenz in
Kartoffel (Coquoz et al., 1995). Diese unterschiedlichen Effekte tragen nur sehr unzureichend
zur Kldrung des Einflusses von SA bei der Auspriagung der induzierten Resistenz in Kartoffel
bei.

Als weiteres potentielles Signalmolekiil konnte JA fungieren. Erste Hinweise auf eine
Beteiligung von JA an der Auspriagung der induzierten Resistenz geben Versuche, in denen
durch Behandlung mit JA und MeJA ein lokaler und systemischer Schutz vor einer P. i.-
Infektion erreicht wurde (Cohen et al., 1993). Aulerdem konnte nach Induktion der Resistenz
in Kartoffel durch Behandlung mit Psm M2 eine systemische Akkumulation von 12-Oxo-
Phytodiensdure (OPDA), der biosynthetischen Vorstufe von JA, beobachtet werden, wahrend
JA nur im lokalen Blattmaterial akkumulierte (Landgraf et al., 2002). Die Untersuchungen
zur Wundantwort in Tomate und Kartoffel unterstreichen dagegen die Bedeutung von JA, als
mogliches Signalmolekiil zu fungieren (Pefia-Cortés et al., 1995; Li et al., 2002).

Ziel dieser Arbeit war es, durch transgene Ansdtze den Einfluss von JA, dessen Vorstufe
OPDA sowie von SA als potenzielle Signalmolekiile auf die Auspridgung der induzierten
Resistenz in Kartoffel zu untersuchen. Dazu wurde zunichst die Genexpression in den
Kontrollpflanzen nach Behandlung mit Psm M2 und dem Oligopeptidelicitor Pep13 genauer

analysiert.

3.1 Analyse der Genexpression im Wildtyp S. tuberosum L. cv. Désirée nach
Pathogenbehandlung mit Psm M2

3.1.1 Analyse der Transkriptakkumulation von LOX- und Abwehrgenen mittels
Northern-Blot-Hybridisierung

Nach Behandlung der WT-Pflanzen mit Psm M2 wurde Gesamt-RNA zu den angegebenen
Zeitpunkten aus dem lokalen sowie dem systemischen Blattgewebe isoliert und anhand von

Northern-Blot-Hybridisierungen analysiert. Als Sonden dienten u. a. die Abwehrgene
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StCHTA und StPRla, die bereits in vorangegangenen Untersuchungen als geeignete
molekulare Marker flir eine systemische Genaktivierung und die damit korrelierende
Auspriagung von SAR beschrieben wurden (Kombrink und Somssich, 1997; Kistner, 1999;
Gobel, 2001). Durch die Analyse der Akkumulation der StLOXS3-Transkripte sollten
auBlerdem Anhaltspunkte auf transkriptionelle Verdnderungen innerhalb des LOX-
Reaktionsweges erhalten werden. Als Kontrollen diente Blattmaterial von Pflanzen, das mit
10 mM MgCl, infiltriert wurden.

Fiir die Transkripte der StCHTA und von StPR1a konnte nach Behandlung der WT-Pflanzen
mit Psm M2 eine Akkumulation im lokalen sowie im systemischen Blattgewebe gezeigt
werden (Abb. 3-1). Dabei wurde bereits nach 6 h eine Zunahme der Transkriptmenge im
lokalen Blattgewebe beobachtet. Das Maximum der Transkriptakkumulation dieser Gene
wurde nach 36 h erreicht (Abb. 3-1A). Die Akkumulation der Transkripte im systemischen
Blattgewebe konnte erstmals zwischen 12 h und 18 h nach der Behandlung der Pflanzen
beobachtet werden und war bis zu 72 h detektierbar (Abb. 3-1B). Eine erhohte
Transkriptmenge der StLOX3 konnte nur im lokalen Blattgewebe gezeigt werden (Abb. 3-1).

Psm -+ -+ + -+ -+ -+ -+
(A)
h.pi. 0 6 157 18 24 36 48 72
SICHTA - - .- R v =
StPR la - - " s .

SIOX3 |Me . B Seaws B & &

- - e w o W e W
G AW ER BN

(B) Psm e T S S
b 0 6 12 18 24 36 48 72

StCHTA i — - - - - -

StPRIa - - - - -

Yiocall & & & .l L. X X

rRNA .T“;::::’: ::""

Abb. 3-1. Northern-Blot-Analyse verschiedener Gene nach Behandlung mit Psm M2 im lokalen und
systemischen Blattgewebe von S. tuberosum L. cv. Désirée
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Je zwei Fiederblétter der Kartoffelpflanzen wurden mit 10 mM MgCl, (-) bzw. Psm (+) infiltriert. Gesamt-RNA
wurde aus diesen (,,lokal“, A) und den dariiberliegenden, nichtbehandelten (,,systemisch®, B) Blittern zu den
angegebenen Zeitpunkten nach der Behandlung isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA wurden in denaturierenden
Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten
von StCHTA, StPR1a und StLOX3 hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch
Féarbung mit Ethidiumbromid tiberpriift (rRNA).

3.1.2 Analyse der Transkriptakkumulation verschiedener Gene mittels Reverse
Northern

Um eine komplexe Analyse der Transkriptakkumulation verschiedener Gene zu erhalten,
wurde die Methode des Reverse Northern herangezogen. Dazu wurde die Plasmid-DNA von
247 Genen in drei verschiedenen Konzentrationen punktféormig auf eine Nylonmembran
aufgebracht (von Dr. P. ten Hoopen durchgefiihrt).
Gesamt-RNA wurde 18 h nach der Behandlung der WT-Pflanzen mit Psm M2 bzw. 10 mM
MgCl, extrahiert und daraus polyA’-mRNA isoliert. Die polyA"™-mRNA diente zur Synthese
3P markierter cDNA, die als Sonden zur Hybridisierung der Membranen eingesetzt wurde.
Ein Ausschnitt einer hybridisierten Membran ist in Abb. 3-2 dargestellt.
“u, 2. g7 b ")%‘o&/
o
aQ/\ ,Q/\ ,Q/\

T;_‘ &‘ X.

Abb. 3-2. Ausschnitt einer hybridisierten Reverse Northern-Membran
Die cDNA von jedem Gen wurde punktformig in 3 verschiedenen Konzentrationen an den entsprechenden
Positionen auf die Nylonmembran geladen. Beispielhaft wurde das Gen StCHTA markiert.

Die Klassifizierung der auf die Membran aufgebrachten cDNAs erfolgte hinsichtlich ihrer

bekannten Funktion bzw. der beschriebenen Regulation ihrer Expression (Tab. 3-1).

Tab. 3-1. Einteilung der untersuchten Gene je nach Funktion bzw. Expression in 8 verschiedene Gruppen

Gruppe Beispiele

1) Gene des LOX-Reaktionsweges AOS2, OPR3, LOX3, Desaturase

2) Gene des Phenylpropanoidstoffwechsels PAL, 4-CL, THT

3) Oxidat. Stress/Apoptose korrelierte Gene | DADI

4) PR-Gene PRP1, PR1a, PRB1b, PR2

5) Wundinduzierte Gene PIN2, Cathepsin Inhibitor

6) Gene mit allg. Signalerkennungs- und i . .
) ] ) PP2C, Kaliumkanile, Proteinkinasen, TF
Signaltransduktionsfunktion

7) Allg. stressrelevante Gene RBP, CYSP homolog, HMG-CoA-Reduktase
8) Gene des Primérstoffwechsels ATP-Citratlyase, RUBISCO UE bindendes
Protein,
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Die Behandlung der WT-Pflanzen mit Psm M2 fiihrte im Vergleich mit kontrollinfiltrierten
Pflanzen zu einer verringerten Transkriptakkumulation verschiedener Gene des
Primirstoffwechsels (Gruppe 8, Tab. 3-1). Dagegen waren die Transkriptmengen von
Abwehrgenen (Gruppe 4), verschiedenen wundinduzierten Genen (Gruppe 5) sowie einigen
Genen des LOX-Reaktionsweges im mit PSm M2 behandelten Blattgewebe erhoht (Tab. 3-2).
In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnte nach Behandlung mit JA die Reprimierung
von kern- bzw. plastiddr-kodierten Genen, die hauptsdchlich an photosynthetische Prozesse
gekoppelt sind sowie die verstirkte Transkriptakkumulation von JA-responsiven Genen
gezeigt werden (Wasternack und Hause, 2002).

Tab. 3-2. Genexpressionsprofil der WT-Pflanzen nach Behandlung mit Psm M2

Je zwei Fiederblétter der Kartoffelpflanzen wurden mit 10 mM MgCl, bzw. Psm M2 infiltriert. Aus diesem
Blattmaterial wurde nach 18 h Gesamt-RNA isoliert. Je 30 pg Gesamt-RNA wurden fiir die reverse
Transkription verwendet und die Filter mit der erhaltenen, **P markierten cDNA hybridisiert.

Verglichen wurde die Expression verschiedener Gene im mit Psm M2- und MgCl,-behandelten Blattgewebe von
WT-Pflanzen (Ratio). Es wurden die Gene dargestellt, deren Transkriptmengen signifikante Unterschiede von
mindestens zweifach aufwiesen. Die Einteilung der Gene erfolgte wie in Tab. 3-1 aufgefiihrt.
Expressionsunterschiede von >2 deuten auf eine Induktion der Genexpression in den mit PSm M2 behandelten
Pflanzen im Vergleich mit den kontrollinfiltrierten Pflanzen hin. Dagegen zeigt ein Faktor von <0,5 die
Reprimierung der Genexpression in den mit PSm M2 behandelten Pflanzen an.

Gen/Funktion Ratio Gen/Funktion Ratio
Gene des L OX-Reaktionsweges Signaltransduktionsgene
LeAOS2 3,3 "salicylic acid responsive" 3,9
StLOX3 2,2 Proteinkinase 0,4
StLOX2 0,2 NtSARS.2 5,9
Gene des Phenylpropanoid-SW Allg. stressrelevante Gene
StTHT (Hydroxyzimtsédure-CoA- StSRE1 (Sre = systemisch responsive
Transferase) 3,9 Gene) 0,5
PR-Gene StCystein PI 2,2
StPRP1 ("pathogenesis-related protein", 18,6 NtPAR-1b 10,8
StPRB1b (antifugal) 4,2 NtPAR-1¢ 8
StPR2 (B-1,3 Glucanase) 6 Austrocknungsstressprotein 0,3
PR3 (Chitinase PR-Q) 7,2 StPatatin 0,2
PR5 (Osmotin) 49,3 HMG-CoA-Reduktase 3,6
PR10 (Ribonuklease-dhnlich) 2.3 Gene des Primarstoffwechsels
StPR1a (antifugal) 3.3 CP12 0,2
StCHTA (Chitinase A) 7,1 FBPase 0,2
Chitinase C 10,3 Enolase 2,7
Wundinduzierte Gene RUBISCO Aktivase 0,04
StCathepsin Inhibitor 2,9 Protochlorophyllid Oxidoreduktase 0,08
StPIN2 5 PsalL UE Photosystem I 0,4
StPI 11 4,1 ATP-Synthase UE IX (atpQG) 0,09
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3.2 Analyse der Expression des Gens StPRB-1b im Wildtyp S. tuberosum L. cv.
Désirée nach Behandlung mit dem Oligopeptidelicitor Pepl3

In Petersilie aktiviert ein 13 AS umfassendes Peptidfragment (Pep13) aus Phytophthora sojae
verschiedene Abwehrreaktionen, u.a. die Expression von Abwehrgenen und die Bildung von
Phytoalexinen (Niirnberger et al., 1994). Auch in Kartoffel konnte die Expression von
Abwehrgenen (LOX, 4-CL, PR1) nach Behandlung mit Pep13 gezeigt werden (Brunner et al.,
2002). Im Gegensatz zu Petersilie korrelierte in Kartoffel diese Abwehrgenexpression mit der
Bildung von Nekrosen (Geiler, 2001).

Als Voraussetzung filir die spitere Analyse der Genexpression in den transgenen Pflanzen
wurde die Akkumulation des StPRB1b-Transkriptes nach Behandlung von WT- und
Vektorkontroll-Pflanzen (C3-Pflanzen) mit Pep13 untersucht. Die C3-Pflanzen wurden als
zusitzliche  Kontrollen verwendet, da sie ebenfalls 1i{ber einen  bindren
Pflanzentransformationsvektor verfligten und deshalb bis zum Auspflanzen auf Erde wie die
zu untersuchenden transgenen Linien auf Kanamycin-haltigem Medium angezogen wurden
(von Dr. C. Gobel zur Verfiigung gestellt). Damit sollte der mogliche Einfluss von
Kanamycin auf die Genexpression in den transgenen Pflanzen ausgeschlossen werden.

Es wurde Gesamt-RNA aus mit 100 uM Pep13 behandeltem Blattgewebe nach 24 h isoliert
und mittels Northern-Blot-Hybridisierung analysiert. Parallel dazu wurde auch die
Akkumulation des StPRB1b-Transkriptes in den unbehandelten (systemischen) Bléttern
derselben Pflanze untersucht. Als Kontrollen dienten mit Wasser infiltrierte Pflanzen.

Sowohl im lokalen als auch im systemischen Blattgewebe der WT- und C3-Pflanzen konnten
erhohte StPRB1b-Transkriptmengen gezeigt werden. Dabei war die Induktion der Expression
von StPRB1b in den WT-Pflanzen mit der Induktion in den C3-Pflanzen vergleichbar (Abb.
3-3).

(Aa) WT C3 (B) WT C3
Pepl3 -+ 4+ -+ + Pepl3 - 4+ + - 4+ o+
SIPRBIb [we we W] = WD StPRB1b — ——
' -
RNA | RNA - - -
- el LA A

Abb. 3-3. Northern-Blot-Analyse von StPRB-1b nach Behandlung mit Pep13 im lokalen und systemischen
Blattgewebe von S. tuberosum L. cv. Désirée

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit Wasser (-) bzw. 100 uM Pep13 (+) infiltriert. Gesamt-
RNA wurde aus diesen (,,lokal“, A) und den unbehandelten (,,systemisch®, B) Blittern 24 h nach Behandlung
isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen
transferiert und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment von StPRB1b hybridisiert. Die im Agarosegel
aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch Féarbung mit Ethidiumbromid tberpriift (rRNA). Dargestellt sind
jeweils zwei unabhingige mit Pep13 behandelte Pflanzen (+).
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3.3 Generierung von nahG-Pflanzen

Wie oben erwihnt, kommt SA in Kartoffel eine von anderen Pflanzen wie Arabidopsis und
Tabak abweichende Rolle in der Pathogenabwehr zu (Coquoz et al., 1995; Yu et al., 1997).
Um den Einfluss von SA auf die Abwehrgenexpression in Kartoffel besser analysieren zu
konnen, wurde der Wildtyp S. tuberosum L. cv. Désirée Agrobakterium-vermittelt mit dem
NahG/pCIB200-Konstrukt (von Leslie Friedrich, Novartis Crop Protection, Inc. zur
Verfiigung gestellt) transformiert. Das NahG-Gen aus Pseudomonas putida kodiert fiir eine
Salicylathydroxylase, welche SA in Catechol umwandelt (Yamamoto et al., 1965). Die
transgenen Pflanzen sollten deshalb iiber sehr geringe Mengen an SA verfiigen (Gaffney et
al., 1993; Delaney et al., 1994).

Es erfolgte zundchst die Analyse der Akkumulation von NahG-Transkripten in den
generierten transgenen Linien (Abb. 3-4). Dabei konnte gezeigt werden, dass, im Vergleich
mit den anderen getesteten transgenen Linien, die Linien Al und D2 {iiber sehr hohe
Transkriptgehalte verfiigten (Abb. 3-4). AnschlieBende SA-Messungen dieser Linien ergaben
SA-Gehalte unterhalb des Detektionslimits (von Dr. P. Landgraf durchgefiihrt, Daten nicht
gezeigt). Sie wurden deshalb fiir weitere Untersuchungen ausgewihlt.

WT Al A2 B Bl B2 D2 D4 EI E2 E3

v [ TR EEY

Abb. 3-4. Northern-Blot-Analyse der Akkumulation des NahG-Transkriptes nach Transformation von
Kartoffelpflanzen mit dem NahG/pCIB200-Konstrukt

Je 20 pg Gesamt-RNA wurde in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert
und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment von NahG hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen
RNA-Mengen wurden durch Farbung mit Ethidiumbromid tiberpriift (rRNA). Dargestellt sind 10 unabhéngige
transgene Linien. Die Linien A2 und D2 sind fettgedruckt dargestellt.

3.4  Analyse der Akkumulation des StPRB1b-Transkriptes in den ausgewdahlten
transgenen nahG-Linien nach Behandlung mit Pep13

Die transgenen nahG-Linien wurden mit 100 uM Pepl3 bzw. zur Kontrolle mit Wasser
infiltriert. Gesamt-RNA wurde 24 h nach der Behandlung aus dem behandelten sowie dem
unbehandelten (systemischen) Blattgewebe isoliert und fiir Northern-Blot-Analysen
eingesetzt. Eine Unterscheidung in Linie A2 und D2 fand dabei nicht statt.

Wie bereits in fritheren Untersuchungen beschrieben (Geiler, 2001), kam es nach Behandlung
der WT- und C3-Pflanzen mit Pep13 zur Ausbildung von Nekrosen (Daten nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu konnte nach der Behandlung der transgenen nahG-Pflanzen mit Pep13 keine

Bildung von Nekrosen mehr beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Im Vergleich mit den WT- bzw. C3-Pflanzen war auch die Akkumulation des StPRB1b-
Transkriptes in den transgenen nahG-Pflanzen reduziert (Abb. 3-5). Sie betrug sowohl im
lokalen (Abb. 3-5, Al, A2) als auch im systemischen (Abb. 3-5, B1, B2) Blattgewebe nur

noch ca. 25 % der in den Kontrollpflanzen beobachteten Transkriptmenge.
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Abb. 3-5. Northern-Blot-Analyse von StPRB-1b im lokalen und systemischen Blattgewebe der transgenen
nahG-Pflanzen nach Behandlung mit Pep13

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit Wasser (-) bzw. 100 uM Pepl3 (+) infiltriert und
Gesamt-RNA 24 h nach Behandlung isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA wurde in denaturierenden Agarosegelen
aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment von StPRB1b
hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch Fiarbung mit Ethidiumbromid
iiberpriift (rRNA).

(A) Dargestellt ist die Transkriptakkumulation von StPRB1b im lokalen Blattgewebe. Eine Northern-Blot-
Analyse ist in (A1) exemplarisch dargestellt. Zur Berechnung des rel. Transkriptgehaltes von StPRB1b dienten
zwei unabhéngige Northern-Blot-Analysen mit je 2 unabhingigen, mit Pep13 behandelten Pflanzen (A2).

(B) Dargestellt ist die Transkriptakkumulation von StPRB1b im systemischen Blattgewebe. Die zur Berechnung
des rel. Transkriptgehaltes von StPRB1b (B2) herangezogene Northern-Blot-Analyse ist in (B1) dargestellt.
Jeweils unabhingige, mit Pep13 behandelte Linien wurden durch (+) symbolisiert
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3.5 Isolierung von scFv-Antikdrpern, die spezifisch an BSA-gekoppelte JA bzw.
OPDA binden

Die fiir Kartoffel gezeigte deutliche Korrelation zwischen der Akkumulation der Jasmonate
und der Transkriptakkumulation von Abwehrgenen nach Behandlung mit Psm M2 (Landgraf
et al., 2002) sollte unter Verwendung transgener Pflanzen gezielter untersucht werden. Dazu
sollten scFv-Antikorper, die spezifisch JA bzw. OPDA binden, isoliert und die
korrespondierenden Gene in verschiedenen Zellkompartimenten der Kartoffel exprimiert
werden. Auf diese Weise sollten die zu exprimierenden ScFv-Antikdrper in den
entsprechenden Kompartimenten zu einem Sink der betroffenen Phytohormone fithren und

damit die physiologisch aktiven Konzentrationen an JA bzw. OPDA reduziert werden.

3.5.1 Screening einer menschlichen ScFv-Antikorper-Expressionsbibliothek mittels
Phage Display

Die synthetischen scFv-Phagemid-Expressionsbibliotheken A und B wurden von Ian M.
Tomlinson (MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK) zur Verfligung gestellt.
Beide Bibliotheken basieren auf menschlichen V-Gensegmenten, die mittels
Oligonukleotidprimern vervielféltigt wurden (De Wildt et al., 2000). Sie unterscheiden sich
nur in ihrer Seitenkettendiversitét.

In Bibliothek A wurden hauptséchlich Seitenketten amplifiziert, die eine hohe Diversitit im
natiirlich vorhandenen Repertoire aufwiesen. Hingegen wurden in Bibliothek B hauptsidchlich
Seitenketten berticksichtigt, die eine hohe natiirliche somatische Mutationsrate aufwiesen oder
durch zufillige Kombination verschiedener V-, D- und J-Gene entstanden sind (De Wildt et
al., 2000).

Die scFv-Antikorper kodierenden cDNAs lagen in dem Vektor pIT1 (Anhang 3) kloniert vor.
Die Expression der myc-tag fusionierten SCFv-Antikorper erfolgte im E. coli Stamm TG1 und
HB2151. Der E. coli Stamm TGI ist in der Lage, das im Linkerbereich enthaltene amber-
Codon (Stop-Codon) zu unterdriicken. Dadurch wurden die sSCFv-Antikorper an das Phagen-
Hillprotein GIII fusioniert, womit das Screening der Bibliotheken durch Exposition der
einzelnen SCFv-Antikorper auf der Phagenoberfliche ermdglicht wurde. Die losliche
Expression der scFv-Antikorper erfolgte im E. coli Stamm HB2151. Bei diesem Stamm
handelt es sich um einen sogenannten Nonsuppressorstamm, der nicht liber die Fahigkeit
verfiigt, das amber-Codon durch Einbau der entsprechend verdnderten tRNA zu unterdriicken.
Deshalb kam es in diesem E. coli-Stamm am amber-Codon zum Kettenabbruch, so dass die
scFv-Antikorper nicht an das Phagen-Hiillprotein GIII fusioniert und somit als 16sliche
Antikorper in den periplasmatischen Raum abgegeben wurden.
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3.5.2 Isolierung spezifischer sCFv-Antikorper mittels ELISA

Zur Isolierung spezifischer sScCFv-Antikdrper wurden die Antigene JA und OPDA an BSA {iber
deren Carboxylfunktion gekoppelt (von Dr. R. Kramell durchgefiihrt). Durch diese Kopplung
war es moglich, die Antigene stabil an die Oberfliche von Mikrotiterplatten zu binden und
somit einzelne, spezifisch bindende Phagenklone zu isolieren. Nach drei Screening-Runden
wurden pro Bibliothek 96 Phagenklone vereinzelt und deren Bindung an das JA- bzw. OPDA-
BSA-Konjugat bestimmt.

Dabei wurde zunichst die Bindungsaffinitit der an die Phagenoberfliche gekoppelten scFv-
Antikorper im Festphasen-ELISA analysiert. AnschlieBend wurden von allen getesteten
Klonen I6sliche scFv-Antikorper hergestellt und diese ebenfalls im Festphasen-ELISA
getestet. Beide Festphasen-ELISA sind in Abb. 3-6 schematisch dargestellt. Als Kontrolle
dienten jeweils BSA-beschichtete Mikrotiterplatten.

>

—terarvree Mikrotiterplatte

Q JA/ OPDA-BSA ll anti-JA/OPDA scFv

g anti-JA/OPDA scFv Y anti-c-myc 9E10
W anti-M13-HRP t anti-mouse-I1gG-AP

Abb. 3-6. Festphasen-ELISA zum Nachweis der Bindung von phagengebundenen scFv-Antikérper (linke
Seite) bzw. der Bindung von bakteriell exprimierten Antikérperfragmenten (rechte Seite) an JA bzw.
OPDA als BSA gekoppeltes Konjugat

Die Platten wurden mit dem entsprechenden BSA-Konjugat beschichtet und anschlieBend mit dem
Phageniiberstand bzw. bakteriellen Uberstand inkubiert. Der Nachweis erfolgte im Falle der Phageniiberstinde
mittels anti-M13-Peroxidase-gekoppelten Antikdrpern. Die 16slichen SCFv-Antikorper aus dem bakteriellen
Uberstand wurden zunichst mit monoklonalen 9E10 anti-c-myc-Antikdrpern (von Dr. U. Conrad zur Verfiigung
gestellt) und anschlieBend mit anti-mouse-AP-Antikdrpern detektiert.
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Von den 96 vereinzelten Klonen konnten aus Bibliothek A zehn (9,6 %) und aus Bibliothek B
37 (35,5 %) phagengebundene scFv-Klone isoliert werden, die spezifisch an das JA-BSA-
Konjugat banden. Weiterhin konnte fiir 23 Klone (22,1 %) aus Bibliothek A und 19 Klone
(18,2 %) aus Bibliothek B eine spezifische Bindung an das OPDA-BSA-Konjugat gezeigt
werden (Anhang 1).

Da positive Phagenklone nicht zwangsldufig auch iiber gute Bindungseigenschaften als
16sliche scFv-Antikdrper verfiigen, wurden von den bereits getesteten Phagenklonen 16sliche
Antikorperiiberstinde hergestellt und deren spezifische Bindungseigenschaften ebenfalls im
ELISA analysiert (Anhang 2).

So konnten aus Bibliothek B 12 Klone mit spezifischen Bindungseigenschaften fiir das JA-
BSA-Konjugat isoliert werden. Alle Phagenklone aus Bibliothek A zeigten im ELISA mit den
l6slichen Antikorperfragmenten keine Bindungseigenschaften mehr an das JA-BSA-
Konjugat. Die Selektion von OPDA-BSA bindenden Antikdrpern ergab drei Klone aus
Bibliothek A und fiinf Klone aus Bibliothek B.

In Abb. 3-7 sind alle 16slichen scFv-Antikorper mit spezifischen Bindungseigenschaften an
JA bzw. OPDA im Vergleich zur Bindung an BSA dargestellt.
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g g
£ 06 £ 034
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b= h=
o 04 g 024
0,2 1 0.1+
e D N 0 2
NP PO Y oG o GO GESIRR
v A ST SN PRGTNE
scFv-Klone der Biblicthek B scFv-Klone der Bibliothek

A (A) und B(B)

D BSA beschichtete Mikrotiterplatte
B A- bzw. OPDA-BSA beschichtete Mikrotiterplatte

Abb. 3-7. Bestimmung der spezifischen Bindung l6slicher scFv-Antikorper an das JA-BSA-Konjugat (A)
bzw. OPDA-BSA-Konjugat (B) mittels Festphasen-ELISA (Abb. 3-6)

Dargestellt ist die maximale Extinktion bei A=405 nm, die sich aus dem Umsatz des hinzugefiigten Substrates p-
Nitrophenylphosphat (pnPP) ergab. Um eine Kreuzreaktivitit mit BSA auszuschlieen, wurde die Bindung an
BSA als Negativkontrolle verwendet.
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3.5.3 Nachweis der sSCFv-Antikorperexpression in E. coli mittels Western-Blot

Die molekulare Masse der Antikdrperfragmente mit spezifischen Bindungseigenschaften
wurde mittels Western-Blot bestimmt (Abb. 3-8). Vollstindige Antikorper, die iliber beide
variablen Doménen verfiigen, sollten eine molekulare Masse von 29 kDa aufweisen. Alle im
ELISA positiv getesteten Antikdrper zeigten die entsprechende Grofie (Abb. 3-8 A und B;
scFv-Klon H3(A) nicht gezeigt). Dagegen verfiigte der Klon B10 nur iiber eine variable
Domaéne und wurde nicht weiterverwendet (Abb. 3-8B)

(A) A Y Q )
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Abb. 3-8. Western-Blot-Analyse der Expression der scFv-Antikérper im bakteriellen Uberstand der
selektierten Phagen-Klone

Die aus dem bakteriellen Uberstand der E. coli-Klone extrahierten Proteine wurden in einem 12,5 %igem SDS-
PAA-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit 9E10 anti-c-myc-Antikérpern (von
Dr. U. Conrad zur Verfiigung gestellt) detektiert. Dargestellt sind SCFv-Antikérper mit einer spezifischen
Bindung an das JA-BSA-Konjugat (A) bzw. OPDA-BSA-Konjugat (B). Als Postivkontrolle wurde der
aufgereinigte anti-ABA-scFv-Antikdrper (RA27, von Dr. U. Conrad zur Verfiigung gestellt) eingesetzt.

3.6 Konstruktion der zur Pflanzentransformation verwendeten Kassetten

Die Auswahl der zur Pflanzentranformation verwendeten scFv-Klone erfolgte aufgrund ihrer
erhaltenen spezifischen Bindung an das JA- bzw. OPDA-BSA-Konjugat (Abb. 3-7).

So wurden nach dem Screening der Phagenbibliotheken mit dem JA-BSA-Konjugat als
Antigen die sCFv-Klone B11, C4 und F6 ausgewéhlt. Die cDNAs der Klone D3, E10 und F2,
die aus dem Screening der Phagenbibliotheken mit dem OPDA-BSA-Konjugat als Antigen
stammten, wurden ebenfalls selektiert. Die sechs korrespondierenden cDNA-Sequenzen
wurden in entsprechende Expressionskassetten kloniert, die die Akkumulation der ScFv-
Antikorper im ER bzw. im Cytosol ermoglichen sollten (Abb. 3-9A, B).

Da ein Teil der Biosynthese von JA einschlielich der Bildung von OPDA im Chloroplasten
verlauft (Stelmach et al., 2001), wurde die cDNA von Klon F2 zusétzlich in drei verschiedene
chloroplastidire Expressionskassetten kloniert (Abb. 3-9C, von P. ten Hoopen durchgefiihrt).
Insgesamt standen somit 15 verschiedene Konstrukte fiir die Agrobakterium-vermittelte
Pflanzentransformation zur Verfiigung.
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3.6.1 Klonierungsstrategie zur Akkumulation der scCFv-Antikorper im ER

Zur Akkumulation der scFv-Antikdrper im ER wurden die ausgewéhlten cDNAs, die aus dem
Phagemid-Vektor pIT1 (Anhang) stammten, mittels PCR unter Verwendung der Primer
ForToml und BacklegT1 (Tab. 2-3) mit BamHI-Restriktionsschnittstellen versehen. Die
erhaltenen Fragmente wurden mit BamHI gespalten und anschlieend in den ebenfalls mit
BamHI gespaltenen Vektor pPRTRA7/3 (Artsaenko et al., 1995) ligiert. Dieser Vektor enthalt
eine Pflanzentransformationskassette, bestehend aus dem 35S CaMV-Promotor, dem
LeguminB4-Signalpeptid (Eintritt in das ER; Béumlein et al. 1991), der KDEL-Sequenz
(Retention der scFv-Antikorper im ER; Munroe und Pelham, 1987) und dem PolyA-Signal.
Die Expression der Antikorper erfolgte als N-terminale myc-tag Fusion. Durch Restriktion
mit HindIIl wurde diese Expressionskassette in den bindren Pflanzentransformationsvektor
pBin19 kloniert (Abb. 3-9B).

3.6.2 Klonierungsstrategie zur Akkumulation der scFv-Antikdrper im Cytosol

Zur Akkumulation der scFv-Antikorper im Cytosol wurden die ausgewéhlten cDNAs mittels
Ncol/Notl aus dem Phagemid-Vektor pIT1 gespalten und anschlieBend in den ebenfalls
Ncol/Notl gespaltenen Vektor pPRTRA7/3 (Artsaenko et al., 1995) ligiert. Dabei kam es zum
Verlust des LeguminB4-Signalpeptids und somit nicht mehr zum Transport der ScFv-
Antikorper in das ER. Sie verbleiben im Cytosol. Durch Restriktion mit HindIII erfolgte die
Klonierung der Expressionskassette in den bindren Pflanzentransformationsvektor pBinl9
(Abb. 3-9A).

3.6.3 Klonierungsstrategie zur Akkumulation der sSCFv-Antikdrper in den Chloroplasten

Zur Akkumulation der scFv-Antikorper in den Chloroplasten wurde die LeguminB4-
Signalsequenz durch drei verschiedene Chloroplasten-Transitsequenzen (ST3, STS5, ACM)
ersetzt. Die Transitsequenzen ST3 und STS5 wurden verwendet, um eine Akkumulation der
scFv-Antikorper im Stroma der Chloroplasten zu ermdglichen (Abb. 3-9C). Sie stammen von
den Vorlduferproteinen der kleinen UE der Ribulosebisphosphatcarboxylase bzw. des
Ferredoxins (Waegemann und Soll, 1996; Van't Hoff und De Kruijff, 1995). Als dritte
eingefiigte Transitsequenz (ACM) wurde die Transitsequenz des Membranproteins OEP14,
welches in der dulleren Chloroplastenmembran lokalisiert ist, verwendet (Li und Chen, 1997).
In Verbindung mit der C-terminal eingefiihrten Transmembrandomédne (Hook-Doméne)
sollten sie die sCFv-Antikorper in der duBBeren Chloroplastenmembran verankert werden. Die

Klonierung wurde von Petra ten Hoopen durchgefiihrt (ten Hoopen, 2002).
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Abb. 3-9. Ubersicht tiber die fiir die Pflanzentransformation verwendeten Expressionskassetten
Durch die Verwendung verschiedener Signal-/Transitpeptide bzw. Retentionssignale sollte die Akkumulation der
gebildeten sSCFv-Antikorper im Cytosol (A), ER (B) bzw. in den Chloroplasten (C) gewahrleistet werden.

3.7 Pflanzentransformation

Zur Pflanzentransformation wurden die 1,5 kb groen HindIII-Expressionskassetten (Abb. 3-
9) in den bindren Vektor pBIN19 kloniert. AnschlieBend wurden die erhaltenen bindren
Vektoren fiir die Agrobakterium tumefaciens-vermittelte Transformation von S. tuberosum L.
cv. Désirée verwendet. Die Selektion der transformierten Pflanzen erfolgte auf Kanamycin-
haltigem Medium.

Aus 15 unabhéngigen Transformationsansitzen konnten insgesamt 247 unabhingige Pflanzen
generiert werden. Nach dem Einbau der T-DNA in das Genom der Pflanzen wurde die
Expression der sCFv-Antikorper in den transgenen Pflanzen mit Hilfe von Western-Blot-
Analysen untersucht. Dabei konnten in 92 der 247 getesteten, transgenen Pflanzen SCFv-
Antikorper detektiert werden (Tab. 3-3). Diese unterschieden sich sehr stark in ihren
Expressionsraten.

Dabei zeigten transgene Pflanzen, in denen die Akkumulation der scFv-Antikérper im ER
erfolgen sollte, eine im Vergleich mit den cytosolisch exprimierten SCFv-Antikdrperpflanzen

hohere scFv-Expressionsrate (Daten nicht gezeigt).
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In den transgenen Pflanzen, die SCFv-Antikorper mit choroplastidiren Transitpeptiden
exprimierten, wurden neben den SCFv-Antikdrpern mit einer molekularen Masse von 29 kDa
auch Proteine mit einer molekularen Masse von ca. 17 kDa mit den 9E10 anti-c-myc-
Antikorpern detektiert (Abb. 3-12C) . Dabei konnte beobachtet werden, dass das Verhiltnis
dieser beiden Proteine Verdnderungen unterlag (Daten nicht gezeigt). So konnten in
unabhingigen = Western-Blot-Analysen einer transgenen Pflanze unterschiedliche
Expressionsraten sowohl fiir den sCFv-Antikorper als auch fiir das Protein mit einer
molekularen Masse von ca. 17 kDa gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Ob es sich bei dem
Protein von ca. 17 kDa um ein im Zuge des Transports in die Chloroplasten prozessiertes
Produkt oder um ein unspezifisches Abbauprodukt handelte, konnte nicht geklért werden.
Alle folgenden Experimenten wurden mit der jeweiligen FO-Generation der transgenen
Pflanzen durchgefiihrt.

Tab. 3-3. Anzahl unabhangiger transgener Linien pro verwendetem cDNA-Klon

. . erhaltene Anzahl transgener
cDNA-Klon Antigen Expressionsort ..
Linien

B11 JA-BSA ER 5

C4 JA-BSA ER 5

Fé6 JA-BSA ER 11

B11 JA-BSA Cytosol -

C4 JA-BSA Cytosol 11

F6 JA-BSA Cytosol 5

D3 OPDA-BSA ER 8

E10 OPDA-BSA ER 5

F2 OPDA-BSA ER 6

D3 OPDA-BSA Cytosol 1

E10 OPDA-BSA Cytosol 3

F2 OPDA-BSA Cytosol 3

F2 OPDA-BSA Chloroplast (ST3) 11

F2 OPDA-BSA Chloroplast (ST5) 13

F2 OPDA-BSA Chloroplast (ACM) 5

3.8 Funktionelle Analyse der generierten transgenen Pflanzen nach Verwundung

und Behandlung mit Methyljasmonat (MeJA)

Da die Auswahl der weiter zu untersuchenden transgenen Pflanzen nicht allein auf der
Expressionsrate der SCFv-Antikérper in den einzelnen Pflanzen basieren sollte, wurde die
Wundantwort in den transgenen Pflanzen im Vergleich mit den WT-Pflanzen untersucht.

In Kartoffel konnte gezeigt werden, dass es nach mechanischer Verwundung oder
Insektenfral zum Anstieg der Jasmonat-Gehalte sowie zur lokalen und systemischen
Aktivierung von Abwehrgenen, wie z. B. flir Proteinaseinhibitoren kodierende Gene
(StPIN2), kommt (Pena-Cortés et al., 1995).
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So sollten die physiologisch aktiven Gehalte an JA bzw. OPDA in den transgenen SCFv-
Antikorper-Pflanzen nach Verwundung durch die Bindung der anti-JA- bzw. anti-OPDA-
scFv-Antikorper an die entsprechenden Phytohormone verringert sein, was sich in reduzierten
StPIN2-Transkriptmengen StPIN2-

Transkriptakkumulation Pflanzen

ausdriicken miisste. Diese verringerte

sollte durch Behandlung der transgenen mit

Methyljasmonat (MeJA) vollstandig wieder aufgehoben werden konnen.
3.8.1 Auswabhl transgener Pflanzen mit beeintrachtigter Wundantwort

Die erhaltenen 92 unabhingigen, transgenen Linien (Tab. 3-3) wurden mit einer Pinzette
fiinffach gequetscht bzw. unter Verwendung einer Dialyseklammer verletzt. Gesamt-RNA
wurde nach 24 h isoliert, da zu diesem Zeitpunkt die Transkriptakkumulation von StPIN2
maximal sein sollte (Royo et al., 1999), und fiir Northern-Blot-Analysen eingesetzt. Als
Kontrollen dienten verwundete bzw. unverwundete WT-Pflanzen.

Trotz der relativ gleichmifBigen Verwundungsprozedur mittels Pinzette wurde bereits in den
WT-Pflanzen eine grole Variationsbreite hinsichtlich der Akkumulation des StPIN2-
Transkriptes sichtbar (Abb. 3-10). Dennoch wurden transgene Pflanzen, die in mehreren
unabhéngigen Experimenten eine
aufwiesen, ausgewihlt (Abb. 3-10).

stets geringe Transkriptakkumulation von StPIN2
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Abb. 3-10. Northern-Blot-Analyse der Transkriptakkumulation von StPIN2 nach Verwundung in den
ausgewahlten transgenen Pflanzen

Je ein Fiederblatt einer Pflanze wurde mit einer Pinzette fiinffach gequetscht (+) und nach 24 h Gesamt-RNA
isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen
transferiert und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment von StPIN2 hybridisiert.

Dargestellt sind die Transkriptmengen von StPIN2 nach Verwundung (W) in unabhéngigen Pflanzen (+) der
ausgewihlten, transgenen Linien der Gruppe A (A, Tab. 3-4), Gruppe B (B) und Gruppe C (C). Zur Kontrolle
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wurde exemplarisch die Transkriptakkumulation von StPIN2 nach Verwundung (W) in drei unabhédngigen WT-
Pflanzen dargestellt. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch Férbung mit
Ethidiumbromid tiberpriift (rRNA).

Die ausgewihlten, transgenen Linien lieBen sich entsprechend ihrer exprimierten SCFv-
Konstrukte in die folgenden Gruppen einteilen (Tab. 3-4). Jede Gruppe verfiigte iiber
mindestens 5 unabhingige, transgene Linien dieses Konstrukts. So umfassten die Gruppen A
und B anti-OPDA bzw. anti-JA scFv-Antikorperpflanzen, in denen die Akkumulation der
scFv-Antikorper im ER erfolgen sollte. Dagegen verfiigten die ScFv-Antikorper der
transgenen Linien der Gruppe C iiber das ST3-Transitpeptid, welches an der Translokation
der scFv-Antikorper in das Stroma der Chloroplasten beteiligt sein sollte (Waegemann und
Soll, 1996). Die Bezeichnung der Gruppen wurde zur besseren Ubersicht in der gesamten

Arbeit verwendet.

Tab. 3-4. Einteilung der ausgewahlten transgenen Linien

Gruppe | Antigen  cDNA-Klon Kompartiment Transgene Linie
A OPDA-BSA D3 ER #9, 22,47 57 98
B JA-BSA F8 ER #24, 36,37, 40, 122
C OPDA-BSA F2 Chloroplast ~ #206, 207, 218, 221, 223, 225

Phinotypische Verdnderungen konnten in den transgenen Linien der Gruppen A und B
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). So waren die Fiederblitter der transgenen Linien der
Gruppe A unterschiedlich stark verwachsen. AuBlerdem waren die Pflanzen durch ein starkes
Streckungswachstum gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu wirkten die transgenen Linien der

Gruppe B stark gestaucht, was auf ein reduziertes Streckungswachstum zuriickzufiihren war.

3.8.2 Transkriptanalyse von StPIN2 nach Behandlung der transgenen Linien mit MeJA

Als Anhaltspunkt, ob die verminderte Transkriptakkumulation von StPIN2 tatsdchlich auf
physiologisch geringere Gehalte an JA bzw. OPDA zuriickzufiihren ist, wurden
abgeschnittene Blétter mit Methyljasmonat (47 uM MeJA in 0,1% Ethanol) behandelt. Als
Kontrolle dienten abgeschnittene Blitter, die auf 0,1 %igem Ethanol flottiert wurden. Gesamt-
RNA wurde 24 h nach der Behandlung isoliert und fiir Northern-Blot-Analysen eingesetzt.
Als Kontrollen dienten entsprechend behandelte WT-Pflanzen.

In allen transgenen Linien konnte nach Behandlung mit MeJA eine mit dem WT
vergleichbare Transkriptakkumulation von StPIN2 beobachtet werden (Abb. 3-11). Einige
kontrollbehandelte Blétter der transgenen Linien zeigten ebenfalls erhohte StPIN2-
Transkriptmengen, was auf eine Kontamination mit MeJA zuriickzufiihren sein kdnnte. Eine
mit dem WT vergleichbare Variationsbreite der StPIN2-Transkriptakkumulation (Abb. 3-10)

nach Verwundung kann auch in den transgenen Linien nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 3-11. Northern-Blot-Analyse der Transkriptakkumulation von StPIN2 in den ausgewahlten
transgenen Pflanzen nach Behandlung mit MeJA

Abgeschnittene Fiederblatter wurden fiir 24 h auf MeJA flottiert, geerntet und die Gesamt-RNA isoliert. Je 20 pg
Gesamt-RNA wurde in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit
dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment von StPIN2 hybridisiert. Als Kontrolle wurden abgeschnittene
Blitter der entsprechenden Linie mit 0,1 %igem Ethanol behandelt (-).

Dargestellt sind die Transkriptmengen von StPIN2 nach Behandlung mit MeJA in unabhingigen Pflanzen (+)
der ausgewihlten, transgenen Linien der Gruppe A (A, Tab. 3-4), Gruppe B (B) und Gruppe C (C). Zur
Kontrolle wurde die Transkriptakkumulation von StPIN2 exemplarisch in drei unabhéngigen WT-Pflanzen nach
Behandlung mit MeJA dargestellt. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch Farbung mit
Ethidiumbromid iberpriift (Daten nicht gezeigt).

3.9 Western-Blot-Analyse der ausgewahlten transgenen Pflanzen

Zur Bestimmung der Expressionsrate der SCFv-Antikorper in den ausgewéhlten transgenen
Pflanzen wurde Gesamtprotein aus mit PSm M2 behandeltem Blattgewebe nach 18 h isoliert
und fiir Western-Blot-Analysen verwendet. Die Detektion der scFv-Antikorper erfolgte mit
Hilfe der 9E10 anti-c-myc-Antikorpern (von Dr. U. Conrad zur Verfiigung gestellt).

Fiir die transgenen Linien der Gruppen A und C (Tab. 3-4) konnten Expressionsraten von bis
zu 0,05 % scFv-Protein des gesamtloslichen Proteins (TSP) nachgewiesen werden (Abb. 3-
12A, C; Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu zeigten die transgenen Linien der Gruppe B
(Tab. 3-4) nur sehr geringe SCFv-Expressionsraten (Abb. 3-12B). Dabei konnten in
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unabhingigen Western-Blot-Analysen einer transgenen Linie leichte Unterschiede in den
ermittelten Expressionsraten der SCFv-Antikdrper beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

In allen transgenen Linien der Gruppe C konnten, wie bereits in Kap. 3-7 beschrieben, neben
dem scFv-Antikorper zusitzlich ein Protein mit einer molekularen Masse von ca. 17 kDa
detektiert werden (Abb. 3-12C).
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Abb. 3-12. Western-Blot-Analyse der Expression der scFv-Antikdrper im Blattgewebe der ausgewahlten
transgenen Pflanzen

Gesamt-Protein wurde aus mit Psm M2 behandeltem Blattgewebe nach 18 h isoliert, in einem 12,5 %igem SDS-
PAA-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit 9E10 anti-c-myc-Antikorpern (von
Dr. U. Conrad zur Verfiigung gestellt) detektiert. Dargestellt sind die SCFv-Antikorper der ausgewéhlten
transgenen Linien der Gruppe A (A), Gruppe B (B) und Gruppe C (C) (Tab. 3-4).

3.10 Reinigung verschiedener scFv-Antikérper aus Blattgewebe der transgenen
Pflanzen und Analyse der gereinigten scFv-Antikorper mittels ELISA

Zur Analyse der in der Pflanze produzierten SCFv-Antikorper mittels ELISA wurden die sScFv-
Antikdrper der transgenen Linien #24, #207 und #225 durch Bindung an Protein L gereinigt.
Der anschlieende Nachweis der scFv-Antikorper in den Elutionsfraktionen erfolgte anhand
von Western-Blot-Analysen unter Verwendung von 9E10 anti-c-myc-Antikorpern (von Dr. U.
Conrad zur Verfiigung gestellt). In Abb. 3-13 ist die Reinigung der scFv-Antikorper der
transgenen Linien #24 und #225 exemplarisch dargestellt. Es konnte die Anreicherung der
scFv-Antikorper fiir beide transgene Linien gezeigt werden.

In den Elutionsprofilen der transgenen Linie #207 (Daten nicht gezeigt) und #225 (Abb. 3-13)
konnte auch die Anreicherung eines Proteins mit einer molekularen Masse von ca. 17 kDa
beobachtet werden (Abb. 3-13). Da die Bindung der Antikdrper an Protein L iiber ihre leichte
k-Untereinheit erfolgt, muss dieses Protein auch {iber eine leichte k-Untereinheit verfiigen. Es
handelt sich deshalb vermutlich um ein prozessiertes SCFv-Antikorperprodukt, welches auch

schon in vorangegangenen Western-Blot-Analysen zu detektieren war (Kap. 3.9, Abb. 3-12).
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Abb. 3-13. Western-Blot-Analyse der Reinigung der scFv-Antikdérper aus dem Blattgewebe der
transgenen Linien #24 und #225 durch Bindung an Protein L-Sepharose

Die an Protein L gebundenen SCFv-Antikorper wurden durch die Zugabe von 0,1 M Glycin pH 2,5 von der Séule
eluiert. Die eluierten Proteine wurden in einem 12,5 %igem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert Die Detektion der angereicherten SscFv-Antikorper erfolgte unter
Verwendung der 9E10 anti-c-myc-Antikorper (von Dr. U. Conrad zur Verfiigung gestellt).

Die gereinigten sSCFv-Antikorper der transgenen Linien #24 und #207 wurden anschlieBend
im ELISA getestet. Da die bis dahin verwendeten JA- bzw. OPDA-BSA-Konjugate im
ELISA keine Aktivitit mehr zeigten, wurden neusynthetisierte JA- bzw. OPDA-BSA-
Konjugate (von Dr. R. Kramell hergestellt) verwendet.

Fiir beide scFv-Antikorper konnte im Vergleich mit BSA eine vier- bis fiinffach stdrkere
Bindung an das JA-BSA-Konjugat im ELISA beobachtet werden (Abb. 3-14). Dagegen war
an das OPDA-BSA-Konjugat keine signifikante Bindung der scFv-Antikorper nachweisbar
(Daten nicht gezeigt). Da auch die anti-OPDA scFv-Antikorper der transgenen Linie #207
iber eine spezifische Bindung an das JA-BSA-Konjugat verfligten (Kreuzreaktivitit), ist die
fehlende Bindung dieser scFv-Antikorper an das OPDA-BSA-Konjugat vermutlich auf zu
geringe Kopplungsraten von OPDA an BSA zuriickzufiihren. Die Kopplungsraten von OPDA

an BSA konnten nicht bestimmt werden, da entsprechende monoklonale Antikorper nicht zur

Verfiigung standen.
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Abb. 3-14. Bestimmung der spezifischen Bindung der gereinigten scFv-Antikérper an das JA-BSA-
Konjugat mittels Festphasen-ELISA (Abb. 3-7)

Dargestellt ist die maximale Extinktion bei A=405 nm, die sich aus dem Umsatz des hinzugefiigten Substrates
pnPP ergab. Um eine Kreuzreaktivitdt mit BSA auszuschlielen, diente BSA als Negativkontrolle
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3.11 Immunolokalisation der scFv-Antikorper in planta

Um die erwartete Akkumulation der scFv-Antikdrper im ER bzw. in den Chloroplasten zu
bestdtigen, wurden jeweils drei unabhingige transgene Linien immunhistochemisch
untersucht. Als Kontrolle dienten WT-Pflanzen, die unter gleichen Bedingungen angezogen
wurden. In Abb.3-12 ist die Immunofluoreszenz in den beiden transgenen Linien #57 und
#207 exemplarisch dargestellt. So konnte fiir die transgene Linie #57 die erwartete
Akkumulation der scFv-Antikérper im ER bestétigt werden (Abb. 3-15 A2, von Dr. U. zur
Nieden durchgefiihrt). Auch die sCFv-Antikorper der transgenen Linie #207 zeigten die
erwartete chloroplastidire Lokalisierung. (Abb. 3-15 B2 und B3, von Dr. B. Hause
durchgefiihrt). In beiden Untersuchungen konnte keine Immunofluoreszenz in den WT-
Pflanzen detektiert werden (Abb. 3-15 A1 und B1).

0,05mm

50 pm I T 50 pm

20 pm

Abb. 3-15. Immunolokalisation der scFv-Antikérper im ER (A2) bzw. im Chloroplasten (B2; B3) der
transgenen Linien #57 bzw. #207
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Die histochemische Analyse wurde mit Bléttern von ca. 4 Wochen alten Pflanzen durchgefiihrt. Der Nachweis
der scFv-Antikorpern erfolgte mittels anti-c-myc AK. Als Kontrolle dienten entsprechend behandelte WT-
Pflanzen (Al; B1).

3.12. Analyse der Genexpression der ausgewdahlten transgenen scFv-Antikorper-
Pflanzen nach der Behandlung mit Psm M2

3.12.1 Analyse der Transkriptakkumulation von StCHTA mittels Northern-Blot-
Hybridisierung im Psm M2-behandelten Blattgewebe der transgenen Linien

Nach der Behandlung der transgenen Linien mit PSm M2 wurde das Blattmaterial zu den
angegebenen Zeitpunkten geerntet und mittels Northern-Blot-Hybridisierung analysiert. Als
Kontrollpflanzen dienten transgene C3-Pflanzen (Kap. 3-2), die in vorhergehenden
Untersuchungen nach der Behandlung mit Psm M2 eine dem WT vergleichbare PR-
Genexpression aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Zur Kontrolle wurden alle Pflanzen mit 10
mM MgCl, infiltriert.

Die transgenen Linien der Gruppe A (Tab. 3-4, anti-OPDA scFv im ER) zeigten nach
Behandlung mit Psm M2 im Vergleich mit den C3-Pflanzen keine bzw. nur sehr leichte
Verdnderungen hinsichtlich der Transkriptakkumulation von StCHTA (Abb. 3-16). Die
deutlichste Reduktion der Transkriptakkumulation von StCHTA konnte in der transgenen
Linie #57 beobachtet werden, die auch iliber den ausgeprigtesten Phénotyp verfiigte (Kap.

3.8.1).
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Abb. 3-16. Northern-Blot-Analyse der Transkriptakkumulation von StCHTA in den transgenen Linien
der Gruppe A (Tab. 3-4, anti-OPDA scFv im ER) nach Behandlung mit Psm M2

58



Ergebnisse

Je zwei Fiederblatter der Kartoffelpflanzen wurden mit 10 mM MgCl, (-) bzw. Psm M2 (+) infiltriert. Gesamt-
RNA wurde aus den behandelten Blittern zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA
wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv
markierten cDNA-Fragment von StCHTA hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden
durch Farbung mit Ethidiumbromid tberpriift (rRNA). Exemplarisch dargestellt sind 2 unabhéngige Northern-
Blot-Analysen. Fiir die Berechnung des relativen Transkriptgehaltes wurden 3 unabhingige Northern-Blot-
Analysen herangezogen.

Die transgenen Linien der Gruppe B (Tab. 3-4, anti-JA scFv im ER) zeigten die deutlichsten
Effekte hinsichtlich der untersuchten Transkriptakkumulation (Abb. 3-17). Im Vergleich mit
den C3-Pflanzen war die Akkumulation des StCHTA-Transkriptes in vier der flnf
untersuchten unabhingigen transgenen Linien reduziert (Abb. 3-17). Sie betrug nur noch ca.
25 % der in den Kontrollpflanzen beobachteten Transkriptmenge (Abb. 3-17 B2).
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Abb. 3-17. Northern-Blot-Analyse der Transkriptakkumulation von StCHTA in den transgenen Linien
der Gruppe B (anti-JA scFv im ER) nach Behandlung mit Psm M2

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit 10 mM MgCl, (-) bzw. Psm M2 (+) infiltriert. Gesamt-
RNA wurde aus den behandelten Bléattern zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA
wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv
markierten cDNA-Fragment von StCHTA hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden
durch Farbung mit Ethidiumbromid tiberpriift (rRNA). Exemplarisch dargestellt sind 2 unabhéngige Northern-
Blot-Analysen (bzw. 3 unabhédngige Analysen fiir die Linien #24 und #36). Fiir die Berechnung des relativen
Transkriptgehaltes wurden 2 bzw. 3 unabhingige Northern-Blot-Analysen herangezogen. Fehlende Zeitpunkte
sind auf eine zu geringe RNA-Beladung zuriickzufiihren.
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Eine 1im Vergleich zu den Kontrollpflanzen 4dhnliche bzw. eher verstdrkte
Transkriptakkumulation von StCHTA (Abb. 3-18) zeigten die transgenen Linien der Gruppe C
(Tab. 3-4, anti-OPDA scFv in den Chloroplasten).
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Abb. 3-18. Northern-Blot-Analyse der Transkriptakkumulation von StCHTA in den transgenen Linien
der Gruppe C (anti-JA scFv in den Chloroplasten) nach Behandlung mit Psm M2

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit 10 mM MgCl, (-) bzw. Psm M2 (+) infiltriert. Gesamt-
RNA wurde aus den behandelten Blittern zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA
wurden in denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv
markierten cDNA-Fragment von StCHTA hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden
durch Fiarbung mit Ethidiumbromid iiberpriift (rRNA). Die beiden dargestellten Northern-Blot-Analysen wurden
fiir die Berechnung des relativen Transkriptgehaltes herangezogen. Fehlende Zeitpunkte sind auf eine zu geringe
RNA-Beladung zuriickzufiihren.

3.12.2 Analyse der Transkriptakkumulation verschiedener Gene mittels Reverse
Northern im Psm M2-behandelten Blattgewebe der transgenen Linien

Die Reverse Northern-Analysen wurden mit jeweils zwei unabhédngigen transgenen Linien
einer Gruppe (Tab. 3-4) durchgefiihrt. Folgende transgene Linien wurden verwendet: #57 und
#98 (Gruppe A), #24 und #36 (Gruppe B), #207 und #225 (Gruppe C). Als Kontrollpflanzen
dienten die C3-Pflanzen. Gesamt-RNA wurde 18 h (Gruppe B) bzw. 24 h nach Behandlung
mit Psm M2 isoliert und daraus polyA"™-mRNA isoliert. Die polyA"-mRNA diente zur
Synthese *’P-markierter cDNA, die als Sonde zur Hybridisierung der Membranen
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eingesetzt wurde. In einigen Féllen konnten bereits visuelle Signalunterschiede erhalten
werden (Abb. 3-19).
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Abb. 3-19. Ausschnitt aus einer Reverse Northern-Membran nach Hybridisierung mit cDNA aus Psm M2-
behandelten Blattgewebe einer C3-Pflanze und der transgenen Linie #98

Die ¢cDNA jedes Gens wurde punktféormig in 3 verschiedenen Konzentrationen an den entsprechenden
Positionen auf die Membran geladen (Abb. 3-2). Beispielhaft dargestellt sind die Hybridisierungssignale der
Gene StCathepsin Inhibitor, StPR1a, StCHTA und des NtCYSP Homologs. Griine Pfeile markieren Gene, die in
der transgenen Linie im Vergleich zur Kontrolle induziert waren. Gene, die in der transgenen Linie im Vergleich
zur C3-Pflanze reprimiert waren, sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet.

Zur quantitativen Auswertung der erhaltenen Signale diente das Programm ,,Array Vision*
(Kap. 2.2.1.8.2). Dabei ergab der Vergleich der normalisierten Signalintensititen der
untersuchten Gene der transgenen Linien mit den C3-Pflanzen die in Tab. 3-5
zusammengefassten Expressionsunterschiede der untersuchten Gene. Nur wenn beide
unabhingigen Experimente dhnliche Expressionsdaten ergaben, wurden sie in die Betrachtung
mit einbezogen (grau unterlegt).

Die Mehrzahl der differentiell exprimierten Gene war im Vergleich mit den C3-Pflanzen in
den transgenen Linien reprimiert. Diese Gene gehorten zum tliberwiegenden Teil zu den
stressrelevanten Genen (Tab. 3-1, Gruppe 7), Genen des LOX-Weges (Gruppe 1) sowie
Signaltransduktionsgenen (Gruppe 6) und Genen des Primirstoffwechsels (Gruppe 8) (Tab. 3-
5). Dagegen waren nur die Transkriptmengen der beiden Gene, die fiir den StCathepsin
Inhibitor sowie den StCystein PI kodieren, in den transgenen Pflanzen im Vergleich mit den
C3-Pflanzen nach Behandlung mit Psm M2 erhdht (Tab. 3-5). Unverdndert blieben vor allem
verschiedene stomataspezifische bzw. ABA-beeinflusste Gene (Daten nicht gezeigt).

Die groBite Anzahl an differentiell exprimierten Genen wurde im Vergleich der transgenen
Linie #98 mit den C3-Pflanzen beobachtet. In dieser Linie zeigten nach der Behandlung mit
Psm M2 48 von 247 Transkripten (~20 %) signifikante Expressionsunterschiede (von
mindestens zweifach). Dabei konnten die in den Northern-Blot-Analysen erhaltenen
reduzierten Transkriptmengen von StCHTA bestétigt werden (Abb. 3-16).
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Tab. 3-5. Analyse der Genexpression der transgenen Pflanzen und C3-Pflanzen nach Behandlung mit Psm
M2 mittels Reverse Northern

Je zwei Fiederbldtter der Kartoffelpflanzen wurden mit Psm M2 infiltriert. Gesamt-RNA wurde aus den
behandelten Blittern zu den angegebenen Zeitpunkten (siehe oben) isoliert. Je 30 pg Gesamt-RNA wurde fiir die
reverse Transkription verwendet und die Membran mit der erhaltenen, **P-markierten cDNA hybridisiert.
Dargestellt sind jeweils (auBBer Linie #24 und #36) zwei unabhéngige Experimente.

Es wurde die Expression verschiedener Gene im mit PSm M2 behandelten Blattgewebe der C3-Pflanzen und der
transgenen Linien verglichen. Dargestellt wurden die Gene, deren Transkriptmengen signifikante Unterschiede
von mindestens zweifach aufwiesen. Die Einteilung der Gene erfolgte wie in Tab. 3-1 aufgefiihrt.
Expressionsunterschiede von >2 deuten auf eine Reprimierung der Genexpression in der transgenen Pflanze im
Vergleich mit der C3-Pflanze hin. Dagegen zeigt ein Faktor von <0,5 die Induktion der Genexpression in der
transgenen Linie im Vergleich mit der C3-Pflanze an.

Gen/Eunktion C3/#57 C3/#98 C3/#207 C3/#225 |C3/#24]|C3/#36
[ 1 [ 1 | 1 | 1 | [

Gene des LOX-Reaktionsweges
LeAOS2 2,6 43
LeLOX2 25139 ] 52231067 43| 1,41 32
LeOPR3 1,6 | 3,1 | 43 ] 24 1032] 28] 22| 24 1,5 32
StLOX3 L5123 15411241 23]48] 24] 91
StDesaturase 26 | 41 ] 79 41| 56 1] 49 ] 5,6 2 7,3 2,8
Gene des Phenylpropanoid-SW
StPAL 1,8 )1261)471]241071] 82| 1.8 ] 58 4,3 2,3
St4CL (4-Cumarat:CoA-Ligase) 151241 27| 28 ]0,67] 4,6 2 3,7
StTHT (Hydroxyzimtsédure-Transf.) 1,3 22 | 38 | 2,6 1,7 | 44 1,51 2,7
PR-Gene
StPRP1 2,7 1 2,1 | 2,2 0,7 2,7
StPR1a (antifugal) 1,1 1,7 135128 038] 1,5 ]091] 2,7 | 100,9 2,4
StPRB1b (antifugal) 121341 15]34] 1,1 L6 | 2,1 | 2,7
PR10 (Ribonuklease-dhnlich) 1,7 7 59 111,11 09 | 45 | 25 34
StCHTA (Chitinase A) 1,2 | 34 3 2,7 10471 1,5 1071 | 1,5 6,9 1,2
Wundinduzierte Gene
StCathepsin Inhibitor 0,28 10,18 1 0,37 10,16 | 1,5 | 0,38 1 0,03 | 0,29
StPIN2 4,1 2 3,6 10,67]110,5] 1,9 | 0,48 ] 20,6
StCystein PI 0,151 0,13 10,3810,23]| 7,3 ]0,09]0,08] 0,10
Ntmyb 199 46 | 10,8] 16,6 | 9,1 | 54 | 13,8 ] 9,1 4,6 7,9
Signaltransduktionsgene
StPP2C (Proteinphosphatase) 24 ] 66 | 44 | 46 1,5 54 | 43 33 2,6 3,1
Calcitonin dhnlicher Rezeptor (Ratte) | 2 8,1 49 11421 1,6 | 96 | 55 34 35,4 1,9
Kaliumkanal ST KCO1 24 1 7,6 | 12,7102 24 1 9,7 | 9,1 | 7,7
,salicylic acid responsive* ,71631] 7.8 1] 95 1,31 53] 48] 55 49
Proteinkinase 22 | 42 | 3,7 | 5.6 13 133])] 36| 24 2,2 5.4
TF 29 1102] 72 | 48 | 1,8 | 78 | 54 | 48 2,7 6,4
Zn-Fingerprotein 8,8 2 6,8 | 4,5 7,3 5,6
Allg. stressrelevante Gene
StSRE2 29 1 351|102 76 | 1,8 | 7,7 | 41 | 43 2,9 7,7
HMG-CoA-Reductase 2,1 5 6,6 | 79 | 81 | 2,6 4 5 1,8 6,0
NtPAR-1b 2,8 | 5,5 5 6,2 | 46 10,77 4 3,7 2,8 4,2
NtPAR-1c 3,6 8 28 1 24 |32 35 15] 98
Prolin-reiches Protein 1,31 29|47 ] 32| 34 2,8 | 6,4 4,6 4,3
HSP80 1,6 | 26 | 51 1] 2,6 [ 3,9 1 1,5 | 2,6 1,7 4,6
Thioredoxin 1,6 ] 29 138351 38] L1 1,8 | 2,5 1,4 33
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Gen/Eunktion C3/#57 C3/#98 C3/#207 C3/#225 |C3/#24]|C3/#36
[ 1 [ 1 | 1 | 1 | [

Gene des Primérstoffwechsels
CP12 24167 | 1251 97 | 16| 57 ] 35| 3,6 2,6 6,4
FBPase 14155196179 18] 75| 82| 3.1 33 6,7
Indolglycosyltransferase 251 7,1 | 16,1 ] 10 131761 56| 52 3,5 6,9
Ornithinaminotransferase 1,6 | 3,7 | 44 | 55 1,1 5 2 4.6 1,2 2,6
RUBISCO UE bindendes Protein 23| 42 | 85 | 3,1 4 551 32| 3,5 1,9 4,7
ATP-Citratlyase 1457|6149 73] 1.1] 59 4 3.2 6,1
RUBISCO Aktivase 24 1 53 6 6,3 4 141 35| 26 1,7 4,0
Protochlorophyllid Oxidoreduktase 271 96 | 125 14 8,5 1,5 43 | 49 2,8 5,0
PsalL UE Photosystem I 2 57| 47 | 8,5 5 1,4 1 6,5 3 2,2 4,0
ATP-Synthase UE IX 27 [ 5579 [106] 6 2 |53 47 136 | 59
Andere... u.a. Speicherproteine
Legumin 3,1 | 7,6 | 47 | 122]| 1,7 | 10,6 ] 4,1 | 8,3 3.2 4,5
3.12.3 Analyse der Transkriptakkumulation verschiedener Gene im systemischen

Blattgewebe der transgenen Linien #57 und #98 nach der Behandlung mit Psm
M2

Neben dem mit Psm M2-behandelten Blattmaterial wurde auch das unbehandelte
(systemische) Blattmaterial der behandelten transgenen Linien #57 und #98 auf mogliche
Unterschiede in der Genexpression im Vergleich mit den C3-Pflanzen untersucht. Auch im
systemischen Blattgewebe ergab die vergleichende Betrachtung der Autoradiografien bereits

visuelle Unterschiede in der Transkriptakkumulation einiger Gene (Abb. 3-20).

C3 #98

StCathepsin Inhibitor .o .o S oo .- .-

StPR1a | '8 3 - BN
SICHTA | = 3 A .
NtCYSP Homolog | - ~ - Ay

Abb. 3-20. Ausschnitt aus einer Reverse Northern-Membran nach Hybridisierung mit cDNA aus
systemischen Blattgewebe einer mit Psm M2-behandelten C3-Pflanze und der transgenen Linie #98

Die cDNA jedes Gens wurde punktférmig in 3 verschiedenen Konzentrationen an den entsprechenden
Positionen auf die Membran geladen (Abb. 3-2). Beispielhaft dargestellt sind die Hybridisierungssignale der
Gene StCathepsin Inhibitor, StPR1a, StCHTA und des NtCYSP Homologs. Griine Pfeile markieren Gene, die in
der transgenen Linie im Vergleich zur Kontrolle induziert waren. Gene, die in der transgenen Linie im Vergleich
zur C3-Pflanze reprimiert waren, sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet.

63



Ergebnisse

Im Vergleich mit den Ergebnissen des Reverse Northern der Psm M2-behandelten Blatter
wurden insgesamt weniger differentiell exprimierte Gene identifiziert (Tab. 3-5, Tab. 3-6).
Die Mehrzahl der differentiell exprimierten Gene (Gene des LOX-Reaktionsweges,
Abwehrgene und andere stressrelevante Gene, Gene des Primérstoffwechsels) zeigte eine
erhohte Transkriptakkumulation in den C3-Pflanzen verglichen mit den transgenen Linien
(Tab. 3-6). Nur 3 bzw. 4 Gene waren im Vergleich mit den C3-Pflanzen in den transgenen
Linien deutlich induziert. Dazu zdhlten wundinduzierte Gene (Tab. 3-1, Gruppe 3) sowie das
Gen, welches fiir den StCystein PI kodiert (Gruppe 7). Es konnten fiir beide untersuchten

transgenen Linien vergleichbare Expressionsunterschiede gezeigt werden (Tab. 3-6).

Tab. 3-6. Analyse der Genexpression im systemischen Blattgewebe der transgenen Pflanzen und C3-
Pflanzen nach Behandlung mit Psm M2 mittels Reverse Northern

Gesamt-RNA wurde aus den systemischen Bléttern 24 h nach Behandlung der Pflanzen mit PsSm M2 isoliert. Je
30 ug Gesamt-RNA wurden fiir die reverse Transkription verwendet und die Membran mit der erhaltenen, **P-
markierten cDNA hybridisiert. Dargestellt sind zwei unabhingige Experimente.

Verglichen wurde die Expression verschiedener Gene im systemischen Blattgewebe der mit Psm M2
behandelten C3-Pflanzen und transgenen Linien. Es wurden die Gene dargestellt, deren Transkriptmengen
signifikante Unterschiede von mindestens zweifach aufwiesen. Die Einteilung der Gene erfolgte wie in Tab. 3-1
aufgefiihrt. Expressionsunterschiede von >2 deuten auf eine Reprimierung der Genexpression in der transgenen
Pflanze im Vergleich mit der C3-Pflanze hin. Dagegen zeigt ein Faktor von <0,5 die Induktion der
Genexpression in der transgenen Linie im Vergleich mit der C3-Pflanze an.

Gen/Funktion C3f#57 C3/#98

| 1 | I
Gene des LOX-Reaktionsweges
LeAOS2 3 3 12 1
LeOPR3 3 2.3 4,7 1,9
StDesaturase 3 2,4 9 3,8
Oxidativer Stress/Apoptose korrelierte Gene
,Defender against apoptotic death” DAD1 - 2,9 - 2,7
StKatalase 2.1 3,1 1,8 2,6
PR-Gene
StPRP1 (,,pathogenesis-related protein‘) - 7,1 - 8,3
StPR1a (antifugal) 4.2 20 4,9 9,5
StPRB1b (antifugal) - 7,4 2,7 5,7
StPR2 (B-1,3 Glucanase) - 5,9 - 9.4
PR3 (Chitinase PR-Q) 2,2 3,5 1,5 5,5
PR5 (Osmotin) 3,8 11,6 2,5 8,7
PR10 (Ribonuklease-dhnlich) 3,7 4,9 2,8 8
StCHTA (Chitinase A) 1,2 5 1,2 5,2
Wundinduzierte Gene
StCathepsin Inhibitor 0,11 0,14 0,07 0,48
StCystein PI 0,07 0,05 0,09 0,26
StPIN2 0,22 0,14 0,03 0,3
Signaltransduktionsgene
StPP2C (Proteinphosphatase) 2 2,9 - 4,6
Kaliumkanal ST KCO1 9,9 5,9 9,2 5,1
,salicylic acid responsive* 6,2 7,1 8,1 12,6
TF 7,3 8,3 7,9 13,1
Zn-Fingerprotein 7,3 5,6 30,9 9,5

64



Ergebnisse

Gen/Funktion C3/#5T C3/#98
| 1] | 1
Allg. stressrelevante Gene
PAR-1b (photoassimilat-responsives protein) 24,3 5,1 27 9,1
Al, Pi starvation induced protein 2.8 2,7 3,3 4
HMG-CoA-Reduktase 10,4 5 13,1 8,4
Gene des Primarmetabolismus
CP12 3.9 2 2,5 1,9
FBPase 2,6 2,2 4 2,6
Indolglycosyltransferase 11,2 42 21,1 4.8
Ornithinaminotransferase 13,6 39 26,3 6,2
RUBISCO UE bindendes Protein 6,1 2.4 12,4 2,8
ATP-Citratlyase 5,1 3,5 7,4 4,7
Ubichinon-abh. NADH-Dehydrogenase 3,3 2,7 6,6 3,1
Andere... u. a. Speicherproteine
Legumin 2.8 9.4 2 6,1
3.13 Analyse der Genexpression in den transgenen scFv-Antikdrper-Pflanzen

nach der Behandlung mit dem Oligopeptidelicitor Pep13

In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass der Oligopeptidelicitor
Pepl3 im behandelten Blattgewebe von S. tuberosum die Bildung von Nekrosen und die
Induktion der Abwehrgenexpression induziert (Geiler, 2001). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte erstmals auch im unbehandelten Blatt der mit Pepl3-behandelten Pflanze eine
deutliche Induktion der Abwehrgenexpression beobachtet werden (Abb. 3.2). Es war daher
von Interesse, die Genexpression der C3-Pflanzen mit der Genexpression der transgenen

Linien nach Behandlung mit Pep13 zu vergleichen.

3.13.1 Analyse der Transkriptakkumulation von StPRB1b mittels Northern-Blot-

Hybridisierung im Pep13-behandelten Blattgewebe der transgenen Linien

Die zu untersuchenden Pflanzen wurden mit 100 uM Pep13 behandelt und nach 24 h sowohl
die behandelten als auch die dariiberliegenden, unbehandelten (systemischen) Fiederblatter
einer Pflanze geerntet. Zur Kontrolle wurden die Pflanzen mit Wasser infiltriert. Die isolierte
Gesamt-RNA wurde mit der Sonde StPRB1b hybridisiert.

Im behandelten Blattgewebe der transgenen Linien waren im Vergleich mit den C3-Pflanzen
nur sehr geringe Unterschiede in der Transkriptakkumulation von StPRB1b erkennbar (Abb.
3-21). Am deutlichsten waren diese Unterschiede bei den transgenen Linien der Gruppe B
(Tab. 3-4). Hier zeigten vier der fiinf unabhéngigen transgenen Linien im Vergleich mit den
WT- bzw. C3-Pflanzen eine Reduktion der Transkriptakkumulation von StPRB1b von bis zu
50 % (Abb. 3-21B). Dagegen wurde bei den transgenen Linien der Gruppe C (Tab. 3-4) im
Vergleich mit den WT- bzw. C3-Pflanzen eine vergleichbare bzw. erhdhte
Transkriptakkumulation von StPRB1b festgestellt (Abb. 3-21C).
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Abb. 3-21. Northern-Blot-Analyse der lokalen Transkriptakkumulation von StPRB-1b in den transgenen
Linien nach Behandlung mit Pep13

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit Wasser (-) bzw. 100 uM Pepl3 (+) infiltriert und
Gesamt-RNA 24 h nach Behandlung isoliert. Je 20 ug RNA wurden in denaturierenden Agarosegelen
aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv markierten cDNA-Fragment von StPRB1b
hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch Farbung mit Ethidiumbromid
iiberpriift (rRNA). Fiir die Berechnung des relativen Transkriptgehaltes wurden 2 unabhéngige Northern-Blot-
Analysen mit jeweils 2 unabhingigen mit Pepl3 behandelten Pflanzen herangezogen (A2, B2, C2).
Exemplarisch dargestellt ist jeweils eine der unabhéngigen Northern-Blot-Analyse (A1, B1, C1).
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3.13.2 Analyse der Transkriptakkumulation von StPRB1b mittels Northern-Blot-
Hybridisierung im systemischen Blattgewebe Pep13-behandelter transgener
Linien

Gesamt-RNA wurde nach 24 h aus dem systemischen Blattgewebe der mit 100 uM Pep13
behandelten transgenen Pflanzen isoliert und mittels Northern-Blot-Hybridisierung analysiert.
Zur Kontrolle wurde das systemische Blattgewebe der mit Wasser infiltrierten Pflanzen
verwendet. Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit der Sonde StPRB1b hybridisiert.

Die Mehrzahl der untersuchten transgenen Linien (auBer #47, #98 und #225) zeigte im
Vergleich mit den WT- bzw. C3-Pflanzen eine deutliche Reduktion der
Transkriptakkumulation von StPRB1b (Abb. 3-22). Die maximale Reduktion der
Transkriptakkumulation konnte flir die transgenen Linien der Gruppe B (Tab. 3-4) im
Vergleich mit den WT- bzw. C3-Pflanzen beobachtet werden. In diesen Pflanzen wurden nur
noch ca. 75 % der in den WT- bzw. C3-Pflanzen bestimmten Transkriptmengen von StPRB1b
detektiert (Abb. 3-22 B2).
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Abb. 3-22. Northern-Blot-Analyse der systemischen Transkriptakkumulation des Gens StPRB-1b in den
transgenen Linien nach Behandlung mit Pep13

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit Wasser (-) bzw. 100 uM Pep13 (+) infiltriert und aus
dem systemischen Blattgewebe nach 24 h Gesamt-RNA isoliert. Je 20 pg Gesamt-RNA wurden in
denaturierenden Agarosegelen aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit dem radioaktiv markierten
cDNA-Fragment von StPRB1b hybridisiert. Die im Agarosegel aufgetragenen RNA-Mengen wurden durch
Férbung mit Ethidiumbromid iiberpriift (rRNA). Fiir die Berechnung des relativen Transkriptgehaltes wurden die
beiden unabhéngigen mit Pep13-behandelten Pflanzen des gezeigten Experimentes (A1, B1, C1) herangezogen.

3.13.3 Analyse der Transkriptakkumulation verschiedener Gene mittels Reverse
Northern im systemischen Blattgewebe Pep13-behandelter transgener Linien

Die Genexpression der transgenen Linien #24 und #36 wurde zusitzlich mittels Reverse
Northern im Vergleich mit den entsprechend behandelten C3-Pflanzen untersucht.
Verwendung fand die bereits fiir die Northern-Blot-Analysen eingesetzte Gesamt-RNA, die
nach 24 h aus den systemischen Blittern der mit 100 uM Pep13 behandelten Pflanzen isoliert
wurde.

Wie bereits fiir die PSm M2-behandelten Pflanzen beschrieben (Kap. 3.12.3), war auch nach
der Behandlung mit Pep13 die Mehrzahl der differentiell exprimierten Gene in den transgenen
Linien im Vergleich mit den C3-Pflanzen reprimiert. Davon gehorten die meisten Gene zu
den Gruppen stressrelevanter Gene (Gruppe 7, Tab. 3-1), PR-Gene (Gruppe 4) sowie zu den
Signaltransduktionsgenen (Gruppe 6) und Genen des Primirstoffwechsels (Gruppe 8) (Tab. 3-
7). Nur die beiden Gene, die fiir einen StCathepsin Inhibitor und StCystein PI kodieren,
zeigten in den transgenen Linien im Vergleich mit den C3-Pflanzen eine erhohte
Transkriptakkumulation (Tab. 3-7).
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Tab. 3-7. Analyse der Genexpression im unbehandelten (systemischen) Blattgewebe der transgenen Linien
und C3-Pflanzen nach der Behandlung mit Pep13 mittels Reverse Northern

Je zwei Fiederblitter der Kartoffelpflanzen wurden mit Pep13 infiltriert und nach 24 h Gesamt-RNA aus den
systemischen Bléttern isoliert. Je 30 png Gesamt-RNA wurden fiir die reverse Transkription verwendet und die
Membran mit der erhaltenen, **P-markierten cDNA hybridisiert.

Verglichen wurde die Expression verschiedener Gene im systemischen Blattgewebe der mit Pep13-behandelten
C3-Pflanzen und transgenen Linien. Es wurden die Gene dargestellt, deren Transkriptmengen signifikante
Unterschiede von mindestens zweifach aufwiesen. Die Einteilung der Gene erfolgte wie in Tab. 3-1 aufgefiihrt.
Expressionsunterschiede von >2 deuten auf eine Reprimierung der Genexpression in der transgenen Pflanze im
Vergleich mit der C3-Pflanze hin. Dagegen zeigt ein Faktor von <0,5 die Induktion der Genexpression in der
transgenen Linie im Vergleich mit der C3-Pflanze an.

Gen/Funktion C3/#24 | C3/#36 Gen/Funktion C3/#24 | C3/#36
Gene des LOX-Reaktionsweges Forts. Signaltransduktionsgene
LeAOS2 3,1 1,3 Zn-Fingerprotein 5,7 2,1
LeOPR3 5,1 2,6 TF 3,7 2,9
StDesaturase 4,0 2,4 Allg. stressrelevante Gene
Oxidativer Stress/Apoptose StSrel (Sre=Systemisch responsiv) | 3,0 2,4
StKatalase 3,9 4.4 StSre2 4,7 2,6
PR-Gene PPP (putative potato phosphatase) 32 2.5
StPRP1 6,7 9.5 PAR-1b 7.1 2.3
StPR1a (antifugal) 5,7 4,8 Thioredoxin 33 1,3
StPRB1b (antifugal) 5,5 1,3 Al, Pi starvation induced protein 2,9 2,3
StPR2 (-1,3 Glucanase) 4.9 3,0 HSP 70 2,8 1,8
PRS5 (Osmotin) 11,5 2.8 HSP 80 3,7 2,1
StCHTA (Chitinase A) 3,1 1,3 HMG-CoA-Reduktase 4,8 2,2
Wundinduzierte Gene Gene des Primarstoffwechsels
StCystein PI 0,3 0,1 FBPase 3,8 1,3
Ntmyb 4,3 4,8 Indolglycosyltransferase 4,7 1,8
StCathepsin Inhibitor 0,3 0,14 Ornithinaminotransferase 6,1 2,5
Signaltransduktionsgene ATP-Citratlyase 7.4 1,6
Kaliumkanal ST KCOl1 7,7 2,9 Ubichinon-abhingige NADH-DH 3,9 1,6
"salicylic acid responsive" 5.4 2.1
3.14 Analyse der Interaktion Phytophthora infestans und der transgenen scFv-

Antikorper-Pflanzen

Nachdem die Nichtwirt-Pathogen-Interaktion mit Pseudomonas syringae pv. maculicola M2
(Psm M2) hinsichtlich ihrer Auspragung von Abwehrreaktionen untersucht wurde, war es
auch von groflem Interesse, die Wirt-Pathogen-Interaktion des Wildtyps bzw. der transgenen
Linien mit dem Oomyceten Phytophthora infestans auf Unterschiede in der Ausbildung der
Abwehrreaktionen zu priifen.

Dazu wurden die in Erde gepflanzten transgenen Linien nach ca. vier Wochen mit P. infestans
inokuliert und der Krankheitsverlauf tiber fiinf Tage beobachtet. Dabei zeigten mehrere
unabhingige Untersuchungen eine tendenziell weniger stark ausgeprigte Symptombildung in
den scFv-Antikorper-Pflanzen verglichen mit den WT-Pflanzen (Daten nicht gezeigt). So kam
es bei einigen transgenen Linien nicht zur Mycelbildung auf der Blattoberfliche sondern eher
zu einer Nekrotisierung des infizierten Gewebes. Um diese Beobachtungen genauer zu
analysieren, wurden mehrere unabhéngige Pflanzen einiger transgener Linien (#9 und #57,

sowie alle transgenen Linien der Gruppe B) mit P. infestans behandelt und anschlieBend die
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gebildeten Hyphen von P. infestans mittels Trypanblaufiarbung sichtbar gemacht (von Jorn
Landtag durchgefiihrt). Dazu wurden jeweils zwei Blitter der ca. drei Wochen alten
Gewebekulturpflanzen mit einer Sporensuspension von P. infestans inokuliert und nach 24 h
bzw. 72 h die gebildeten Hyphen mikroskopisch analysiert.

In den Blattgeweben der WT- bzw. C3-Pflanzen waren die Hyphen bereits nach 24 h
nachweisbar und durchzogen nach 72 h deutlich groBere Bereiche des inokulierten Blattes
(Abb. 3-23). Die Bildung der Hyphen der transgenen Linien verlief zunéchst bis zu 24 h nach
Behandlung mit P. infestans vergleichbar. Dagegen konnte in einigen transgenen Linien (#57;
#24, #36, #122) nach 72 h keine Hyphenbildung mehr nachgewiesen werden. Exemplarisch
sind die transgenen Linien #24 und #36 im Vergleich mit den WT- bzw. C3-Pflanzen
dargestellt (Abb. 3-23). Die nach 24 h deutlich sichtbare Mycelbildung wurde scheinbar
gestoppt. Diese Beobachtung korrelierte mit phénotypisch sichtbaren, stark nekrotisierten
Blattbereichen (Daten nicht gezeigt).

Da die Bedingungen der Infektion durch die Verwendung von ca. 3 Wochen alten
Gewebekulturpflanzen in abgeschlossenen Kulturgefdlen nahezu identisch waren und
unabhingige Pflanzen einer transgenen Linie identische Ergebnisse lieferten, wurden diese
Beobachtungen obwohl es sich nur um ein Experiment handelte, in die Betrachtungen der
scFv-Antikorper-Pflanzen einbezogen. Die Allgemeingiiltigkeit dieser Analyse miisste

deshalb durch weitere Untersuchungen abgesichert werden.
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WT 24h

C3 24h

C372h

#24 24h

#24 72h

#36 72h

#36 24h

Abb. 3-23. Trypanblau-Farbung der P. infestans-Hyphen nach Inokulation der transgenen Linien und der
WT- und C3-Pflanzen

Es wurden zwei Blitter von ca. drei Wochen alten Gewebekulturpflanzen mit einer Sporensuspension von P.
infestans inokuliert und nach den angegebenen Zeitpunkten einer Trypanblaufiarbung unterzogen. Die gebildeten
Hyphen lassen sich anhand der Blaufirbung erkennen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der moglichen Signalmolekiile SA, JA und
OPDA auf die lokale und systemische Resistenzinduktion in Kartoffel ndher untersucht. Dazu
wurden transgene Pflanzen erzeugt, in denen die endogenen Gehalte an SA und JA/OPDA
verandert sind bzw. moduliert werden kdnnen. Die Analyse der transgenen Pflanzen erfolgte
anschlieBend durch die vergleichende Betrachtung ihrer Abwehrreaktionen mit den WT- bzw.
C3-Pflanzen (Kap. 3-2) nach Behandlung mit dem Brassica-Pathogen Pseudomonas syringae
pv. maculicola M2 (Psm M2) sowie dem Oligopeptidelicitor Pep13. Deshalb wurde zunéchst
die WT- bzw. C3-Situation nach Behandlung mit Psm M2 bzw. Pep13 genauer untersucht.

4.1 Analyse der lokalen und systemischen Resistenzinduktion in WT-Pflanzen
nach der Behandlung mit Psm M2

SAR kann in Kartoffel durch eine lokal begrenzte Infektion mit dem pathogenen Oomyceten
Phytophthora infestans (Stromberg und Brishammar, 1991) oder durch Inokulation mit dem
nichtpathogenen Bakterium Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm M2) induziert
werden (Kombrink et al., 1996). Dabei kommt es zur reproduzierbaren Induktion lokaler
Nekrosen sowie zur Aktivierung einer Reihe von Abwehrgenen wie PR-1, B-1,3-Glukanasen
und Chitinasen (Martini et al., 1993; Beerhues und Kombrink, 1994; Biichter et al., 1997,
Kombrink et al., 1996; Kistner, 1999). In Zusammenarbeit mit Dr. Peter Landgraf konnte
gezeigt werden, dass der erstmalig in einem pflanzlichen System beobachtete, systemische
Anstieg von 12-Oxo-Phytodiensdure (OPDA), der biosynthetischen Vorstufe von
Jasmonsdure (JA), mit erhohten Transkriptmengen der PR-Gene StCHTA (Kombrink et al.,
1996) und StPR1la (Kistner, 1999) korreliert (Landgraf et al., 2002; Abb. 3-1). Auch die
Akkumulation von JA, die auf die nekrotisierten Bereiche eines Blattes beschrinkt war, ging
mit der Transkriptakkumulation dieser Gene im lokalen Blattgewebe einher (Landgraf et al.,
2002; Abb. 3-1). Die gezeigte Korrelation der Akkumulation von JA bzw. OPDA mit der PR-
Genexpression im lokalen bzw. systemischen Blattgewebe konnte auf eine JA bzw. OPDA-
vermittelte Induktion der PR-Genexpression nach Behandlung mit Psm M2 hindeuten
(Landgraf et al., 2002; Abb. 3-1).

In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass der Anstieg von OPDA nicht von der
transkriptionellen Aktivierung der StLOX3 im systemischen Blattgewebe abhdngig ist (Abb.
3-1B). Das Gen der StLOX3 kodiert fiir eine 13-Lipoxygenase (13-LOX), die durch
Einfilhrung von molekularem Sauerstoff an Position 13 der a-Linolensdure zur Bildung von
13-Hydroperoxiden fiihrt. Diese 13-Hydroperoxide sind Substrate von mindestens sieben
unterschiedlichen Enzymen des sogenannten LOX-Reaktionsweges (Feussner und
Wasternack, 2002). Einer dieser Wege fiihrt iiber die Allenoxidsynthase (AOS) letztlich zur
Bildung von OPDA und JA (Feussner und Wasternack, 2002). Neben der lokalen
Transkriptakkumulation von StLOX3 nach der Behandlung von Kartoffel mit Psm M2 bzw. P.
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infestans (Gobel, 2001, Abb. 3-1A) wurde bereits 30 min nach Verwundung eine maximale
Expression dieses Transkriptes in Kartoffel beobachtet (Royo et al., 1996). In antisense-
Linien dieser 13-LOX konnte eine Reduktion der Akkumulation des JA-responsiven
Proteinaseinhibitors I gezeigt werden, was auf eine spezifische Rolle dieser LOX-Form in
der frithen JA-Biosynthese hindeutet (Royo et al., 1999). Die erhéhten JA-Konzentrationen in
diesen transgenen Pflanzen im Vergleich mit den WT-Pflanzen lassen darauf schliessen, dass
die Funktion dieser 13-LOX zumindest teilweise durch andere LOX-Formen kompensiert
werden kann (Royo et al., 1999). Diese Beobachtung kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Synthese von OPDA im systemischen Blattgewebe nach Behandlung mit Psm M2 nicht von
dieser 13-LOX abhingig ist. Denkbar wire auch, dass OPDA im systemischen Gewebe nicht
neu gebildet wird. Die letztere Vermutung wird dabei durch Pfropfungsexperimente mit
verschiedenen Mutanten unterstiitzt, die zeigten, dass die systemische Expression
wundinduzierter Gene von einer funktionellen JA-Biosynthese im verwundeten, aber nicht im
unverwundeten Blatt abhingig ist (Li et al., 2002).

Mit Hilfe von Reverse Northern-Analysen wurden im lokalen Blattgewebe nach Behandlung
mit Psm M2 weitere transkriptionell verdnderte Gene identifiziert (Tab. 3-2). So konnte eine
verringerte  Transkriptakkumulation  verschiedener Gene, die fiir Proteine des
Primérstoffwechsels (wie z. B. an photosynthetische Prozesse gekoppelte Proteine u. a.
RUBISCO-Aktivase, Protochlorophyllid-Oxidoreduktase) kodieren, beobachtet werden.
Dagegen waren die Transkriptmengen von anderen Genen, u. a. PR-Gene, Gene, die fiir
Enzyme des Jasmonat-Biosyntheseweges (AOS, StLOX3) kodieren bzw. Jasmonat-responsive
Proteinase-Inhibitoren in diesem Blattgewebe erhoht (Tab. 3-2). Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit anderen Untersuchungen, in denen es nach Applikation von JA zu einer
Verminderung der Genexpression von kern- und plastidirlokalisierten Proteinen, die
hauptséchlich an photosynthetische Prozesse gekoppelt sind, und zu einer Zunahme der
Expression von JA-responsiven Genen kommt (Ubersicht in Wasternack und Hause, 2002).
Die Transkriptmengen der untersuchten Gene korrelierten damit mit den gemessenen
JA/OPDA-Gehalten im lokalen Blattgewebe nach Behandlung mit Psm M2 (Landgraf et al.,
2002, Tab. 3-2).

Analog zu den JA- und OPDA-Messungen wurden nach Behandlung mit Psm M2 auch die
Konzentrationen an freier Salicylsdure (SA) sowie deren Glycoside bestimmt (von P.
Landgraf durchgefiihrt). So konnte im lokalen Blattgewebe nach Behandlung mit Psm M2 ein
sehr starker Anstieg von SA (bis zu 10 ng/g FW) gezeigt werden (Dr. P. Landgraf, pers.
Mitteilung), der ebenfalls mit der lokalen Abwehrgenexpression korreliert (Abb. 3-1A). In
Tabak und Arabidopsis ist die Auspragung der SAR nicht nur durch die Akkumulation von
SA am Infektionsort, sondern auch durch erhohte SA-Konzentrationen im systemischen
Blattgewebe gekennzeichnet (Ryals et al., 1996). Im Gegensatz dazu korreliert die induzierte
Resistenz in Kartoffel nicht mit einem systemischen Anstieg der Salicylsdure (Dr. P.
Landgraf, pers. Mitteilung). Diese Beobachtung deutet auf einen von diesen Pflanzen

verschiedenen Mechanismus der SAR-Induktion in Kartoffel hin.
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4.2 Analyse der lokalen und systemischen Resistenzinduktion in WT-Pflanzen
nach der Behandlung mit dem Oligopeptidelicitor Pep13

Anhand von Untersuchung der Nichtwirtsinteraktion von Petersilie mit Phytophthora sojae
gelang es, ein Peptid von 13 AS (Pepl3) als hinreichend und notwendig fiir die
Elicitoraktivitit des 42 kDa-Proteins gegeniiber Petersilie zu charakterisieren (Niirnberger et
al., 1994). Dieses Oligopeptid ist in gleicher Weise wie das Glykoprotein als auch die
Rohelicitorpraparation aus der Zellwand von P. sojae in der Lage, umfangreiche
Abwehrreaktionen, wie die Bildung von Phytoalexinen und die Aktivierung von
Abwehrgenen auszulosen (Niirnberger et al., 1994; Zimmermann et al., 1997; Jabs et al.,
1997; Ligterink et al., 1997; Kroj et al., 2003). Das Glycoprotein von P. sojae wurde als
Transglutaminase (TGase) identifiziert. In den Transglutaminasen der Gattung Phytophthora,
einschlieBlich P. infestans, ist das Pep13-Motiv nahezu vollstindig konserviert (Brunner et
al., 2002).

In diesem Zusammenhang war es interessant, zu zeigen, dass Pepl3 auch in Kartoffel
komplexe Abwehrreaktionen (u. a. Bildung von antimikrobiell wirkenden Substanzen,
Induktion der Abwehrgenexpression) auslost, die, im Gegensatz zu allen bisher untersuchten
Pflanzenarten, mit der Bildung von Nekrosen einhergehen (Geiler, 2001; Rohwer et al., 1987;
Gobel et al., 2001; Brunner et al., 2002; Abb. 3-3A). Dieser HR-dhnliche Zelltod ist durch
verschiedene Merkmale des programmierten Zelltods (PCD), u. a. durch die Fragmentierung
kernlokalisierter DNA, gekennzeichnet (Brunner et al., 2002; Halim et al., z. Veroff.
eingereicht). Neben der Nekrosenbildung und der Induktion der Abwehrgenexpression ist
Pepl13 in Kartoffel aulerdem in der Lage, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
sowie die Akkumulation der Signalmolekiile SA und JA zu induzieren (Halim et al., z.
Verdff. eingereicht). Erstmalig konnte auch die systemische Transkriptakkumulation eines
PR-Gens (StPRB1b) nach Behandlung mit Pep13 gezeigt werden (Abb. 3-3B; Halim et al., z.
Veroft. eingereicht).

Die Tatsache, dass Kartoffel zwar zur Erkennung von P. infestans fahig ist, eine
Resistenzinduktion jedoch ausbleibt, kdnnte verschiedene Ursachen haben. So konnte das
Pathogen entweder die Abwehr der Pflanze oder die Expression der durch das Pepl3-Motiv
gekennzeichneten Transglutaminase, vergleichbar mit der Reprimierung der Elicitine in
virulenten P. infestans-Rassen, aktiv unterdriicken (Kamoun et al., 1997). Alternativ dazu
konnten im Laufe der Evolution vom Pathogen gebildete Virulenzfaktoren zur Unterdriickung
der Pflanzenabwehr gefiihrt haben (Kamoun, 2001; Brunner et al., 2002).
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4.3  Einfluss von SA auf die Induktion der Abwehrgenexpression in Kartoffel

SA ist ein bedeutendes Signalmolekiil, das an der Aktivierung von Abwehrreaktionen und der
Resistenzinduktion gegeniiber einer Vielzahl von Pathogenen in verschiedenen Wirtspflanzen
beteiligt ist (Dempsey et al., 1999; Shah, 2003). Pathogenbefall fiihrt in verschiedenen
Pflanzen zur Erh6hung der SA-Mengen sowohl im infizierten als auch im nicht-infizierten,
systemischen Blattgewebe (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990). Der Anstieg der SA-
Gehalte korreliert dabei mit der Ilokalen wund systemischen Induktion der
Abwehrgenexpression (van Loon, 1997). Die Bedeutung von SA in der Pflanzenabwehr
wurde durch die Analyse von Signaltransduktionsmutanten bzw. transgenen Pflanzen mit
verdnderten SA-Konzentrationen bestéitigt (Kunkel und Brooks, 2002; Mou et al., 2003).
Durch die Expression des NahG-Gens in Arabidopsis bzw. Tabak, welches durch die
Umwandlung von SA zu Catechol die Akkumulation von SA in der Pflanze verhindert, wurde
eine erhohte Anfilligkeit dieser Pflanzen gegeniiber einer Vielzahl von Pathogenen, wie z. B.
Bakterien, Oomyceten, Pilzen und Viren beobachtet (Delaney et al., 1994; Gaffney et al.,
1993; Kachroo et al., 2000). Parallel dazu war die PR-Genexpression in den transgenen
nahG-Pflanzen stark reduziert (Delaney et al., 1994).

Die Mechanismen der Resistenzinduktion in Kartoffel unterscheiden sich hinsichtlich der
hohen SA-Grundgehalte und der fehlenden Akkumulation von SA im systemischen
Blattgewebe grundsétzlich von anderen pflanzlichen Systemen. Deshalb war es zunéchst
Anliegen dieser Arbeit, den Einfluss von SA bei der Pathogenabwehr in Kartoffel ndher zu
untersuchen. Dazu wurden transgene nahG-Pflanzen hergestellt (Kap. 3-3). Zur Analyse der
Abwehrgenexpression wurden die transgenen Linien A1 und D2 ausgewédhlt (Abb. 3-4), da
sie liber nicht mehr messbare SA-Konzentrationen verfiigten (Daten nicht gezeigt). Im
Vergleich mit den WT-Pflanzen konnte sowohl im lokalen als auch im systemischen
Blattgewebe der mit Pepl3-behandelten, transgenen nahG-Linien eine Reduktion der
Expression des PR-Gens StPRB1b um 75 % gezeigt werden (Abb. 3-5). In diesen Pflanzen
war die Bildung der Nekrosen vollstdndig unterdriickt, was den Einfluss von SA bei der
Nekrosenbildung in Kartoffel verdeutlicht (Daten nicht gezeigt). Bereits in fritheren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass SA zur Nekrosenbildung bendtigt wird, auch
wenn es selbst nicht zur Induktion von Zelltod fahig ist (Yu et al., 1997; Alvarez, 2000).

Als Ursache fiir die verdnderten Abwehrreaktionen in den nahG-Pflanzen kommt jedoch nicht
nur das fehlende SA, sondern auch die gebildeten Abbauprodukte von SA, wie z. B. Catechol,
in Frage. So konnte in A. thaliana nach Behandlung mit Catechol der Verlust der Resistenz
gegeniiber Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp) gezeigt werden, wie er in gleicher
Weise in den nahG-Pflanzen zu beobachten war (van Wees und Glazebrook, 2003). Da die
Behandlung der nahG-Pflanzen mit Katalase zum reduzierten Wachstum von Psp fiihrte,
vermuten die Autoren, dass Catechol durch die Bildung von H,O, die erh6hte Suszeptibilitét

gegeniiber Psp verursachen konnte. Ob die Bildung von H,O, in den nahG-Pflanzen sich
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tatsdchlich von der WT-Situation nach Behandlung mit Psp unterscheidet, miisste z. B. mit
Hilfe von DAB-Farbungen genauer analysiert werden.

In den transgenen nahG-Kartoffelpflanzen konnte Catechol nicht detektiert werden, was auf
einen weiteren Abbau durch die Pflanzen hindeutet (Halim et al., z. Veroff. eingereicht). Die
Akkumulation von H,O, wurde in den nahG-Pflanzen erst zu spéteren Zeitpunkten (24 h)
beobachtet. Interessanterweise waren die nahG-Zellkulturen wie der Wildtyp in der Lage,
bereits eine Stunde nach der Behandlung mit Pep13 H,O, maximal zu akkumulieren (Halim et
al., z. Veroff. eingereicht). Diese Unterschiede beziiglich der Notwendigkeit von SA zur
Aktivierung der Abwehrreaktionen in den nahG-Pflanzen und nahG-Zellkulturen legen die
Vermutung nahe, dass die nahG-Pflanzen sich hinsichtlich der Sekretion oder des
Metabolismus von aktiven Komponenten von den Zellkulturen unterscheiden.

Obwohl nach der Behandlung der nahG-Pflanzen mit Pepl3 die Mehrzahl der
Abwehrreaktionen ausbleiben, werden auch die Transkripte einiger Abwehrgene (4-CL, THT)
induziert. Diese Beobachtung deutet darauthin, dass die Pepl3-induzierten
Abwehrmechanismen in Kartoffel einerseits SA-abhédngig, andererseits unabhingig von SA

aktiviert werden (Halim et al., z. Ver6ff. eingereicht).

4.4 Immunmodulation als Methode zur Analyse der Funktion von
Phytohormonen

Um den FEinfluss von JA als Signalmolekiil in der Pathogenabwehr bzw. Wundantwort
aufzukldren, wurden verschiedene Mutanten analysiert. Dazu zéhlten JA-Perzeptionsmutanten
(Staswick et al., 1992; Staswick et al., 2002; Xie et al., 1998; Berger et al., 1996), Mutanten
mit Defekten in der JA-Biosynthese und dem JA-Metabolismus (McConn et al., 1997; von
Malek et al., 2002; Park et al., 2002; Stintzi und Browse, 2000; Sanders et al., 2000; Li et al.,
2002) sowie Mutanten mit konstitutiv erhohten JA-Gehalten (Ellis und Turner, 2001; Ellis et
al., 2002; Xu et al., 2001; Nibbe et al., 2002). Parallel dazu dienten transgene Ansitze der
Manipulation der JA-Biosynthese. So konnte durch die Uberexpression der AOS in Tabak
(Laudert et al., 2000; Wang et al., 1999) bzw. der AOC in Tomate (Stenzel et al., 2003a)
gezeigt werden, dass die JA-Biosynthese vermutlich durch die Substratverfiigbarkeit reguliert
wird. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die Enzyme der JA-
Biosynthese (LOX, AOS, AOC) in den Bldttern von A. thaliana zwar iiber eine hohe
Abundanz verfiigen, es jedoch erst im Zuge der Verwundung (Stenzel et al., 2003b) bzw. der
Pathogenabwehr (Stintzi et al., 2001) zur Bereitstellung der Substrate und damit zur Bildung
von JA bzw. OPDA kommt. Dagegen konnten in AOS-iiberexprimierenden Kartoffelpflanzen
erhohte JA-Gehalte beobachtet werden, die jedoch nicht mit einer konstitutiven Expression
von JA-responsiven Genen korrelierten (Harms et al., 1995).

Ein wesentlicher Nachteil dieser gain/loss-of-function-Experimente besteht darin, dass eine
kompartimentspezifische Modulation der untersuchten Hormone nicht méglich ist. Auflerdem

ist in jedem Fall die Kenntnis der zu verdndernden Gensequenz des entsprechenden Enzyms
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erforderlich, was hinsichtlich des JA-Biosyntheseweges zu Beginn dieser Arbeit nicht der Fall
war. Zusitzlich konnen durch die Blockierung des entsprechenden Biosyntheseweges
unerwiinschte Nebeneffekte, wie z. B. die fehlende Synthese anderer Produkte dieses
Biosyntheseweges oder die Akkumulation von Vorldufermolekiilen, eintreten. Im Gegensatz
dazu kommt es bei der Immunmodulation durch Bindung von rekombinanten Antikorpern zur
direkten, kompartimentspezifischen Blockierung der entsprechenden Zielmolekiile (Conrad
und Manteuffel, 2001). Sie wurde urspriinglich fiir menschliche Zellen entwickelt und bereits
erfolgreich fiir ABA und GA angewendet (Artsaecnko et al., 1995; Shimada et al., 1999;
Conrad und Manteuftel, 2001).

In Pflanzen wurden bereits verschiedene rekombinante Antikorper (u. a. Fab, Fv, scFv,
vollstiandige Antikorper) exprimiert (Daniell et al., 2001). Dabei erwiesen sich die SCFv-
Antikorper als besonders gut geeignet, da sie nur aus zwei kovalent miteinander verbundenen,
variablen Dominen bestehen, die keine in vivo Assemblierung bzw. komplexe Faltung mehr
benotigen (Conrad und Manteuffel, 2001; Schillberg et al., 2001; Bird et al., 1988). Daneben
sind scFv-Antikorper aufgrund ihrer geringen Grofle und ihrer, meist mit einem parentalen
Antikorper, vergleichbaren Antigenbindungsaktivitit sowie der Mdglichkeit der Fusion mit

Effektorproteinen vielseitig einsetzbar (Hudson, 1998).

4.5 Isolierung von spezifischen JA bzw. OPDA bindenden scFv-Antikérpern
mittels Phage Display

Zur Herstellung bzw. Isolierung spezifischer SCFv-Antikorper stehen verschiedene Methoden
zur Verfligung. So kénnen SCFv-Antikorper durch Fusions-PCR mit entsprechenden, aus
Hybridomazellen bzw. direkt aus Lymphozyten immunisierter Tiere isolierten Genen
hergestellt werden. Durch die Einfithrung der Phage Display-Technologie war es moglich,
dass tierische Immunsystem zu umgehen und damit, unabhédngig von zeitaufwendigen
Tierimmunisierungen, spezifische Antikorper herzustellen (McCafferty et al., 1990; Winter et
al., 1994; Hoogenboom et al., 2000; De Wildt et al., 2000). So kénnen aus einer Vielzahl von
Quellen, die fiir ein Antikorperfragment kodierenden Antikorpergensegmente mittels PCR
isoliert, amplifiziert und mit anderen Fragmenten oder synthetischen Nukleotidsequenzen
rekombiniert werden. Nach der Klonierung der Antikdrpergene in entsprechende Plasmide
konnen diese in geeigneten Expressionssystemen zur Produktion von rekombinanten
Antikorperfragmenten verwendet werden. So werden beim Phage Display die im
Phagengenom kodierten scFv-Antikdrper mit dem Hiillprotein des Bakteriophagen fusioniert
und anschlieBend auf der Oberflache des Phagen présentiert (McCafferty et al., 1990). Diese
Verbindung des Genotyps (DNA-Sequenz) mit einem entsprechenden Phénotyp (Protein) ist
die Grundvoraussetzung fiir die anschlieBende Selektion spezifischer, an das immobilisierte
Antigen bindender Antikrperfragmente und ein entscheidender Vorteil des Phage Display
(Schaffitzel et al., 1999). In den letzten Jahren konnten auf der Grundlage solcher
Phagenbibliotheken eine Vielzahl rekombinanter AntikOrperfragmente isoliert werden
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(Winter et al., 1994; Vaughan et al., 1996; Aujame et al., 1997; Hoogenboom et al., 1998;
Abler und Sheets, 2002). Obwohl die oben beschriecbenen Vorteile des Phage Display
gegeniiber der Hybridomatechnik iiberwiegen, sind auch einige Nachteile dieser Technik zu
beriicksichtigen. So limitieren die zur Herstellung der Phagenbibliothek notwendigen
Transformationsschritte die Grofe der Phagenbibliothek von maximal 10'° (Dower und
Cwirla, 1992). AuBlerdem kann eine natiirliche Selektion bestimmter Phagenklone, deren
Genprodukte toxisch fiir E. coli sind bzw. zu Wachstumseinschrankungen des Wirtes fiihren,
nicht ausgeschlossen werden (Schaffitzel et al., 1999). Die Elution von Phagen, deren
prasentierte AntikOrper iiber sehr hohe Affinititen verfiigen, kann aufgrund der zu
verwendenden milden Elutionsbedingungen ein zusitzliches Problem darstellen (Schier und
Marks, 1996).

Eine weitere Moglichkeit zur in vitro Produktion von Antikérpern und Antikorperfragmenten
stellt die Methode des Ribosomen-Display dar (Mattheakis et al., 1994; Hanes und Pliickthun,
1997; He und Taussig, 1997). Grundlage fiir die Produktion von ScFv-Antikdrpern mittels
Ribosomen-Display ist eine SCFv-kodierende DNA-Bibliothek, die zur zellfreien
Transkription und Translation genutzt wird. Durch das Fehlen eines Stopcodons am Ende der
verwendeten mRNA kommt es im Anschluss an die Translation zur Bildung eines terniren
Komplexes, bestechend aus Ribosom, mRNA und funktionalem scFv-Protein, der
anschlieBend direkt zur Selektion eingesetzt wird. Die folgende Screening-Runde erfolgt dann
mit der mRNA aus den selektierten Komplexen, die in cDNA umgeschrieben und mittels
PCR amplifiziert wurde (Hanes und Pliickthun, 1997; He und Taussig, 1997; Schaffitzel et
al., 1999). Im Gegensatz zum Phage Display ist diese Methode nicht auf
Transformationsschritte angewiesen und keine Ablosung des Antigens vom terndren Komplex
nétig. So war es moglich, sehr grofe Bibliotheken (>10'") zu erhalten und AntikSrper mit
Dissoziationskonstanten von 10! anzureichern (Hanes et al., 1998; Schaffitzel et al., 1999).
Ein entscheidender Nachteil des Ribosomen-Display ist die relativ storanféllige in vitro
Transkription (Schaffitzel et al., 1999). So kann es zum Abbau der mRNA, zum vorzeitigen
Abbruch der Translation und zur vorzeitigen Ablosung der Polypeptidkette vom ribosomalen
Komplex bzw. zur Dissoziation des Ribosoms von der mRNA kommen (Hanes und
Pliickthun, 1997; Fedorov und Baldwin, 1998; Schaffitzel et al., 1999). Zusammenfassend
besteht der Vorteil des Ribosomen-Display in der Kombination von gro3en Bibliotheken und
der Moglichkeit zur einfachen Mutagenese bereits wiahrend der Selektion. Dagegen findet die
Translation der scFv-Antikdrper im Phage Display in vivo statt, wodurch die
Antikorperdiversitidt der verwendeten Phagenbibliotheken voll ausgeschopft werden kann.
Dieses verldsslichere System der auf menschlichen V-Gensegmenten basierenden,
synthetischen scFv-Phagenbibliotheken (De Wildt et al., 2000) wurde von Dr. Udo Conrad
(IPK Gatersleben) zur Verfiigung gestellt und diente im Folgenden der Isolierung von
spezifischen JA bzw. OPDA bindenden scFv-Antikérpern. Da weder JA noch OPDA
Bestandteil des bakteriellen Metabolismus sind, sollten die gebildeten scFv-Antikorper nicht
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zu Wachstumseinschrankungen oder zu toxischen Effekten in den selektierten bakteriellen
Klonen fiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus den verwendeten Phagenbibliotheken monoklonale
Phagen angereichert, die iiber eine spezifische Bindung an BSA gebundenes JA bzw. OPDA
verfiigten (Kap. 3.5.2; Anhang). Ein wesentlicher Vorteil der verwendeten
Phagenbibliotheken bestand darin, dass der fiir die Herstellung der Bibliotheken genutzte
Phagemidvektor pIT unter Verwendung der entsprechenden Bakterienstimme entweder die
Expression der SscFv-Antikorper als Fusionsproteine mit dem Phagenhiillprotein oder die
Expression der rekombinanten Antikdrperfragmente als 10sliche periplasmatische Proteine
ermoglichte. Eine zusétzliche Subklonierung der isolierten Plasmid-DNA in entsprechende
Expressionsvektoren war deshalb nicht notwendig. So konnten nach der Infektion des E. coli-
Stammes HB2151 mit den angereicherten Phagenklonen die entsprechenden sCFv-Antikorper
in 16slicher Form gebildet werden. Dabei verfiigten nur ca. 25 % der an das Phagenhiillprotein
gekoppelten scFv-Antikorper auch in loslicher Form iiber spezifische Bindungseigenschaften
an BSA-gekoppeltes JA bzw. OPDA (Kap. 3.5.2). Diese Unterschiede in der
Bindungsaktivitit lassen sich wahrscheinlich auf, durch die Fusion des sCFv-Antikorpers an
das Phagenhiillprotein bedingte, Konformationsianderungen zuriickfiihren.

Da eine korrekte Faltung der 16slichen scFv-Antikdrper im periplasmatischen Raum von E.
coli durch die dort herrschenden reduzierenden Bedingungen nicht garantiert werden kann,
sollten die Eigenschaften der scFv-Antikorper zunichst in der Pflanze untersucht werden.
Unter diesen Gesichtspunkten wurde auf eine Bestimmung der ICso-Werte der im bakteriellen
System  erhaltenen  sCFv-Antikorper  verzichtet. Die  Auswahl der fiir die
Pflanzentransformation zu verwendenden scFv-Klone erfolgte deshalb auf der Grundlage der
erhaltenen ELISA-Daten und der Western-Blot-Analysen der 16slichen scCFv-Antikorper (Abb.
3-7; Abb. 3-8). Es wurden die scFv-Klone B11, C4 und F6 bzw. D3, E10 und F2, die liber
eine hohe Bindungsaktivitdt fiir an BSA gekoppeltes JA bzw. OPDA verfiigten und beide
variablen Doménen (VH und VL) exprimierten, in die entsprechenden
Transformationskassetten (Abb. 3-9) kloniert.

4.6 Herstellung transgener scFv-Antikorper-Pflanzen

Grundsitzlich sin fiir eine erfolgreiche Immunmodulation nicht nur die Verwendung
hochaffiner Antikdrper mit definierter Spezifitdt, sondern auch die Akkumulation der
Antikorperfragmente in geeigneten Organen, Geweben und Kompartimenten der
Pflanzenzelle von Bedeutung (Conrad und Fiedler, 1998; Conrad und Manteuffel, 2001).
Dabei kann die Expression der sCFv-Antikorper in der Pflanze durch die Wahl geeigneter
Promotoren sowie entsprechender Signal- und Translokationssequenzen reguliert werden
(Fiedler et al., 1997; Conrad und Fiedler, 1998). So konnte eine Akkumulation von SCFV-
Antikorpern im Cytoplasma (Owen et al., 1992; Tavladoraki et al., 1993; Bruyns et al., 1996;
Zimmermann et al., 1998), im ER (Artsaenko et al., 1995; Schouten et al., 1996; Fiedler et
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al., 1997) sowie im extrazelluliren Raum (Firek et al., 1993; Fecker et al., 1996) erreicht
werden.

Die ausgewihlten scFv-cDNA-Sequenzen wurden unter Verwendung des 35S CaMV-
Promotors ubiquitir in der Pflanze exprimiert und anschlieBend mittels spezifischer Signal-
bzw. Targetingsequenzen in unterschiedliche Kompartimente (Cytosol, ER, Chloroplast) der
pflanzlichen Zelle transportiert (Abb. 3-9). Parallel zu dieser Arbeit wurden die isolierten
anti-JA/OPDA scFv-Antikdrper auch in Tabak untersucht (ten Hoopen, 2002).

Die reduzierenden Bedingungen im Cytosol und die Abwesenheit von entsprechenden
Chaperonen fithren hiufig zu sehr geringen cytosolischen SCFv-Antikorper-Konzentrationen,
da fiir eine korrekte Faltung die Bildung zweier intramolekularer Disulfidbriicken
unabdingbar ist (De Jaeger et al., 2000). Dennoch konnten fiir einzelne sSCFv-Antikérper hohe
Konzentrationen im Cytoplasma beobachtet werden, was den Einfluss von
sequenzspezifischen Eigenschaften auf die Stabilitdt der SCFv-Antikorper verdeutlicht (Owen
et al., 1992; Tavladoraki et al., 1993; Bruyns et al., 1996; Zimmermann et al., 1998). Da in
fritheren Untersuchungen die Stabilitdt der scCFv-Antikorper im Cytosol durch deren Fusion
mit dem KDEL-Peptid wesentlich erhoht werden konnte (Schouten et al., 1996; 1997),
wurden die im Cytosol anzureichernden anti-JA/OPDA scFv-Antikdrper C-terminal mit der
KDEL-Sequenz fusioniert (Abb. 3-9). Es wird vermutet, dass die eingefithrte KDEL-Sequenz
die Stabilitdt der scFv-Antikorper erhoht oder den C-terminalen Proteinabbau verhindert
(Schouten et al., 1997).

Fiir die Akkumulation der scFv-Antikorper im Chloroplasten wurde die SCFv-cDNA von Klon
F2 ausgewihlt, der iiber die stirkste Bindung an BSA-gekoppeltes OPDA verfiigte (Abb. 3-
7B). Durch den Transport der scFv-Antikorper in die Chloroplasten sollte OPDA direkt am
Ort ihrer Biosynthese gebunden und funktional inaktiviert werden (Feussner und Wasternack,
2002). Zur Anreicherung der scFv-Antikorper im Stroma der Chloroplasten wurden die
Transitsequenzen der Vorlduferproteine der kleinen Untereinheiten der
Ribulosebisphosphatcarboxylase (ST3) bzw. des Ferredoxin (ST5) (Waegemann und Soll,
1996; Van't Hoff und De Kruijff, 1995) verwendet (Abb. 3-15B, Daten nicht gezeigt). In
diesen transgenen Pflanzen konnte neben dem eigentlichen sCFv-Antikorper zusétzlich ein
myc-fusioniertes Protein mit einer molekularen Masse von ca. 17 kDa nachgewiesen werden
(Abb. 3-12C). Dieses Protein wurde bei der Reinigung der scCFv-Antikérper durch Bindung an
Protein L angereichert (Abb. 3-13). Da die Bindung an Protein L das Vorhandensein einer
leichten k-Untereinheit im Protein voraussetzt, muss es sich bei diesem Protein um ein
Produkt der gebildeten scFv-Antikdrper handeln. Das Fehlen eines solchen Produktes in
transgenen Tabakpflanzen, die das identische scFv-Konstrukt exprimieren (ten Hoopen,
2002), deutet auf eine fiir Kartoffel spezifische Spaltung der importierten SCFv-Antikorper
hin. Die Abspaltung der Transitsequenzen wird durch metallabhéngige Endopeptidasen SPP
(stromal processing peptidase) katalysiert und findet entweder wahrend des
Translokationsprozesses oder direkt danach im Stroma der Chloroplasten statt (Bruce et al.,

2001). Bislang gelang es nur, zwei verschiedene Endopeptidasen (CPE; SPPyg) der Erbse zu
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analysieren (VanderVere et al., 1995; Koussevitzky et al., 1998). Auf welche Weise die
stroma-lokalisierten Endopeptidasen die Erkennung und Spaltung von mehreren tausend
verschiedenen Vorldufermolekiilen, die Transitpeptide mit verschiedener Lange und Sequenz
beinhalten, bewerkstelligen, ist bislang nicht geklart (Bruce et al., 2001). Deshalb kann iiber
die Erkennung einer Sekundérstruktur innerhalb des verwendeten SCFv-Antikorpers durch
eine kartoffelspezifische Endopeptidase nur spekuliert werden.

Neben den verwendeten ST3/ST5-Transitsequenzen wurden die SCFv-Antikorper auch mit der
Transitsequenz des chloroplastidiren Membranproteins OEP14 und zusitzlich mit einer C-
terminalen Transmembrandomine (Hook-Doméne) fusioniert, wodurch eine Verankerung der
scFv-Antikorper in der dulleren Chloroplastenmembran erreicht werden sollte (Li und Chen,
1997). Fiir dieses Konstrukt konnten zwar transgene Pflanzen erhalten werden (Tab. 3-3),
diese exprimierten die SCFv-Antikorper jedoch nicht stabil und konnten deshalb nicht
analysiert werden (Daten nicht gezeigt). Wahrscheinlich konnten nur transgene Pflanzen
regeneriert wurden, die die SCFv-Antikdrper nicht exprimierten.

Zusétzlich zur Lokalisierung der scFv-Antikorper im Cytosol bzw. in den Chloroplasten
wurden die ausgewihlten SCFv-Antikorpern durch N-terminale Fusion mit der LegB4-
Signalpeptidsequenz (Baumlein et al., 1986) in das Endoplasmatische Retikulum (ER)
transportiert (Abb. 3-15A). Die Lokalisierung von scFv-Antikorpern im ER fiihrte bereits bei
der Immunmodulation von ABA zu wesentlich hoheren Antikdrperkonzentrationen in der
Pflanzenzelle (Fiedler et al., 1997). Durch die Bindung von ABA an entsprechende ER-
lokalisierte SCFv-Antikorper kam es vermutlich zur Bildung eines artifiziellen sink, was sich
im beobachteten ABA-defizienten Phédnotyp widerspiegelte (Artsaenko et al., 1995;
Artsaenko, 1996). In Analogie dazu sollten JA bzw. OPDA ebenfalls im ER physiologisch
inaktiviert werden. Fiir diese transgenen Pflanzen konnten die hochsten ScFv-Antikdrper-
Konzentrationen von bis zu 0,05 % des gesamtldslichen Proteins nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt).

Insgesamt wurden, unabhingig vom Kompartiment, hhere Konzentrationen fiir die anti-
OPDA scFv-Antikorper im Vergleich mit den anti-JA scFv-Antikdrpern erreicht (Daten nicht
gezeigt). Bereits fiir andere Immunmodulationen konnte gezeigt werden, dass die erfolgreiche
Akkumulation der rekombinanten Antikorper nicht nur von deren Lokalisierung in der Zelle,
sondern auch mafBgeblich von der Sequenz des jeweiligen SCFv-Antikorpers abhingig ist (De
Jaeger et al., 2000a). Damit bestimmt die Sequenz eines SCFv-Antikorpers auch dessen
Stabilitdt in den untersuchten Kompartimenten, was besonders im reduzierenden Milieu des
Cytosols deutlich wird (Steipe et al., 1994; Knappik und Pliickthun, 1995).
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4.7 Analyse der verwendeten scFv-Fragmente in planta und Auswahl transgener
scFv-Antikorper-Pflanzen

Die sequenzspezifischen Eigenschaften der scFv-Antikorper spielen nicht nur hinsichtlich
ithrer Stabilitdt, sondern auch hinsichtlich ihrer Funktionalitit, d. h. ihrer Bindungsaktivitét,
eine entscheidende Rolle (De Jaeger et al., 1999; De Jaeger et al., 2000a). So konnte gezeigt
werden, dass nicht alle scFv-Antikorper, die in hohen Konzentrationen in der Pflanzenzelle
akkumulieren, auch gleichzeitig funktional sind (De Jaeger et al., 2000a). Zur Auswahl von
transgenen Pflanzen ist es deshalb notwendig, zunédchst die Funktionalitit der in der
Pflanzenzelle gebildeten scFv-Antikdrper zu analysieren. Eine Moglichkeit stellt dabei die
Bestimmung der Bindungsaktivitdt der in der Pflanze gebildeten SCFv-Antikorper mittels
ELISA dar. Ein weiterer in vitro-Test konnte, sofern es sich bei dem Antigen um ein
Peptid/Protein handelt, ein Two-Hybrid-Screen in Hefe sein. Auf diese Weise konnte die
Interaktionsstirke der sCFv-Antikorper mit dem Antigen direkt nachgewiesen werden (De
Jaeger et al., 2000b). Idealerweise sollten die SCFv-Antikorper jedoch in einem einfachen in
vivo-Test auf ihre Bindungsaktivitit gegeniiber dem Antigen iiberpriift werden, da nur so
artifizielle, auf dem verwendeten in vitro-System beruhende ScFv-Antikorpereigenschaften
ausgeschlossen werden konnen.

In Kartoffel bietet sich dafiir die Antwort der Pflanzen auf Verwundung an. Nach
mechanischer Verwundung kommt es zur Akkumulation von JA sowie zur lokalen und
systemischen Aktivierung von Abwehrgenen, wie z. B. StPIN2 (Pefia-Cortés et. al., 1995).
Durch die Expression von funktionalen scFv-Antikorper in den transgenen Pflanzen sollte es
deshalb zu einer verringerten Akkumulation von JA kommen und damit die
Transkriptakkumulation von StPIN2 reduziert sein. Durch den Vergleich der StPIN2-
Transkriptakkumulation der verwundeten transgenen Pflanzen mit den ebenfalls verwundeten
WT-Pflanzen sollte ein funktionaler Test der Bindungsaktivitit der scFv-Antikorper in der
Pflanze moglich sein.

Zu diesem Zweck wurde die StPIN2-Transkriptakkumulation 24 h nach Verwundung
untersucht, da sie zu diesem Zeitpunkt maximal ist (Royo et al., 1996). Trotz der mittels
Pinzette durchgefiihrten gleichméfigen Verwundungsprozedur waren die erhaltenen
Transkriptmengen von StPIN2 bereits in den WT-Pflanzen nach Verwundung sehr
unterschiedlich (Abb. 3-10). Verschiedene andere getestete Verwundungsmoglichkeiten, wie
Verwendung von Dialyseklammern oder Verletzen des Blattes durch Einritzen, erbrachten
keine verbesserte Reproduzierbarkeit der StPIN2-Transkriptakkumulation (Daten nicht
gezeigt). Dennoch wurden transgene Pflanzen eines SCFv-Konstrukts, von denen mindestens
fiinf unabhingige Linien in mindestens zwei unabhingigen Untersuchungen iiberwiegend
verringerte StPIN2-Transkriptakkumulation zeigten, ausgewahlt (Abb. 3-10).

Die Einteilung der transgenen Pflanzen erfolgte in drei Gruppen. Dabei umfasst jede Gruppe
unabhéngige transgene Linien, die ein spezielles sCFv-Konstrukt exprimierten (Tab. 3-4). So

exprimierten die transgenen Linien der Gruppe A und C die anti-OPDA scFv-Klone D3 bzw.
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F2, wihrend die transgenen Linien der Gruppe C den anti-JA scFv-Klon F6 bildeten. Die
scFv-Antikorper der Gruppe A und B wurden in das ER transportiert (Abb. 3-15A; Daten
nicht gezeigt). Dagegen erfolgte der Transport der SCFv-Antikdrper der transgenen Linien der
Gruppe C in die Chloroplasten (Abb. 3-15B; Daten nicht gezeigt).

Wie in Abb. 3-10 fiir die Linie #57, #206 und #207 gezeigt, war auch in den transgenen
Pflanzen die erhaltene StPIN2-Transkriptakkumulation nicht in jedem Fall eindeutig. Im
Anschluss an diese Arbeit wurde die Wundantwort einiger transgener Pflanzen erneut
iiberpriift und mit dem Wildtyp vergleichbare StPIN2-Transkriptmengen detektiert, wobei die
StPIN2-Transkriptakkumulation der WT-Pflanzen in diesem Experiment nicht so starken
Schwankungen unterworfen war (von V. Halim durchgefiihrt). Um eine inzwischen
verdnderte Bindungsaktivitdt der SCFv-Antikorper in den untersuchten transgenen Linien
auszuschliessen, miissten die Bindungsaktivititen der scFv-Antikérper erneut mittels ELISA
bestimmt und mit den bereits erhaltenen Daten verglichen werden. Nur auf diese Weise ist es
moglich, die beobachteten StPIN2-Transkriptmengen in den transgenen Pflanzen zu dem
jetzigen Zeitpunkt zu beurteilen.

Als Anhaltspunkt, ob die verminderte Transkriptakkumulation von StPIN2 tatsachlich auf
physiologisch geringere Gehalte an JA bzw. OPDA zuriickzufiihren ist, wurden
abgeschnittene Blattern der transgenen Pflanzen mit Methyljasmonat (MeJA) behandelt (Abb.
3-11). In der Annahme, dass die SCFv-Antikérper nicht in der Lage sind, sdmtliche MeJA-
Molekiile zu binden, sollte die StPIN2-Transkriptakkumulation der transgenen Pflanzen mit
den WT-Pflanzen vergleichbare Werte liefern. Tatsichlich konnte gezeigt werden, dass die
Transkriptakkumulation von StPIN2 in den transgenen Pflanzen mit dem WT-
Expressionsniveau  vergleichbar war (Abb. 3-11). Dabei konnte die erhdhte
Transkriptakkumulation von StPIN2 in einigen kontrollbehandelten Bléttern der transgenen
Pflanzen auf eine Kontamination der Proben mit MeJA hindeuten.

In Analogie zu diesen Experimenten wurde die Keimung der Samen von verschiedenen
transgenen SCFV-Antikorper-Tabakpflanzen, die mit den identischen scFv-Konstrukten
ausgestattet waren, untersucht (ten Hoopen, 2002). Wiahrend in den Samen der
Kontrollpflanzen die Inhibierung der Samenkeimung durch Methyljasmonat eindeutig
nachweisbar war, konnte bei der Keimung der Samen der transgenen Pflanzen keine
Beeintrachtigung durch die Behandlung mit Methyljasmonat beobachtet werden (ten Hoopen,
2002; Wasternack und Hause, 2002). Diese Ergebnisse geben zusitzliche Hinweise darauf,
dass die in der Pflanze gebildeten anti-JA ScFv-Antikorper funktional sind und damit zu
geringeren Mengen an physiologisch aktiven JA fiihren (ten Hoopen, 2002).

Zur Bestimmung der Bindungsaktivitit der in der Pflanze gebildeten scFv-Antikérper wurden
die scFv-Antikdrper einiger transgener Pflanzen durch Bindung an Protein L gereinigt und
anschlieBend im ELISA analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten scFv-
Antikorper tiber spezifische Bindungseigenschaften an BSA gekoppeltes JA verfiigten (Abb.
3-14; Daten nicht gezeigt), wobei die ermittelten Bindungsaktivititen mit den

Bindungsaktivitdten der bakteriell exprimierten SCFv-Antikorper vergleichbar waren (Abb. 3-
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7). Die spezifische Bindung der anti-OPDA scFv-Antikorper der transgenen Linien der
Gruppe C (Abb. 3-14; Daten nicht gezeigt) an BSA gekoppeltes JA deutet darauthin, dass die
scFv-Antikorper nicht die fiir JA bzw. OPDA spezifische Seitenkette erkennen, sondern den
fiir beide Molekiile charakteristischen Cyclopentanon-Ring. Diese Kreuzreaktivitit der
untersuchten sCFv-Antikorper konnte in Tabak bestitigt werden (ten Hoopen, 2002).

Die spezifische Bindungsaktivitit der scFv-Antikorper an BSA gekoppeltes OPDA konnte
nicht bestimmt werden, da das bis dahin verwendete OPDA-BSA-Konjugat nicht mehr zur
Verfligung stand und keine Bindung der scFv-Antikorper an neu synthetisiertes Konjugat
(von R. Kramell hergestellt) nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). Diese fehlende
Bindungsaktivitit der sCFv-Antikorper an BSA gekoppeltes OPDA deutet auf zu geringe
Kopplungsraten von OPDA an BSA hin, da alle getesteten SCFv-Antikorper spezifisch an
BSA gekoppeltes JA binden konnten (Abb. 3-14). Durch Bindungsstudien mit
neusynthetisiertem OPDA-BSA-Konjugat bzw. Kompetitionsanalysen mit freier OPDA sollte

die Bestimmung der Bindungsaktivititen dieser SCFv-Antikdrper moglich sein.

4.8 Einfluss von JA/OPDA auf die Induktion der Abwehrgenexpression nach der
Behandlung mit Psm M2 und Pep13 in Kartoffel

Neben SA werden auch JA und OPDA als potentielle Signalmolekiile bei der Etablierung der
induzierten Resistenz in Kartoffel diskutiert. Erste Hinweise auf eine Beteiligung von JA an
der Auspriagung der induzierten Resistenz ergaben Versuche, in denen durch Behandlung der
Pflanzen mit JA bzw. MeJA ein lokaler und systemischer Schutz vor einer Infektion mit P.
infestans erreicht wurde (Cohen et al., 1993). AuBlerdem konnte nach Behandlung der
Kartoffelpflanzen mit dem Brassica-Pathogen Psm M2 die systemische Akkumulation von
OPDA beobachtet werden. Die Akkumulation von JA beschrinkte sich auf das lokale
Blattgewebe (Landgraf et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
der Anstieg von JA bzw. OPDA mit der Induktion der Transkriptakkumulation verschiedener
PR-Gene korreliert (Landgraf et al., 2002). Der Oligopeptidelicitor Pep13 ist in Kartoffel in
der Lage, die Akkumulation der Signalmolekiile SA und JA sowie eine sowohl lokale als auch
systemische Abwehrgenexpression zu induzieren (Geiler, 2001; Brunner et al., 2002; Halim
et al., z. Veroff. eingereicht; Abb. 3-3).

Von Interesse war es nun, die ausgewdhlten transgenen SCFv-Antikorper-Pflanzen auf eine
moglicherweise verdnderte Abwehrgenexpression zu untersuchen. Dazu wurde die
Transkriptakkumulation verschiedener Gene der ScFv-Antikdrper-Pflanzen nach Infiltration
mit PsSm M2 bzw. Pepl3 zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Northern-Blot-Hybridisierung
analysiert. In der Annahme, dass der Anstieg der JA/OPDA-Konzentrationen nach der
Behandlung der Pflanzen mit Psm M2 bzw. Pepl3 in direkten Zusammenhang mit der
beobachteten Abwehrgenexpression steht, erwartet man durch die Bindung der scFv-
Antikorper an JA bzw. OPDA physiologisch geringere JA/OPDA-Gehalte und damit eine

verminderte Expression dieser Abwehrgene im Vergleich mit den WT- bzw. C3-Pflanzen.
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Im lokalen Blattgewebe konnten nur fiir die transgenen Linien der Gruppe B (anti-JA scFv im
ER, Tab. 3-4) signifikant verminderte Transkriptmengen nachgewiesen werden (Abb. 3-17;
Abb. 3-21B). Dagegen zeigten die transgenen Linien der Gruppe A (anti-OPDA scFv im ER,
Tab. 3-4) nur leichte bzw. keine Verdnderungen hinsichtlich der untersuchten
Transkriptakkumulationen nach Behandlung mit Psm M2 bzw. Pepl3 (Abb. 3-16; Abb. 3-
21A). Die beobachtete, eher verstiarkte Transkriptakkumulation in den transgenen Linien der
Gruppe C (anti-OPDA scFv in den Chloroplasten, Tab. 3-4) im Vergleich mit den C3-
Pflanzen nach Behandlung mit Psm M2 bzw. Pepl13 (Abb. 3-18; Abb. 3-21C) war mit den
Transkriptmengen JA-abhédngiger Gene nach Verwundung von transgenen Tabakpflanzen, die
das identische scFv-Konstrukt exprimierten, vergleichbar (ten Hoopen, 2002).

Die beobachteten Unterschiede in der Abwehrgenexpression der transgenen Linien der
einzelnen Gruppen 1im lokalen Blattgewebe konnen durch  unterschiedliche
Bindungsaktivititen der SCFv-Antikorper oder durch die Lokalisierung der SCFv-Antikorper in
unterschiedlichen Kompartimenten verursacht sein und werden in Kap. 4-11 ausfiihrlich
diskutiert. Zusétzlich dazu kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Einfluss von JA oder
OPDA auf die untersuchte Abwehrgenexpression im lokalen Blattgewebe nach Behandlung
mit Psm M2 bzw. Pepl3 echer gering ist. Dagegen deutet die stark reduzierte
Abwehrgenexpression im lokalen Blattgewebe der nahG-Pflanzen nach Behandlung mit
Pep13 auf eine SA-abhingige Induktion der Abwehrgenexpression hin (Abb. 3-5A).

Die deutlichste Reduktion der Transkriptakkumulation war nach Behandlung der transgenen
Linien mit Pep13 im systemischen Blattgewebe zu beobachten (Abb. 3-22B). Hierbei zeigten
alle fiinf unabhdngigen transgenen Linien der Gruppe B eine um 75 % verminderte
Transkriptakkumulation von StPRB1b (Abb. 3-22B). Dabei war die Hohe der Reduktion der
Transkriptakkumulation von StPRB1b im systemischen Blattgewebe der scFv-Antikorper-
Pflanzen mit der Reduktion der Transkriptakkumulation von StPRB1b im systemischen
Blattgewebe der nahG-Pflanzen vergleichbar (Abb. 3-5B). Auch in drei von fiinf transgenen
Linien der Gruppe A sowie fiinf von sechs Linien der Gruppe C war die StPRB1b-
Transkriptakkumulation im systemischen Blattgewebe nach Behandlung mit Pep13 um ca. 50
% reduziert (Abb. 3-22A, C). Diese Beobachtungen konnten auf eine SA-, JA und/oder
OPDA-abhingige Induktion der Abwehrgenexpression im systemischen Blattgewebe nach
der Behandlung mit Pep13 hindeuten.

Zur Bestitigung des Einflusses von JA oder OPDA ist zundchst die Bestimmung der
physiologisch aktiven JA/OPDA-Konzentrationen in den transgenen Pflanzen erforderlich.
AuBlerdem sollten die WT-Pflanzen auf eine mogliche Akkumulation dieser Signalmolekiile
nach der Behandlung mit Pep13 im systemischen Blattgewebe hin iiberpriift werden. Bislang
wurde nur fiir das lokale Blattgewebe nach Behandlung der WT-Pflanzen mit Pepl3 die
Akkumulation von SA und JA gezeigt (Halim et al., z. Veroff. eingereicht).
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4.9 Einfluss von JA/OPDA auf die Induktion der Expression verschiedener Gene
nach der Behandlung mit Psm M2 und Pep13 in Kartoffel

Neben den  Northern-Blot-Analysen  wurde  die lokale und  systemische
Transkriptakkumulation weiterer Gene (u. a. der Gene des LOX-Reaktionsweges, PR-Gene
und anderer stressrelevanter Gene, Signaltransduktionsgene, Gene des Primirstoffwechsels)
nach Behandlung mit Psm M2 bzw. Pep13 mittels Reverse Northern untersucht.

Wie bereits in Kap. 4-1 beschrieben, fiihrt die Behandlung mit Jasmonat bzw. Pathogenen in
den meisten Pflanzen zu dramatischen Veranderungen in der Genexpression (Wasternack und
Hause, 2002; Kombrink und Schmelzer, 2001). So wurde nach der Behandlung mit Jasmonat
eine verminderte Expression von kern- und plastiddrkodierten Genen, deren Genprodukte
hauptsichlich an photosynthetische Prozesse gekoppelt sind, beobachtet (Ubersicht in
Wasternack und Hause, 2002). Dagegen kommt es nach Behandlung mit JA bzw. Pathogenen
zur Transkriptakkumulation von Genen, die fiir Enzyme der JA-Biosynthese bzw.
Metabolismus, Enzyme des Sekundirstoffwechsels und der Phytoalexinsynthese,
Proteinaseinhibitoren, PR-Proteine, Abwehrgene (z. B. Defensine, Thionine), Proteinasen,
Proteine der Zellwandbildung, Stressabwehrproteine (z. B. Osmotin), Speicherproteine und
verschiedene an der Signaltransduktion beteiligte Proteine kodieren (Wasternack und Hause,
2002). Funktionale scFv-Antikérper-Pflanzen sollten durch die Bindung der scFv-Antikorper
an JA bzw. OPDA deshalb nach der Behandlung mit PSm M2 bzw. Pep13 eine verminderte
Expression von Abwehrgenen bzw. anderer JA-induzierter Gene und eine erhohte Expression
der Gene des Primérstoffwechsels im Vergleich mit den C3-Pflanzen zeigen.

Tatséchlich konnte fiir die Mehrzahl der differentiell exprimierten Gene im lokalen als auch
systemischen Blattgewebe der untersuchten transgenen Linien (auer #207) eine geringere
Transkriptakkumulation im Vergleich mit den C3-Pflanzen gezeigt werden (Tab. 3-5,6,7). Zu
diesen Genen zdhlten Gene des LOX-Reaktionsweges (z. B. StLOX3), wundinduzierte Gene
(z. B. Ntmyb, StPIN2) stressrelevante und PR-Gene (z. B. HMG-CoA-Reduktase, StCHTA)
sowie eine Reihe von Signaltransduktionsgenen.

Die Expression der Mehrzahl der Gene, die fiir Enzyme des Primérstoffwechsels kodieren,
war in den transgenen Pflanzen mit der Genexpression in den C3-Pflanzen vergleichbar
(Daten nicht gezeigt). Fiir einige dieser Gene (z. B. ATP-Citratlyase, RUBISCO Aktivase,
Protochlorophyllid ~ Oxidoreduktase) = konnte = jedoch  auch  eine  geringere
Transkriptakkumulation in den transgenen Pflanzen im Vergleich mit den C3-Pflanzen
detektiert werden (Tab. 3-5,6,7). Obwohl laut Literatur die iiberwiegende Zahl von Genen, die
fiir Enzyme des Primirstoffwechsels kodieren, nach Jasmonat- bzw. Pathogenbehandlung
reprimiert ist, gibt es auch Hinweise auf eine erhdhte Transkriptakkumulation von einigen
Genen des Primirstoffwechsels. So konnte nach Etablierung des SAR-Phénotypes in
Kartoffel neben der Akkumulation von Genen, die fiir klassische PR-Proteine bzw. Proteine
mit Abwehrpotential kodieren, auch eine erhohte Transkriptakkumulation fiir eine Reihe von

Genen, deren Genprodukte Enzyme des Primérstoffwechsels darstellen bzw. an der
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Photosynthese beteiligt sind, gezeigt werden (Kombrink und Schmelzer, 2001). Dazu zdhlten
die Transkripte der Aldolase, GA3P-DH, RUBISCO, dem Chorophyll-a,b-bindenden Protein
und des Ferredoxin (Kombrink und Schmelzer, 2001). Die Autoren vermuten in diesem
Zusammenhang, dass die erhohte Transkriptakkumulation dieser Gene dem gesteigerten
Energiebedarf der Pflanzen durch die Behandlung mit Pathogenen Rechnung trigt. So konnte
im Zuge der Etablierung der SAR ein erhohter Bedarf an Vorstufen von verschiedenen
Reaktionen wie z. B. der Biosynthese der Phytoalexine oder der Phenylpropanoide bestehen
(Kombrink und Schmelzer, 2001). Ahnliche Beobachtungen konnten auch nach der
Elicitorbehandlung bzw. Infektion von Petersilie und Medicago sativa erhalten werden,
wonach es zur erhohten Transkriptakkumulation einiger Gene, die fiir Enzyme des
Primérstoffwechsels kodieren, kam (Kombrink und Hahlbrock, 1986; Fahrendorf et al., 1995;
Batz et al., 1998). Suh et al., 2001 konnten au3erdem die Pathogen-abhéngige Expression des
Gens, welches fiir die ATP-Citratlyase kodiert, zeigen.

Interessanterweise zeigten sowohl im lokalen als auch systemischen Blattgewebe nach der
Behandlung mit Psm M2 bzw. Pepl13 nur zwei Gene eine erhoéhte Transkriptmenge in den
transgenen Pflanzen im Vergleich mit den C3-Pflanzen (Tab. 3-5,6,7). Es handelte sich dabei
um die beiden wundinduzierten Proteinaseinhibitoren StCathepsin Inhibitor sowie StCystein
Pl (Tab. 3-5,6,7). Proteinaseinhibitoren werden von Pflanzen u. a. im Zuge des Angriffs von
Herbivoren aktiviert, um die von den Herbivoren abgegebenen Proteasen zu inhibieren und
damit den Nahrwert der aufgenommenen Proteine zu reduzieren (Ryan, 1990). Die gebildeten
pflanzlichen Proteinaseinhibitoren verfligen {iber Spezifititen gegeniiber Serin- (StPIN2),
Cystein- oder Aspartatproteinasen (u. a StCathepsin Inhibitor) (Ryan, 2000; Kreft et al.,
1997). Sie wurden urspriinglich als Speicherproteine von Kartoffelknollen identifiziert (Ryan
und Balls, 1962; Melville und Ryan, 1972; Bryant et al., 1976). Fiir diese wundinduzierten
Abwehrgene konnte eine lokale und systemische Induktion nach Behandlung mit MeJA
gezeigt werden (Ishikawa et al., 1994; Pefia-Cortés et al., 1995; Dammann et al., 1997; Ryan,
2000). Vor diesem Hintergrund sollte die Transkriptakkumulation dieser Gene deshalb in den
scFv-Antikorper-Pflanzen im Vergleich mit den C3-Pflanzen reduziert sein. Die beobachtete
erhohte Transkriptakkumulation der beiden Gene in den transgenen Pflanzen im Vergleich
mit dem WT erscheint ungewohnlich. Bereits in AOC-sense-Tomatenpflanzen wurden
geringere Transkriptmengen des wundinduzierten Cathepsin-Inhibitors im Vergleich mit dem
WT detektiert, obwohl man in diesem Fall eine Induktion erwartet hitte (Kutter, 2001).
Denkbar wire, dass es aufgrund der Bindung der scFv-Antikdrper an JA/OPDA zu einer
positiven Riickkopplung mit der JA-Biosynthese kommt und deshalb die JA-Konzentrationen
in den scFv-Antikorper-Pflanzen im Vergleich mit den WT-Pflanzen erhoht sind. Ahnliche
Beobachtungen konnten im Zuge der Immunmodulation von ABA gemacht werden. So kam
es durch die Bindung von ABA an ER-lokalisierte SCFv-Antikorper zu einem dramatischen
Anstieg der ABA-Konzentration in den Bléttern der transgenen Pflanzen im Vergleich mit
den WT-Pflanzen (Phillips et al., 1997; Wigger et al., 2002). Im Gegensatz dazu deuten
jedoch die Reverse Northern-Ergebnisse der anti-JA/OPDA-scFv-Antikorper-Pflanzen nicht
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auf einen vergleichbaren sekundiren Effekt der scFv-Antikorper hin (Tab. 3-5,6,7).
Unverdnderte JA- bzw. OPDA-Gehalte in den transgenen anti-JA scFv-Antikdrper
exprimierenden Tabakpflanzen unter nicht induzierenden Bedingungen unterstiitzen diese
Beobachtung (ten Hoopen, 2002). Dennoch miissen die erhaltenen Reverse Northern-Daten,
da sie nur eine ,Momentaufnahme* der Geschehnisse in der Pflanze darstellen, durch
geeignete Northern-Blot-Analysen verifiziert werden.

In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass es nach Verwundung der
transgenen SCFVv-Antikorper-Tabakpflanzen im Vergleich mit den WT-Pflanzen zu einem
drastischen transienten Anstieg der JA-Gehalte kommt. Die Untersuchungen dieser
transgenen Pflanzen (u. a. Keimungsexperimente) deuten darauthin, dass die scFv-Antikorper

auch diese JA-Gehalte physiologisch effektiv inaktivieren konnen (ten Hoopen, 2002).

4.10 Einfluss von JA/OPDA auf die Interaktion der scFv-Antikdrper- Pflanzen
mit Phytophthora infestans

Die Kraut- und Knollenfiule ist die weltweit schwerwiegendste Krankheit der Kartoffel. Sie
wird durch den Oomyceten Phytophthora infestans (gr. Phyto = Pflanze, phthora = Zerstorer)
hervorgerufen, manifestiert sich in braunen Flecken und weilllichem Mycel auf den Blittern
und Knollen und fiihrt letztlich zum Tod der gesamten Pflanze. Die landwirtschaftliche
Produktion von Kartoffeln wird derzeit hauptsiachlich durch Einkreuzungen von Resistenzen
aus Wildkartoffeln in die angebauten Kartoffelsorten und durch Fungizide vor dem Einfluss
des Schaderregers geschiitzt. Da beide Methoden weder einen vollstindigen noch einen
dauerhaften Schutz bieten, ist es von gro3em Interesse, alternative Methoden zur Bekdmpfung
der Kraut- und Knollenfaule zu entwickeln. Dazu konnte man pflanzeneigene
Abwehrmechanismen nutzen, die nicht auf den oben genannten Resistenzgenen beruhen.
Trotz der Erkennung des Oomyceten durch Kartoffel wéchst dieser zunédchst biotroph und
wird mit zunehmender Biomasse zu einem nekrotrophen Pathogen, was auch als
hemibiotrophes Wachstum bezeichnet wird. Eine Resistenzauspragung bleibt also in der
untersuchten suszeptiblen Kartoffelsorte aus.

Untersuchungen an Arabidopsis-Mutanten legen die Vermutung nahe, dass biotrophe
Pathogene SA-abhingige Abwehrreaktionen induzieren, wihrend JA und Ethylen zur Abwehr
nekrotropher Pathogene und Herbivore von entscheidender Bedeutung sind (Thomma et al.,
2001; Howe et al., 1996, McConn et al., 1997). Da P. infestans sich zunichst biotroph
erndhrt, sollte es deshalb in dieser Wachstumsphase zur Induktion SA-abhingiger
Abwehrreaktionen kommen, was durch eine transiente Transkriptakkumulation verschiedener
SA-abhingiger Abwehrgene (StPR1, StPR10) unterstiitzt wird (Gobel et al., 2002). Jedoch
kann auch der Einfluss von JA auf den Infektionsverlauf von P. infestans wéhrend der ersten
beiden Tage nicht ausgeschlossen werden (Weber et al., 2002). So deuten Untersuchungen
von WT-Pflanzen 24 h bzw. 48 h nach Behandlung mit Pep13 auf signifikant erhohte JA-
Konzentrationen im behandelten Blattgewebe hin (Halim et al., z. Verdff. eingereicht). Im
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Gegensatz dazu konnte drei Tage nach der Infektion mit P. infestans kein JA-Anstieg
detektiert werden (Weber et al., 2002; Gobel et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit sollte
deshalb auch der Einfluss von JA bzw. OPDA auf den Krankheitsverlauf nach der Infektion
von Kartoffel mit P. infestans untersucht werden. Dazu wurden einige transgene Linien mit P.
infestans inokuliert und nach 24 bzw. 72 h die gebildeten Hyphen mittels Trypanblau sichtbar
gemacht (von J. Landtag durchgefiihrt).

Bis zu einem Zeitpunkt von 24 h waren die gebildeten Hyphen in allen untersuchten
transgenen Linien mit den WT- bzw. C3-Pflanzen vergleichbar (Abb. 3-23). Wéhrend in den
WT-Pflanzen die gebildeten Hyphen nach 72 h deutlich groBere Bereiche des inokulierten
Blattes durchzogen (Abb. 3-23), konnten in den transgenen Linien #57, #24, #36, #122 zu
diesem Zeitpunkt keine Hyphen mehr im Blatt nachgewiesen werden (Abb. 3-23; Daten nicht
gezeigt). Dagegen waren die inokulierten Blattbereiche dieser transgenen Pflanzen stark
nekrotisiert (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den
beobachteten Nekrotisierungen von einer Reihe vier Wochen alter transgener Pflanzen nach
Behandlung mit P. infestans (Daten nicht gezeigt). Damit konnte fiir drei der fiinf
unabhéngigen transgenen Linien der Gruppe B (Tab. 3-4), die bereits nach der Behandlung
mit Pepl3 iiber die stirksten Effekte hinsichtlich der untersuchten PR-Genexpression
verfiigten (Abb. 3-21B; 3-22B), die deutlichsten Unterschiede beziiglich des Wachstums von
P. infestans beobachtet werden. Inzwischen sollte mit Hilfe der Methode der Real Time PCR
eine genaue Quantifizierung des Wachstums von P. infestans moglich sein.

Fiir die A. thaliana JA-Perzeptionsmutante coil konnte eine erhdhte Anfélligkeit gegeniiber
dem nekrotrophen Pathogen Botrytis cinerea , aber nicht gegeniiber dem biotrophen Pathogen
P. parasitica gezeigt werden (Thomma et al., 1998). Parallel dazu untersuchte nahG-Pflanzen
zeigten den gegenteiligen Effekt, was auf eine negative Interaktion zwischen dem JA- und
SA-Signalweg hindeutet (Thomma et al., 1998). Untersuchungen mit weiteren Arabidopsis-
Mutanten belegen zusétzlich, dass die Mehrzahl der Interaktionen zwischen dem SA- und JA-
Signalweg von antagonistischer Art sind (Spoel et al., 2003; Petersen et al., 2000; Kachroo et
al., 2001; Kloek et al., 2001; Kap. 1-4).

Im Hinblick auf die scFv-Antikorper-Pflanzen wire es denkbar, dass die antagonistische
Wirkung von JA durch deren Bindung an die scFv-Antikorper reduziert wird. Dadurch
wiirden die SA-abhédngigen Abwehrmechanismen der biotrophen Wachstumsphase verstirkt,
was zur Unterdriickung des Mycelwachstums fithren konnte. Tatsdchlich zeigten einige
transgene Pflanzen einen solchen Phdnotyp (Abb. 3-23). Wenn der Einfluss von SA-
abhingigen Abwehrreaktionen auf das Wachstum von P. infestans entscheidend ist, sollten
nahG-Pflanzen iiber ein im Vergleich mit den WT-Pflanzen verstirktes Mycelwachstum
verfiigen. Die Beobachtungen an nahG-Pflanzen, wonach das Wachstum von P. infestans
tatsdchlich verstdrkt ist, erhdrten diese Vermutungen (Halim et al., z. Veroff. eingereicht).
Versuche, in denen durch Behandlung der Pflanzen mit JA bzw. MeJA ein lokaler und
systemischer Schutz vor einer Infektion mit P. infestans erreicht wurde (Cohen et al., 1993),

scheinen dagegen im Widerspruch zu den beobachteten Effekten in den transgenen SCFv-
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Antikorper-Pflanzen zu stehen. Die Autoren vermuten, dass der Schutz gegeniiber einer
Infektion mit P. infestans zumindest in der Anfangsphase der Infektion auf der inhibierenden
Wirkung von JA und MeJA auf die Sporenkeimung sowie das Mycelwachstum von P.
infestans beruht und es sich damit vermutlich um einen sekunddren Effekt der exogen
applizierten JA handelt (Cohen et al., 1993). Um den Infektionsverlauf in den ScFv-
Antikorper-Pflanzen mit den WT-Pflanzen bzw. JA/MeJA-behandelten Pflanzen besser
vergleichen zu konnen, sollte die Abwehrgenexpression in diesen Pflanzen analysiert werden.
Zur genauen Aufklarung des Wirkungsmechanismus von JA miissen jedoch weitere transgene
Ansitze, den JA-Biosyntheseweg bzw. die JA-Perzeption betreffend, herangezogen werden
(in unserer Arbeitsgruppe bereits geplant).

Gesichert scheint dagegen der Einfluss von 9-LOX-Produkten (u. a. der Divinylether
Colnelsdure (CA) und Colnelensdure (CnA)) auf die Pathogenantwort von Kartoffel auf P.
infestans (Gobel et al., 2001; Gobel et al., 2002; Weber et al., 1999). Es wird vermutet, dass
die Akkumulation dieser antifugal wirkenden Produkte in Kartoffel nach der Behandlung von
P. infestans zu spat erfolgt und deshalb eine effektive Resistenz nicht erreicht werden kann.
Tatsdchlich konnte fiir resistentere Kultivare von Kartoffel eine frithere und gleichzeitig
erhohte Akkumulation der Divinylether CA und CnA im Vergleich mit dem suszeptiblen
Kartoffelkultivar beobachtet werden (Weber et al., 1999).

4.11 Waren die beobachteten Unterschiede in den transgenen scFv-Antikorper-
Pflanzen nach Pathogenbehandlung kompartiment- oder sequenzspezifisch?

Nach Behandlung der transgenen sCFv-Antikorper-Pflanzen mit Psm M2 bzw. Pep13 wurden
lokale Unterschiede in der untersuchten Abwehrgenexpression zwischen den einzelnen
Gruppen deutlich. In diesem Blattgewebe konnten nur fiir die transgenen Linien der Gruppe B
(Tab. 3-4) signifikant verminderte Transkriptmengen nachgewiesen werden (Abb. 3-17; Abb.
3-21B). Dagegen zeigten die transgenen Linien der Gruppe A und C (Tab. 3-4) im Vergleich
mit den C3-Pflanzen nur leichte bzw. keine Veridnderungen hinsichtlich der untersuchten
Transkriptakkumulationen nach Behandlung mit PSm M2 bzw. Pep13 (Abb. 3-16; Abb. 3-18;
Abb. 3-21A,C). Die Ursachen fiir diese Unterschiede konnten in den spezifischen
Bindungsaktivititen der einzelnen scFv-Antikorper und/oder in der Lokalisierung der scFv-
Antikorper innerhalb der Zelle zu suchen sein.

Einen Hinweis auf den Einfluss des verwendeten Kompartimentes liefern die transgenen
Linien der Gruppe B und C (Tab. 3-4). In beiden Gruppen sind die spezifischen
Bindungsaktivitdten der scFv-Antikorper an JA vergleichbar (Abb. 3-14). Aufgrund der
auftretenden Kreuzreaktivitdt der SCFv-Antikdrper kann man davon ausgehen, dass OPDA in
gleicher Weise wie JA gebunden wird, auch wenn die Bindung der scFv-Antikdrper an OPDA
in planta nicht bestimmt werden konnte (Kap. 4-7). Die mit den WT-Pflanzen vergleichbare
Abwehrgenexpression der transgenen Linien der Gruppe C (Tab. 3-4) legen deshalb die
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Vermutung nahe, dass die Lokalisierung der scFv-Antikérper im Stroma der Chloroplasten
nicht zur physiologischen Inaktivierung von OPDA fiihren kann.

Fiir die Enzyme der 13-LOX, AOS und AOC konnte eine Lokalisierung im Chloroplasten
eindeutig nachgewiesen werden, womit die Chloroplasten als Ort der Biosynthese von OPDA
bestimmt wurden (Bell et al., 1995; Frohlich et al., 2001; Harms et al., 1995; Feussner et al.,
1995; Ziegler et al., 2000). In Analogie zu anderen Multienzymkomplexen wie der
Fettsduresynthase wird eine direkte Interaktion der AOS mit der AOC vermutet, die bislang
jedoch nicht gezeigt werden konnte (Frohlich et al., 2001; Stenzel et al., 2003). So konnte die
AOS das sehr instabile Epoxidprodukt durch die innere Chloroplastenmembran schleusen und
anschlieBend direkt an die im Intermembranraum der Chloroplasten lokalisierte AOC
weitergeben (Frohlich et al., 2001). Zusammen mit der Tatsache, dass 90 % der OPDA in den
Chloroplasten lipidgebunden vorliegt (Stelmach et al., 2001), wire es deshalb denkbar, dass
die im Stroma der Chloroplasten lokalisierten SCFv-Antikdrper physikalisch nicht mit der
gebildeten OPDA interagieren konnen und deshalb keine Anderungen hinsichtlich der
untersuchten  Transkriptakkumulationen in  diesen  transgenen  Pflanzen nach
Pathogenbehandlung zu beobachten waren. Ahnliche Ergebnisse lieferten transgene
Tabakpflanzen, die das identische SCFv-Konstrukt exprimieren (ten Hoopen, 2002).

Inwieweit kompartimentspezifische Effekte tatsidchlich eine Rolle spielen, kann nur durch die
Analyse transgener SCFV-Antikorper-Pflanzen, die ein und denselben SCFv-Antikdrper in
verschiedene Kompartimente transportieren, untersucht werden. Nur auf diese Weise kann ein
sequenzspezifischer FEinfluss der verwendeten SCFv-Antikorper auf die untersuchte
Abwehrgenexpression sicher ausgeschlossen werden, was mit den in dieser Arbeit
verwendeten SCFv-Konstrukten nicht eindeutig moglich war.

Der sequenzspezifische Einfluss der scFv-Antikérper wird im Vergleich der transgenen
Pflanzen der Gruppe A und B (Tab. 3-4) deutlich. Die transgenen Pflanzen beider Gruppen
transportieren die gebildeten scFv-Antikdrper in das ER. Damit deuten die Unterschiede in
der Abwehrgenexpression nach Behandlung mit Psm M2 bzw. Pepl3 auf einen
sequenzspezifischen Einfluss, sowohl auf die Bindungsaktivitét, als auch auf die Stabilitét der

verwendeten SCFv-Antikdrper hin.
4.12 Ausblick

Der Einfluss von SA auf die Induktion verschiedener Abwehrreaktionen nach der Behandlung
mit Pepl3 ist bereits sehr deutlich demonstriert worden (Gobel, 2001; Halim et al., z. Veroft.
eingereicht, Abb. 3-5). In diesem Zusammenhang wire es nun von Interesse, transgene nahG-
Pflanzen zusitzlich entweder mit den anti-JA bzw. -OPDA scFv-Antikorper-Konstrukten zu
transformieren oder transgene nahG/opr3-Mutanten herzustellen und deren Pathogenantwort
zu analysieren.

Um den Einflusses von JA bzw. OPDA auf die Abwehrgenexpression in Kartoffel nach
Behandlung mit den entsprechenden Pathogenen zu bestdtigen, sollten die physiologisch

91



Diskussion

aktiven JA/OPDA-Konzentrationen in den transgenen SCFv-Antikorper-Pflanzen bestimmt
werden, was mit Hilfe der Dissoziationskonstanten der einzelnen SCFv-Antikdrper und den
tatsdchlich gemessenen JA/OPDA-Konzentrationen mdglich sein sollte.

Parallel dazu sollte die Analyse transgener Pflanzen, die in der JA-Biosynthese und/oder der
JA-Perzeption beeintrichtigt sind, sehr vielversprechend sein (in unserer Arbeitsgruppe

bereits geplant).
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, durch transgene Ansatze den Einfluss von JA, dessen Vorstufe
OPDA sowie von SA als potenzielle Signalmolekiile auf die Auspragung der induzierten
Resistenz in Kartoffel zu untersuchen.

SAR kann in Kartoffel durch eine lokal begrenzte Infektion mit Phytophthora infestans
(Stromberg und Brishammar, 1991) oder durch Inokulation mit Pseudomonas syringae pv.
maculicola (Psm M2) induziert werden (Kombrink et al., 1996). Im Gegensatz zu Tabak oder
Arabidopsis ist die Auspragung der SAR in Kartoffel nicht von einem systemischen Anstieg
von SA abhéngig (Ryals et al., 1996; Dr. P. Landgraf, pers. Mitteilung). Zuséatzlich verfugt
Kartoffel ber sehr hohe SA-Grundgehalte und unterscheidet sich auch in dieser Hinsicht von
anderen pflanzlichen Systemen (Coqouz et al., 1995; Dr. P. Landgraf, pers. Mitteilung). Der
Einfluss von SA auf die Pathogenabwehr in Kartoffel wurden mittels transgener nahG-
Pflanzen analysiert. In diesen Pflanzen betrug die Genexpression von StPRB1b nach
Behandlung mit Pepl3 im lokalen und systemischen Blattgewebe nur noch 25 % der im
Wildtyp detektierten PR-Genexpression. Aullerdem war die Bildung der Nekrosen in den
nahG-Pflanzen vollstdndig unterdriickt. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die
untersuchten Pepl3-induzierten Abwehrmechanismen in Kartoffel von SA abhéngig sind.
Nach Behandlung der WT-Pflanzen mit Psm M2 konnte eine Korrelation der Akkumulation
von JA bzw. OPDA mit der PR-Genexpression im lokalen bzw. systemischen Blattgewebe
gezeigt werden (Landgraf et al., 2002). Um den Einfluss von JA bzw. OPDA auf die
induzierte Resistenz in Kartoffel zu untersuchen, wurden scFv-Antikdrper, die Uber eine hohe
Bindungsaktivitat fur an BSA gekoppeltes JA bzw. OPDA verfugten, mittels Phage Display
isoliert. Diese scFv-Antikorper dienten der Immunmodulation der JA- bzw. OPDA-Funktion
im Cytosol, dem ER bzw. den Chloroplasten. Die Funktionalitdt der in der Pflanzenzelle
gebildeten scFv-Antikérper wurde anhand der Wundantwort der transgenen Pflanzen und
nach Behandlung mit MeJA analysiert. Fir weitere Untersuchungen wurden transgene
Pflanzen eines scFv-Konstrukts, von denen mindestens finf unabhdngige Linien in
mindestens zwei unabhdngigen Untersuchungen (berwiegend verringerte StPIN2-
Transkriptakkumulation zeigten, ausgewdhlt. Alle in planta untersuchten scFv-Antikérper
verfiigten Uber spezifische Bindungseigenschaften an BSA gekoppeltes JA. Die
Kreuzreaktivitat der untersuchten scFv-Antikorper deutet auf die Erkennung des fir beide
Molekiile charakteristischen Cyclopentanon-Rings.

Anhand der Transkriptakkumulation verschiedener Gene wurden die transgenen scFv-
Antikorper-Pflanzen auf eine moglicherweise verénderte Pathogenantwort hin Uberprift. So
konnte im lokalen Blattgewebe nach Behandlung mit Psm M2 bzw. Pep13 fir die transgenen
Linien der Gruppe B (anti-JA scFv im ER) signifikant verminderte Transkriptmengen der
untersuchten PR-Gene nachgewiesen werden. Dagegen zeigten die transgenen Linien der
Gruppe A (anti-OPDA scFv im ER) und C (anti-OPDA scFv in den Chloroplasten) nur leichte
bzw. keine Verdnderungen hinsichtlich der untersuchten Transkriptakkumulationen nach
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Behandlung mit Psm M2 bzw. Pep13. Die deutlichste Reduktion der Transkriptakkumulation
war nach Behandlung der transgenen Linien mit Pepl3 im systemischen Blattgewebe zu
beobachten. Dabei war die Hohe der Reduktion der Transkriptakkumulation von StPRB1b der
transgenen Linien der Gruppe B (anti-JA scFv im ER) mit der der nahG-Pflanzen
vergleichbar. Diese Beobachtungen deuten auf einen Einfluss von JA und/oder OPDA auf die
Induktion der Abwehrgenexpression nach Behandlung mit Pep13 hin. Die erhaltenen Reverse
Northern-Daten stutzen diese Vermutung. Flr einige transgene scFv-Antikorperpflanzen
konnte zusétzlich ein reduziertes Wachstum von P. infestans und eine verstarkte
Nekrosenbildung nach 72 h gezeigt werden. Inwieweit JA und/oder OPDA einen Einfluss auf
den Krankheitsverlauf von P. infestans haben, misste mit weiteren transgenen Ansatzen, die
JA-Biosynthese bzw. -perzeption betreffend, abgesichert werden.
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Anhang

Anhang 1: Phagen-ELISA
Alle Extinktionsangaben stellen die Differenz der Bindung an das JA/OPDA-BSA-Konjugat
und BSA dar.

(a) Bibliothek A

JA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0005 0001 0052 0101 0007 0117 0003 0,005 0,102 0 0
B |0005 0003 0164 0097 0005 0022 0196 0006 0002 0 0,151 -0,065
C |0008 0002 0005 0004 007 0003 O -0,014 0045 0005 0 -0,028
D 0 0005 0022 0113 0 0002 O 0 0008 0142 0121 -0,068
E |0107 0002 0072 0107 0012 0002 0007 002 0002 0034 0012 0,133
F 10012 -0013 0202 0181 0003 0088 015 0,006 0064 0036 0,164 0,079
G |0134 0017 0222 0121 0007 0 0177 0035 0011 0026 0 0
H 10013 0098 0043 0095 0174 0011 0041 0003 0006 0003 0119 0,108

OPDA| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | 006 0187 0135 0139 0,158 0092 0,106 0,147 0,003 0,002 0,087 0,086
B |o0208 02 0005 0007 0007 0042 0103 0133 0006 002 0123 0,112
C | 023 023 0216 0064 0482 0072 0144 0029 -0013 -0,005 0,068 -0,072
D |o0075 023 0138 0162 017 018 0127 0029 0074 -0,004 0,143 0,028
E |0173 0019 0135 0189 0145 0192 0072 0028 0,156 0288 0,144 0,161
F o182 0111 0143 019 0168 0132 01143 0005 0005 0153 005 0,14
G |o0117 0 017 0163 0132 0123 0003 0,002 0183 0063 0211 0,01
H |o0122 -0022 0136 0035 0093 0047 0012 0134 0035 0129 0,091 0,075

(b) Bibliothek B
JA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0011 021 0014 0022 027 0267 0255 0263 001 0015 0219 0,017
B |0019 0159 0016 0218 0072 005 0118 0007 0018 0004 024 0,005
C 0 0017 0229 0234 0006 0005 0202 0234 0208 0163 0,138 0,034
D |0239 0011 0008 0014 001 0217 0194 0247 0003 0003 0,001 0,057
E |0174 0082 0213 001 0046 0017 0006 0183 0,008 07232 0058 0,241
F|0008 0017 0022 0157 0267 0209 0163 0007 0022 0022 0001 O
G |0009 0164 0033 0241 0229 0011 0007 0,223 0227 0001 0006 0
H 10223 0049 0214 0244 0039 0178 0022 0136 0041 0227 0018 0,015
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Anhang

OPDA| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 10031 0014 0027 0005 0156 019 0042 0152 0039 0117 0 0125
B 0 0006 001 0063 0329 0004 0042 0157 0,205 0,059 0,042 0,011
C |o0008 0019 0068 0111 0147 0174 0,103 0,018 0,018 0,116 0,059 0,18
D |o04127 -0032 0028 009 0017 0 -001 0179 0,03 0 0 0,004
E |o0058 0102 0019 -003 0 0147 -003 001 0139 0051 0,118 0,138
F 10025 0165 0015 0083 0003 -003 0006 0754 0026 0026 0174 0
G |o0006 0129 0176 0099 0112 -002 0208 0 0125 0,08 0058 0,034
H 10152 0026 0193 0159 0201 0141 0137 0057 0005 023 0,053 0,047

Anhang 2: ELISA mit bakteriellen, 16slichen scFv-Antikdrpern

(a) Bibliothek A

OPDA| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 10063 0132 0191 0205 0201 0484 0236 0219 001 0018 0,365 0,027
B 01 0088 0028 003 003 018 0193 0541 0,018 0218 0,128 0,145
C |o0135 0219 0184 0018 0166 0376 0233 0027 0032 0 0267 0,02
D 0252 018 0292 0152 0183 0,195 0,19 0,027 0029 0,028 0,175 0,387
E 10134 0028 0025 0171 0,89 0,167 0034 0046 07124 0295 0,048 0,208
F 10204 018 004 0162 021 006 0203 0034 0055 0,194 0,309 0,187
G 0,16 0257 0,028 0,146 0,069 0069 004 0,044 0,159 0,044 0,19 0,028
H 10202 0079 0297 008 005 0029 0066 00112 0016 0,204 01151 0,066

(b) Bibliothek B
JA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 10005 0133 0,008 002 0028 0081 0077 -0,02 0079 0,044 0032 0,026
B 10053 0113 014 0063 0,024 0069 0221 0018 0091 0,037 0,748 0,049
C |009 0226 0438 081 0038 0062 0108 0612 0622 0528 0,385 0,046
D |o0128 016 0113 005 0077 0082 0163 0044 0088 0,079 0,067 0,104
E 10012 0156 013 0017 0074 01 0111 0112 0105 0332 0,057 0,539
F 10056 0049 0047 0138 0,285 1,123 0437 0056 0,102 0,003 0,002 0,095
G |0004 0019 0002 035 0031 008 0156 0038 013 0,024 0026 0,076
H 10126 -0035 0107 0028 0,026 008 01 0031 007 0,09 0,063 0,071

122



Anhang

OPDA

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

I @ M m O O W

0,011

0

0
0,219
0,062
0,054
0,056
0,337

0,01
0,024
0,074
0,099
0,442
0,515

0,06
0,061

0,01
0,016
0,068
0,032
0,084
0,056

0,06
0,419

0
0,016
0,047
0,012
0,017
0,042
0,192
0,074

0,174
0,092
0,035
0,012
0,016
0,042
0,085
0,151

0,019
0,032
0,033
0,026
0,201
0,028
0,043
0,402

0,004
0,024
0,043
0,022
0,019
0,033
0,083
0,045

0,011
0
0,012
0,134
0
0,023
0,044
0,012

0,022
0,018
0,014
0,183
0,019

0,006
0,396
0,058
0,048
0,007
0,021
0,056
0,234

0,005
0,019
0,038
0,023
0,004
0,077
0,029
0,007

0,09
0
0,118
0,042
0,04
0,017
0,008
0,019

*Klone, die nicht mit in die Arbeit einbezogen wurden, da deren Bindung an BSA im Vergleich mit anderen

scFv-Klonen relativ hoch war

*Ausgewahlte Klone

Anhang 3: plT1-Vektorkarte

Xhol

Sall Nofl

amber

lac RBS pelB scFv-Antikdrper myc glll
Promotor leader tag
pIT1
3540 bp
| _amp |
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