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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Mais (Zea mays L.) ist eine weltweit verbreitete landwirtschaftlich genutzte Pflanzenart
und wird in mehr als hundert Lidndern kommerziell angebaut. Der Maisanbau in
Deutschland betrdgt 1,5 Mio. ha, was ca. 13% der Ackerflichennutzung entspricht. In
Europa nimmt der Maisanbau entsprechend dem Anbauumfang nach Weizen und Gerste
den dritten Platz in der Rangfolge aller Ackerkulturen ein. Insgesamt werden 8,3 Mio. ha
Mais in Europa angebaut und damit 11,3% der Ackerfliche mit Mais bestellt (Janinhoff,
2003). Jahrlich werden weltweit ca. 600 Mio. t Mais erzeugt, davon liefern die USA etwa
40%.

Etwa 5-7% des potenziellen Maisertrages gelangen weltweit infolge von Ernteschidden
nicht auf dem Markt (Transgen, 2001; Brookes, 2002). Hauptschéidling sind die Larven des
Maisziinslers, Ostrinia nubilalis (Hiibener) (englisch: European corn borer - ECB). Sie
verursachen durch Sténgel- und Kolbenfraf3 erhebliche Ertrags- und Qualitétsverluste. Der
Maisziinsler stammt aus Europa und wurde erstmals Ende des 18. Jahrhunderts als
Schadling im Mais beschrieben. Er gehort zu den Schmetterlingen (Lepidoptera: Pyralidae)
und befdllt iiberwiegend Mais, aber auch andere Nutz- und Wildpflanzenarten wie
Sonnenblumen, Hanf und Hopfen. Schon zu Beginn des 19. Jahrhunderts trat der
Maisziinsler in den meisten europédischen Maisanbaugebieten auf (Gianessi et al., 2003).
Um das Jahr 1900 wurde der Maisziinsler von Europa in die USA eingeschleppt und
verbreitete sich  dort rasch. Nach  Erhebungen des  amerikanischen
Landwirtschaftsministeriums (USDA) verursachte der Maisziinsler in den USA
Ernteverluste von 838.000 t (1952) bis zu 7,6 Mio. t (in den Jahren 1949 und 1971)
(Gianessi et al., 2003).

Heute tritt der Maisziinsler regional unterschiedlich in Europa, Ostasien, Nordafrika und
Nordamerika auf. In Frankreich sind ungefdhr 40% der Anbaufliche mit Maisziinsler
befallen. In Spanien sind 25% der Anbaufldche stark von Maisziinsler befallen, 40% der
Gebiete sind einem mittleren Befall zuzuordnen (Brookes, 2002). In Deutschland breitet
sich der Maisziinsler stetig aus. Von den klassischen Befallsgebieten siidlich der Mainlinie
und einigen giinstigen Lagen Ostdeutschlands (z.B. Oderbruch) ausgehend, wird in
jingster Vergangenheit eine deutliche Zunahme des Befalls vor allem in Nordrhein-
Westfalen, Thiiringen, Sachsen, Sachsen-Anhalt und Brandenburg beobachtet. Heute sind
in Deutschland bereits ca. 300.000 ha Anbaufldche (~25% Maisanbaugebiet) betroffen.
(Degenhardt et al., 2003).
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Die Larven des Maisziinslers fressen zunichst auf den Bléttern und bohren sich dann in die
Stingel und Kolben ein. Der FraB der Ziinsler schrinkt die Wasser- und
Nahrstoffversorgung der Maispflanzen ein. Der Schaden entsteht durch Verminderung des
Pflanzenwachstums, kleineren Maiskdrnern, Missbildung der Maiskolben und
Stangelbruch (Melchinger et al., 1998; Bohn et al., 1999). Im Friihjahr verpuppen sich die
Diapause-Larven, die in Stoppeln oder im Wurzelbereich iliberwinterten. Die geschliipften
Falter fliegen und legen die Eier an der Unterseite der Maisblétter ab. Ein Weibchen kann
ungefdhr 15 bis 20 Eigelege, mit jeweils 10-40 befruchteten Eiern, ablegen. Etwa eine
Woche spéter schliipfen die Larven und der Zyklus beginnt von vorn (Melchinger et al.,
1998). In Deutschland bildet der Maisziinsler nur eine Generation pro Jahr aus, in

mediterranen Gebieten kommt es zu mehreren Generationen pro Jahr (Miiller, 2000).

Bei einem Maisziinslerbefall tritt hdufig die Gefahr von Pilz- und Bakterien-Infektion als
Sekundérschaden auf. Die Larven verschleppen die Sporen des pathogenen Pilzes
Fusarium und erhohen dadurch die Wurzel-, Stingel- und Kolbenfidule im Mais
(Melchinger et al., 1998; Balkan et al., 2002; Magg et al., 2002). Der Erreger Fusarium
kann dariiber hinaus im Maispflanzengewebe ein Mykotoxin, das sogenannte Fumonisin
bilden, welches eine fiir Menschen und Tiere gesundheitsschidliche Substanz darstellt. Die

Futter- und Lebensmittel werden hierdurch erheblich belastet (Magg et al., 2002).

Zur Bekdmpfung des Maisziinslers wurden verschiedene Verfahren entwickelt. Sie zeigen
nicht immer eine ausreichende Wirkung und bedeuten einen hohen Aufwand fiir den
Landwirt. Als praventive MaBinahmen werden die Bodenbearbeitung, das Unterpfliigen der
Stoppeln, Fruchtfolge und Sortenwahl empfohlen (Hoffmann et al., 1985). Die chemische
Bekdmpfung mit Insektiziden (Pyrethoid-, Phosphorséureester- und Methylcarmbamt-
Insektizid) ist nur wiahrend der kurzen Zeit wirksam, in der die Larven auf dem Weg vom
Schliipfen aus den Eiern bis zum Einbohren in die Maispflanzen erreichbar sind (Syngenta;
Roberts und Guillebeau, 2004). Jedoch haben die Pyrethroid-Insektizide keine selektive
Wirkung gegen O. nubilalis, sondern treffen auch andere Insekten. Ab 2004 gibt es daher
in Deutschland kein registriertes Insektizid mehr, welches fiir die Maisziinslerbekdmpfung

zugelassen ist (Gianessi et al., 2003).

Eine Alternative stellt die Behandlung des Maisziinslers durch eine gezielte Freisetzung
der Schlupfwespe Trichogramma dar, die in Deutschland seit 1980 kommerziell eingesetzt
wird (Melchinger et al., 1998). Trichogramma parasitiert die Eier des Maisziinsler und

verhindert somit die Entwicklung der Maisziinsler-Larven. Entscheidend fiir den Erfolg
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sind der richtige Zeitpunkt, zu dem die Schlupfwespeneier ausgebracht werden sowie die

Witterungsverhéltnisse (Chihrane und Laugé, 1996).

Ein weiteres, ebenfalls im 6kologischen Landbau zulédssiges Konzept ist die Verwendung
von Préparaten mit Bacillus thuringiensis (Bt). Es wird seit liber 40 Jahren zur
biologischen Bekdmpfung verschiedener Schadinsekten wie z.B. Kartoffelkéfer,
Maisziinsler, Plutella usw. eingesetzt. B. thuringiensis ist ein stdbchenformiges,
sporenbildendes Bodenbakterium, das wéhrend der Sporulierung grofle Kristalle aus
sogenannten O-Endotoxine bilden. o-Endotoxine zeigen eine spezifische insektizide
Wirkung. Nach Aufnahme des Toxinkristalls durch Insektenlarven, wird das Protoxin im
Darm gespalten und das aktive Toxin (60-65 kDa) freigesetzt. Bei anfilligen Insekten
bindet das aktive Toxin Rezeptormolekiile des Darmepithels. Sechs Toxinmolekiile bilden
eine Membranpore aus. Dies fiihrt zur Lyse der Epithelzellen und letztlich zum Tod der
Insekten (Oddou et al., 1993; Archer et al., 2000). Im Vergleich zu klassischen
Insektiziden besitzt das Bt-Préparat besondere Eigenschaften, welche es fiir den Einsatz in
der Landwirtschaft wertvoll machen. Die Bt-Toxine wirken sehr spezifisch und sind
harmlos fiir Sdugetiere und Menschen. Sie werden schnell durch UV-Licht zerstort, so dass
es zu keiner Akkumulation kommt. Aber wie bei anderen Bekdmpfungsverfahren auch,
wirken Bt-Prdparate nur dann, wenn sie die Ziinslerraupen auflerhalb des Stingels

erreichen konnen (Obukowicz et al., 1986; Van Rie, 2000; Miiller, 2000).

Mittels aminoterminaler Sequenzierung konnten Hofte ef al. (1986) nachweisen, dass bei
der Aktivierung des Protoxins (1155 Aminosduren) durch tryptischen Verdau im
Mitteldarm von Lepidopteren am N-terminalen Ende des Protoxins 28 Aminosduren
abgespalten werden. Die Grofle des kleinsten aktiven Toxinfragments variiert zwischen
601 und 607 Aminosduren. Weitere Studien zum proteaseresistenten toxischen Kern des
Cryl 6-Endotoxins weisen ebenfalls auf, dass das aktive Toxin durch die Abspaltung des
Protoxins von ungefdahr 500 bis 600 Aminosduren eines C-terminalen Peptids und den
ersten 27 bis 29 Aminosduren des N-terminalen Endes entsteht (Nagamatsu et al., 1984;
Schnepf und Whiteley, 1985; Wabiko et al., 1986; Aronson und Arvidson, 1987; Bietlot et
al., 1989a; Ogiwara et al., 1992; Lightwood et al., 2000) (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des CrylAb-Protoxins (1-1155 Aminoséduren), des aktiven
Toxins (29-607 Aminosduren) und seine Doménen I, II, III (nach Martens et al.,

1995).

Das Cryl-Toxin besteht aus drei strukturellen Doménen (Li et al., 1991). Doméne I
befindet sich am N-terminalen Ende des aktivierten Proteins und besteht aus sieben
hydrophoben und amphipathischen a-Helices. Sie ist fiir die Porenbildung in der Membran
der Epithelzellen verantwortlich (Ballester et al., 1999; Li et al., 2001; Goémez et al.,
2002). Die Domaéne II besteht aus drei anti-parallelen B-Faltblattstrukturen, dhnlich den der
Antigenbindungsregionen des Immunoglobulins. Diese Doméne bindet an den Rezeptor
des Mitteldarms der Insekten und ist fiir die Spezifitit des Toxins entscheidend
(Rajamohan et al., 1996; Ballester ef al., 1999; Li et al., 2001; Jenkins und Dean, 2001).
Die Doméne III basiert auf einem B-Sandwich von zwei B-Faltblattstrukturen. Die
Funktion der C-terminalen Domine III konnte lange Zeit nicht vollstindig aufgeklart
werden. Zuerst wurde vermutet, dass sie flir den Schutz vor der weiteren proteolytischen
Abspaltung verantwortlich ist. In den letzten Jahren wurde nachgewiesen, dass Doméne I11
auch bei anderen Funktionen wie z.B. an der Rezeptorbindung (Insekten-Spezifitit), bei
der Regulation der Aktivitdt der Porenbildung beteiligt ist (de Maagd et al., 1996; Schnepf
et al., 1998; Rang et al., 1999; Ballester et al., 1999; Gomez et al., 2001; Li et al., 2001).

Verschiedene B. thuringiensis Stimme produzieren ein oder mehrere 8-Endotoxine. Im
Jahr 1989 wurden die 8-Endotoxine nach ihrem Wirtsspektrum, der Homologie ihrer
Gensequenzen und ihrer MolekiilgroBe (MG) in vier Hauptklassen eingeteilt: Cryl (gegen
Lepidopteren, MG ~130-140 kDa), Cryll (gegen Dipteren und Lepidopteren, MG
~70kDa), Crylll (gegen Coleopteren; MG ~70 kDa), CrylV (gegen Dipteren; MG ~130
kDa) (Hofte und Whiteley, 1989). Bisher wurden noch weitere Toxingene entdeckt, so

dass nach dem aktuellen Stand der neuen Nomenklatur, die nur auf der Homologie der
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Aminosduresequenz beruht, Cry-Toxine bis zu der Toxinklasse Cry45 beschrieben wurden
(Crickmore et al., 1998; Crickmore, 2004). Neben den Cry 6-Endotoxinen produzieren
einige B. thuringiensis Stimme noch andere cytolytische Endotoxine (Cyt-Endotoxin) mit

einem kleinerem Molekulargewicht von ca. 25-28 kDa (Glare und O’Callaghan, 2000).

Bis zum Jahr 2000 konnten mehr als 170 cry-Gene identifiziert werden (Crickmore et al.,
2000), viele davon wurden mittels Klonierung, Sequenzierung und heterologer Expression
charakterisiert (Schnepf und Whiteley, 1981; Whiteley und Schnepf, 1986). Die
Expression des Protoxins erfolgte in verschiedenen Wirtsvektorsystemen wie B. subtilis, B.
megaterium und Pseudomonas fluorescens (Shivakumar et al., 1986; Obukowicz et al.,
1986). Nur wenige Studien beschreiben die Klonierung des Protoxingens aus B.
thuringiensis und den Einbau dieses Gens wieder in B. thuringiensis (Klier et al., 1983,
Garduno et al., 1988). Nachdem cry-Gene Mitte der 1980er Jahre auch erfolgreich in
Pflanzen (zuerst in Tabak und Tomaten) (Barton et al., 1987) exprimiert werden konnten,
erdffnete sich ein neuer Ansatz zur Bekdmpfung des Maisziinslers. Bisher wurden die cry-
Gene in viele wichtige Kulturarten transformiert (Perlak et al., 1990; Adang et al., 1993;
Fujimoto et al., 1993; Koziel et al., 1993; Perlak et al., 1993; Van der Salm ef al., 1994).
Mitte der neunziger Jahre wurden die ersten Bt-Toxin-exprimierenden Pflanzen in den
USA kommerzialisiert (Bolin et al., 1998; Sharma et al., 2000). Beispiele dafiir sind Bt-
Baumwolle (CrylAc) zur Kontrolle der Tabakeule (Heliothis virescens), des
Baumwollkapselwurms (Helicoverpa armigera), der Roten Kapselraupe (Pectinophora
gossypiella) und Bt-Mais (Cryl Ab und Cry1F) gegen die Insektenschidlinge des Mais, wie
Maisziinsler (O. nubilalis), Corn earworm (Helicoverpa zea) und Southwestern corn borer
(Diatrea grandiosella). Folgende Bt-Maislinien wurden entwickelt und durch
verschiedenen Firmen vertrieben: Event176 (KnockOut™) von der Firma Syngenta Seeds
(friiher Ciba Geigy, Novartis), Bt176 (NatureGard™) von der Firma Mycogen/Dow,
Mon810 (YieldGrad™) von Monsanto; Bt11 (YieldGard™) von Northrup King; Syngenta
Seeds (frither Novartis) und Bt-Extra™ von DEKALB. AuBer Bt-Extra™ enthalten alle
0.g. Bt-Maisprodukte das Cryl Ab-Toxingen (Capenter, 2001; Transgen, 2003).

In transgenem Mais ist die urspriingliche crylAb-Nukleotidsequenz an den
Kodongebrauch der Pflanzen angepasst (Perlak et al., 1991). Zudem liegen die Gene in
einer verkiirzten Form vor und werden als l6sliche Form in den Pflanzengeweben
exprimiert. Die Linie Bt176 besitzt das Cryl Ab-Toxin mit einer Grof3e von 65 kDa und die
Linie Mon810 eines mit 92 kDa (Essential Biosafety, 2001; Monsanto Corn, 1995 in
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Freese, 2001). Zum Nachweis von Bt-Mais oder Bt-Maisprodukten wurden verschiedene
molekularbiologische Methoden wie z.B. PCR und ELISA etabliert (Hiibner ef al., 1999;
Stave, 1999; Chiueh et al., 2002; Yamaguchi, et al., 2003). In Abb. 2 sind verschiedene
CrylAb-Toxine aus Bakterien bzw. aus transgenem Mais und deren Wirkmechanismus

dargestellt. Die Eigenschaften der beiden Bt-Maislinien sind in Tab. 1 zusammengestellt.

Bt- Insektizide (CrylAb) Bt-Mais
Bacillus thuringiensis Rekombinante E. coli
Kristallprotein, Sporen Inklusion Bodies
ol ' »
o 00
/ »

synergistische Interaktion
ynere Pflanzentoxin (16sliche Form)

alkalischer pH im Insektendarm
Enzyme [ Bt176 (65 kDa)

e — I Mon810 (92 kDa)
Protoxin (130 kDa)

proteolytischer l

ProzeB Proteolytische l

Prozef}

[ aktives Toxin (60-67 kDa) [ Aktives Toxin (60-67 kDa)
Rezeptorbindung Rezeptorbindung
Porenbildung und Lyse Porenbildung und Lyse

Abb. 2: Darstellung des Wirkmechanismus des CrylAb-Toxins in mikrobiell hergestelltem
Insektizid und in gentechnisch verdndertem Mais (modifiziert nach Hilbeck et al.,

2000).

Gentechnisch verdnderter Mais wird in groerem Umfang in den USA, Argentinien und
Kanada angebaut. In den USA wurde im Jahr 2003 auf ca. 12 Mio. ha (40% der
Gesamtanbaufldche Mais) Bt-Mais angebaut (Transgen, 2004). In der EU wurden die Linie
Bt176 im Jahr 1997 und Mon810 im Jahr 1998 in den Verkehr gebracht (Degenhardt et al.,
2003). Seitdem ist Spanien das einzige EU-Land, das Bt-Mais in der Landwirtschaft nutzt.
Die Anbaufldache hat dort von 18.000 ha (1998) auf iiber 32.000 ha (2003) zugenommen.
In Deutschland stieg sie von ca. 350 ha im Jahr 1998 auf 500 ha im Jahr 2002, jedoch
handelt es sich nur um Versuchsanbau (Transgen, 2003). Ab 2004 hat ein sogenannter
Erprobungsanbau von Bt-Mais auf 300 ha (ca. 0,02% der Maisanbaufliche) in

verschiedenen Bundesldandern begonnen (Transgen, 2004).
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Tab. 1: Eigenschaften der Maislinien Bt176 und Mon810. Nach Koziel, et al., 1993; Schrijver
und Moens, 2003; Agbios, 2001; Essential Biosafety, 2001)

Bt176 (Syngenta) Mon810 (Monsanto)

Eigenschaft Resistenz gegen Maisziinsler Resistenz gegen Maisziinsler
Plasmid 1) pCIB4431 1) PV-ZMBKO07

2) pCIB3064 2) PV-ZMGT10
Promotor 1) P-PEPC* + P-CDPK" P-35S¢ mit hsp70-int.1¢

2) P-35§°
gentechnisch 1) Zwei verkiirzte CrylAb° CrylAb°
eingefiihrte Gene 2) bar'
Terminator 19, T-35S¢8 Nos 3™
Anzahl der 648 816
Aminosduren

) P-PEPC: Phosphoenolpyruvate Carboxylase- griiner pflanzenteilspezifischer Promotor

b) P-CDPK: Calcium-dependent protein kinase- pollenspezifischer Promotor

) P-35S: Promotor aus Cauliflower Mosaic Virus

4 hsp70-int.1: Nummer lder Intronsequenz aus hsp70 Gen des Mais

) CrylAb: Delta-Endotoxin Gen aus Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, angepasster Kodongebrauch
" 19: Intron 9 aus PEPC-Gen des Mais

€) T-35S: Terminator des 35S Gens aus Cauliflower mosaic virus

™ Nos 3": Terminator des Nopalin synthase Gens aus Agrobacterium tumefaciens

i) bar: Gen kodiert fiir Phosphinothricin acetyltransferase aus Streptomyces hygroscopicus

Aufgrund dieses steigenden Anbaus und der kontinuierlichen Exposition wird eine
verschirfte Gefahr der Resistenzbildung bei O. nubilalis befiirchtet (Hutchinson und
Andow, 1998; Bolin et al. 1998; Tabashnik et al., 2003). Nach umfangreichen
Anwendungen von Bt-Preparation wurden Resistenzen in Feldpopulationen beobachtet
(Kohlmotte, Plutella xylostella L.) (Ferré et al., 1991; Tabashnik et al., 1990; 2003; Ibiza-
Palacios et al., 2004). Zwar wurde iiber eine Resistenz beim Maisziinsler bisher nicht
berichtet, sie kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, da der Bt-Mais erst seit einigen
Jahren angebaut wird (de Maagd et al., 1999). Ebenfalls konnten Auswirkungen von Bt-
Mais auf Nicht-Zielorganismen zu erwarten sein. Zahlreiche Studien iiber die Wirkung auf
Nicht-Zielorganismen, wie pollenfressende Insekten (Honigbiene, Apis mellifera L.),

Niitzlinge (Griine Florfliegenlarve, Chrysoperla carnea; Marienkifer, Coccinella)



8 Einleitung

(Hilbeck et al., 1998a, 1998b, 1999) und Parasiten von Schidlingen (Erzwespe, Meteorus
laeviventris) (Hafez et al., 1997) wurden im Labor mit mikrobiellen Priparaten von B.
thuringiensis durchgefiihrt. Eine erhohte Mortalitdt einiger Insektenarten wurde
festgestellt, z.B. bei der Florfliegenlarve stieg die Mortalitit von 37% auf 62% (Hilbeck et
al., 1998a). Hingegen zeigten Romeis et al. (2004) keinen direkten Effekt von CrylAb

(eingemischt in Zuckerlosung) auf die Larven der Florfliege.

In Deutschland fordert das BMBF seit 2001 wissenschaftliche Untersuchungen zum
Thema: "Sicherheitsforschung und Monitoring zum Anbau von Bt-Mais". Ein Teilziel des
Projektes war die vorliegenden Untersuchung, die Produktion eines standardisierten Bt-
Toxins, das zu  Suszeptibilititsstudien,  Toxizititsuntersuichung und  zum
Resistenzmonitoring verwendet werden kann. Da die Reinigung des Toxins aus
transgenem Mais zu aufwéndig war, wurden im ersten Teil der Arbeit eine standardisierte
Toxinproduktion aus rekombinanten Bakterien etabliert. Die biochemischen Eigenschaften
und die Stabilitdt dieser Toxine wurden {iberpriift. Dabei wurden immunologische
Nachweismethoden (ELISA und Western-Blot) des CrylAb-Toxins entwickelt und
optimiert. Die biologische Aktivitit des rekombinant in E. coli produzierten CrylAb-
Toxins wurde anhand von Biotests mit O. nubilalis bestimmt und mit dem in Pflanzen

vorkommenden Toxin verglichen.

Bisher liegen so gut wie keine Erfahrungen iiber die Expression des Cryl Ab-Toxins einer
Vegetationsperiode des transgenen Mais aus den europdischen Anbaugebieten vor. Des
weiteren wurden derzeit noch keine genaueren Untersuchungen mit den angemeldeten
Sorten Novelis und Valmont in Deutschland vorgenommen. Detaillierte Kenntnisse der
Cryl Ab-Expressionsmuster dieser Sorten sind fiir eine Beurteilung moglicher 6kologischer
Auswirkungen bedeutsam. Diese Datengrundlage wurde im zweiten Teil der vorliegenden
Arbeit anhand eines dreijdhrigen Expressionsmonitoring der o.g. Sorten erarbeitet. Dabei
standen folgende Fragen im Vordergrund: Bestehen unterschiedliche CrylAb-Gehalte
zwischen verschiedenen Pflanzenorganen, Entwicklungsstadien, Linien, Standorten und

Jahren?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Die eingesetzten Chemikalien uns Substanzen wurden von folgenden Firmen bezogen:

Butanol, Zitronensdure Monohydrat, Diethanolamin, APPLICHEM
Triton®X-100

AffiniPure Donkey Anti-Chicken IgY JACKSON IMMUNORESEARCH
Bacto-Hefeextrakt, Bacto-Trypton, Micro Agar DUCHEFA

Magermilchpulver GLUCKSKLEE

Bench Marker INVITROGEN

Eisessig, Natriumhydroxid, Tween 20 MERCK DARMSTADT
Natriumdodecylsulfat (SDS) MERCK SCHUCHARDT
Ammonium Persulfat PROMEGA

DNasel ROCHE

Bromphenol blau, o-Phenylendiamin, Sorbinsdure, SIGMA
TEMED, Trypsin (TPCK treated from Bovine

Pancreas), Vanderzant gemischte Vitamine fiir Insekten

Alle anderen Chemikalien wurden, falls nicht anders vermerkt, von der Firma Roth

bezogen.

2.2 Medien und Zusatze

Alle Losungen, Puffer und Nahrmedien wurden in H,O bidest. angesetzt und autoklaviert

(121°C, 1 bar, 20 min) oder sterilfiltriert (0,22 um Millipore-Filter).

LB-Agar (Luria-Bertani Medium):
10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl
15 g Agar
auf 1 Liter H,O bidest.
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TB-Medium (Terrific Broth Medium):
Teil 1: Medium:

12 g Bacto-Trypton

24 g Bacto-Hefeextrakt
4 ml Glycerol

auf 900 ml H,O bidest.

Teil 2: Kalium-Phosphat-Salz Puffer:
2,31 g KH,PO4
12,54 g K;HPO,
auf 100 ml H,O bidest.

Teil 1 und Teil 2 wurden getrennt autoklaviert und nach dem Abkiihlen unter Zugabe von

Ampicillin (Endkonzentration: 50 pg/ml) zusammengegeben.

Néihrmedium fiir Biotests (modifiziert nach dem Protokoll der EU-Expertenkommission
zum Monitoring des Maisziinslers - Scientific Commitee on Plants at the EU-Commission,
1998). Es bestand aus zwei Komponenten: Einer Agarlosung und einer

Nahrstoffsuspension.

Zutaten: fur 5 Raster Bio-ba-128:

Agarlosung Néhrstoffsuspension
Leitungswasser 340 ml | Leitungswasser 340 ml
Benzoesdure 2 g | Weizenkeime (Vollgram, Reformhaus) 28 g
Nipagin 1 g |Bierhefe (Cenovis, Reformhaus) 30g
Sorbinsiure 1 g| MaisgrieB3 (Seeberger, Reformhaus) 112 ¢
Micro-Agar 8 g | Ascorbinsédure 6g
Vanderzant gemischte Vitamine fiir Insekten 2g

Fiir die Agarlésung wurden Benzoeséure, Nipagin und Sorbinsdure in Alkohol geldst und
mit 340 ml Leitungswasser erhitzt bis der Alkohol vollstindig verdampft war. Die
aufgekochte Fliissigkeit wurde anschlieBend auf das urspriingliche Volumen (340 ml)
aufgefiillt. Der Agar wurde nach dem Abkiihlen der Losung dazugegeben, eingeriihrt und
kurz aufgekocht.
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Fiir die Nahrstoffsuspension wurden Weizenkeime, Bierhefe und Maisgrie in einem
zweiten Becherglas zusammengefiigt und mit 250 ml Wasser gut gemischt. Die Mischung
wurde mit einem Teigschaber in das Agar-Becherglas gegeben. Das Becherglas wurde mit
50 ml Wasser von der abgemessenen Menge nachgespiilt. Ascorbinsdure und Vitamine
wurden mit dem Rest des abgemessenen Wassers geldst und zur Agarlosung zugegeben,
sobald dieses auf 50°C abgekiihlt war. Das Medium wurde nochmals mit einem Mixstab
gut gemischt und je 1 ml pro Zelle in Biotest-Raster pipettiert. Nach dem Abkiihlen

wurden die Raster bis zur Weiterverarbeitung im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

2.3 Produktion und Reinigung des CrylAb-Protoxins und des CrylAb-Toxins

2.3.1 Bakterien

Zur Produktion des CrylAb-Protoxins wurden zwei E. coli-Expressionsplasmide
verwendet. Plasmid pMP, welches das offene Leseraster von CrylAb aus B. thuringiensis
HDI1 enthilt (Masson et al., 1989) wurde in E. coli HB101 vermehrt und in TB-Medium
mit Ampicillin bei 37°C zur Expression gebracht. Dieser Expressionsstamm wurde

freundlicherweise von Dr. W. Moar (Auburn University, USA) zur Verfiigung gestellt.

Daneben wurde auch das Plasmid pBD140 verwendet. Dieses enthélt die volle Lange des
Cry1Ab-Gens unter der Kontrolle des tac-Promotors (de Maagd et al., 1996). Das Plasmid
wurde in E. coli XLI-Blue-Zellen in TB-Medium mit Ampicillin bei 28°C exprimiert.
Dieser Expressionsstamm wurde freundlicherweise von Dr. R. de Maagd (Wageningen

University, Niederlande) iiberlassen.

2.3.2 Anzucht der E. coli-Expressionsstimme

Vorkultur:

Um eine Startkultur der Expressionsstimme anzulegen, wurden 25 ml TB-Medium unter
Zugabe von Ampicillin (50 pg/ml Endkonzentration) in einem 100 ml Kolben mit einer
Einzelkolonie des Stamms HB101/pMP von einer LB-Agarplatte angeimpft und tber
Nacht bei 37°C auf einem Rotationsschiittler (220 rpm) inkubiert.

Die Vorkultur des Stamms XL1-Blue/pBD140 erforderte 2% (w/v) Glucose im TB-
Medium mit Ampicillin (100 pg/ml). Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 28°C auf
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einem Rotationsschiittler (220 rpm). Die Glucose diente zur Unterdriickung des tac-

Promotors wihrend der Wachstumsphase.
Hauptkultur:

Zur Gewinnung und Aufarbeitung des Cryl Ab-Protoxins wurden 0,5 ml der Vorkultur der
Staimme HB101/pMP bzw. XL1-Blue/pBD140 in 500 ml TB-Medium unter Zugabe von
Ampicillin (100 pg/ml), aber ohne Glucose, in einem Zwei-Liter-Kolben angeimpft und
dieser entsprechend bei 37°C bzw. 28°C schiittelnd inkubiert. Fiir die Induktion der Toxin-
Produktion wird kein IPTG bendtigt.

233 Lagerung der E. coli-Expressionsstimme

Zu der Bakteriensuspension wurde steriles Glycerol (50%, v/v) mit einer Endkonzentration
von 12,5% (v/v) zugegeben. Die Kultur wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C gelagert. Um die Bakterien wiederzugewinnen, wurde mit einer sterilen Impfose die
gefrorene Oberfliche der Kultur abgekratzt und sofort auf einer LB-Agar Platte (mit
Ampicillin) ausgestrichen. Die restliche gefrorene Kultur wurde wieder bei -80°C gelagert.

Das beimpfte Medium wurde {iber Nacht bei 37°C bzw. bei 28°C inkubiert.

234 Time-Course-Experiment

Um den optimalen Zeitpunkt der Toxinproduktion zu bestimmen, wurde die Expression
des CrylAb-Toxins bei verschiedenen Inkubationszeiten verglichen. Die Bildung der
Proteineinschlusskorper (Inclusion Bodies, IBs) in den E. coli-Zellen wurde mikroskopisch
(Leica DMRBE, Phasenkontrast, 1000x, Olimmersion) kontrolliert. Ein ml Probe der
Kultur wurde zu bestimmten Zeitpunkten (1, 2, 3, 4 und 5 Tage nach Inokulation)
genommen und fiir 1 min bei 20.800xg (Eppendorf Centrifuge 5417C) zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit PBS-Puffer bis zu 1/20 verdiinnt; jeweils 30 pl davon wurden direkt mit
10 ul 4xLadepuffer und 4 pl B-Mercaptoethanol bei 100°C fiir 10 min erhitzt. Die Proben
wurden bei -20°C gelagert, bis alle Proben der néchsten Probennahme-Zeitpunkte
vorhanden waren. SchlieBlich wurden die Proben nebeneinander auf ein 7%-iges SDS-

PAGE (Kap. 2.5) aufgetragen und elektrophoretisch getrennt.
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235 Reinigung des CrylAb-Protoxins

Zell-Lyse

Lysepuffer:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
5 mM EDTA
100 mM NacCl

Die E. coli-Suspensionskulturen wurden zum optimalen Expressionszeitpunkt in 250-ml
Zentrifugenbecher aufgeteilt und bei 8200xg und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert (Sorvall
RC 5B Plus, SLA-15000 Rotor). Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde
gewogen und flir mindestens 30 min bei -20°C eingefroren. Danach wurde der Lysispuffer
zum Pellet (3 ml pro Gramm E. coli) gegeben und durch Vortexen resuspendiert. Nach der
Zugabe von Lysozym (800 pg pro Gramm E. coli) wurde die Suspension fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 4 mg Desoxycholsdure Natriumsalz pro
Gramm E. coli hinzugefiigt, um die bakteriellen Zellen komplett aufzulésen. Nach 10-
miniitigem Schiitteln bei 37°C wurde die Suspension viskos, da die lysierten Zellen ihre
Nukleinsduren freisetzten. Durch eine Behandlung mit DNase I (200 pg Dnase I pro
Gramm E. coli) fir 30 min bei 37°C, nahm die Viskositdt ab. Um die letzten Zellen
aufzubrechen, wurde die Suspension auf Eis abgekiihlt und fiir 30 sec mit Ultraschall

(Sonorex RK 255H) behandelt.

Waschen der IBs
Waschpuffer:

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 M NaCl
1% (v/v) Triton X-100

PBS:

10 mM Na,HPO,/KH,PO4pH 7,4
0,8% (w/v) NaCl

Die lysierten Zellen mit den Proteineinschlusskorpern wurden bei 8200xg fiir 20 min bei
4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in Waschpuffer resuspendiert und fiir 10 min

zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Danach wurde das Pellet

mit PBS (dreimal) und anschlieBend mehrfach mit Wasser gewaschen. Das weille
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Proteineinschlusskorper-Pellet wurde nach der Zentrifugation (bei 8200xg, 4°C fiir 10

min) gesammelt.
Losen der IBs

Um das CrylAb-Protoxin freizusetzen, wurden die Proteineinschlusskorper in
Solubilisierungspuffer (50 mM CAPS-Puffer, pH 10,5 und 0,25% (v/v) B-
Mercaptoethanol) resuspendiert und bei 37°C fiir 2 h inkubiert. Das Cry1Ab-Protoxin (130
kDa) befand sich nach der Zentrifugation (bei 8200xg, 4°C fiir 20 min) im Uberstand.

Ultrafiltration des Cryl Ab-Protoxins

Zur Ultrafiltration des Cryl Ab-Protoxins wurde die "Riihrzelle" (Millipore, Model 8200)
und eine Regeneratcellulose-Membran (Millipore) mit einer Trenngrenze von 100 kDa
verwendet. Die Riihrzelle wurde nach der Bedienungsanleitung des Herstellers verwendet.
Die jeweilige Membran wurde vor Verwendung fiir eine Stunde mehrfach in H,O dest.
gewaschen und anschlieBend in die Riihrzelle eingesetzt. Das in CAPS-Puffer geloste
Protoxin wurde in die Zelle gegeben. Das Ventil an der Riihrzelle wurde soweit
geschlossen, dass das Filtrat (Wasser, Salze und die gelosten Stoffe, die ein geringeres
Molekulargewicht als 100 kDa haben) tropfchenweise durch die Membran gelangten. Das
gereinigte, aufkonzentrierte Protoxin wurde nach der Filtration mit etwas CAPS-Puffer, pH
10,5, von der Membran gespiilt. Die Proteinkonzentration wurde mit einem Bradford

Protein-Assay (Bio-Rad) bestimmt.

2.3.6 Trypsinisierung von CrylAb

Das geloste CrylAb-Protoxin wurde mit 1mg/ml Trypsin ,,TPCK treated from Bovine
Pancreas®, bei Raumtemperatur unter Riihren inkubiert, danach durch Ultrafiltration (wie
oben beschrieben) mit einer Membran aus Polyethersulfon (50 kDa Trenngrenze)

(Millipore, USA) aufkonzentriert.

24 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration des CrylAb-Protoxins und CrylAb-Toxins wurde mit dem Protein-
Assay, basierend auf der Bradford-Methode bestimmt. Die Bestimmung beruht auf der
Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant Blue G250 (von 465

nm zu 595 nm) nach Bindung an ein Protein. Rinderserumalbumin in bekannten
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Konzentrationen (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 mg/ml) wurde als Standard fiir die
Eichung verwendet. Zu jeweils 10 pl Protein-Standard bzw. Toxinprobe wurden 500 ul 1/5
verdiinnte Farbreagenz pipettiert und gut gemischt. Nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm von jedem Ansatz in Plastikkiivetten im
BioPhotometer (Eppendorf) gegen dest. Wasser gemessen. Die Toxinldsungen wurden so
verdiinnt, dass die Messwerte im linearen Bereich der Eichkurve lagen. Die

Extinktionswerte wurden anhand der Eichreihe in Proteingehalte umgerechnet.

2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Bestimmung der Molekulargewichte sowie zur Analyse des gereinigten CrylAb-
Protoxins und CrylAb-Toxins wurde die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach der Methode von Laemmli (1970) durchgefiihrt.

251 Herstellung der Gele

Die Elektrophorese wurde mit dem Gerédt Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad) und Gelen der
Grofe 83 x 73 x 0,75 mm durchgefiihrt.

Losungen:
Acrylamid 30% (w/v)/Bisacrylamid 0,8% (w/v)-Losung
10% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in H,O
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS), frisch angesetzt
TEMED (N,N,N’,N’, Tetramethylethylenamin)

Ladepuffer (4x):
40 mM Tris-HCI, pH 8,0
4 mM EDTA
10% (w/v) SDS
40% (v/v) Glycerol
0,004% (w/v) Bromphenolblau
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Elektrophorese-Laufpuffer(1x):
25 mM Tris
250 mM Glycine
0,1% (w/v) SDS
Dieser Puffer hat einen natiirlichen pH-Wert von 8,3, der nicht mit HCI eingestellt

werden darf.

Fiir die optimale Auftrennung der nachzuweisenden Proteine mit einer Gréf3e von ca. 130
und 65 kDa wurden ein 7%-iges und 10%-iges Trenngel verwendet. Fiir zwei Gele wurden

folgende Losungen verwendet:

Acrylamidkonzentration im Gel
Stammldsung Trenngel Sammelgel

7% 10% 3%
H,O bidest. [ml] 5,1 4,1 3,7
Tris-HCI, 1,5 M, pH 8,8 [ml] 2,5 2,5 -
Tris-HCI, 1 M, pH 6,8 [ml] - - 0,625
SDS 10% (w/v) [ml] 0,1 0,1 0,05
AA 30% (w/v)/Bis-AA 0,8% (w/v) [ml] 2,3 3.3 0,67
APS 10% (w/v) [ul] 50 50 25
TEMED [ul] 5 5 5
Volumen Total [ml] 10,055 10,055 5,075

Mit einer Pasteur-Pipette wurde das Trenngel in die Gelkammer gegossen. Das Trenngel
wurde zum Polymerisieren vorsichtig mit n-Butanol iiberschichtet (ca. 10 min). Danach
wurde das Butanol entfernt. Das Sammelgel wurde iiber das Trenngel gegossen und ein
Probenkamm eingefiihrt. Nach Abschluss der Polymerisation wurde das Gel in die
Elektrophorese-Apparatur eingespannt und die Puffer-Reservoirs mit Elektrophorese-

Puffer befuillt. Danach wurde der Kamm aus dem Gel entfernt.

2.5.2 Probenvorbereitung

Zu den Proteinproben wurden 0,25 Volumina 4xSDS-Ladepuffer und 0,15 Volumina (-
Mercaptoethanol gegeben. Diese wurden gut gemischt, fiir 10 min auf 100°C erhitzt und in

die Geltaschen pipettiert.
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2.5.3 Elektrophorese

Nach dem Beladen des Gels und dem VerschlieBen der Gel-Apparatur wurde die
Elektrophorese zuerst bei einer Spannung von 75 V, 400 mA durchgefiihrt, bis die Proteine
das Trenngel erreicht hatten. Danach wurde die Spannung auf 150 V, 400 mA erhdht.
Durch einen diskontinuierlichen, zweiphasigen Gelaufbau wurde eine schirfere Trennung
der Proteinbanden erreicht. Im Sammelgel wurde nach Anlegen eines elektrischen Feldes
die Protein-Losung nicht getrennt, sondern am Ubergang zum Trenngel zuniichst
konzentriert. Erst nach dem Ubergang ins Trenngel erfolgte die Trennung nach
Molekulargewichten. Als GroBenstandard wurde ein Protein Marker (BenchMark ' Protein
Ladder, Invitrogen) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde beendet, als der

Markierungsfarbstoff Bromphenolblau das untere Ende des Gels erreichte (1-1,5 h).

254 Farbung der Gele

Farbelosung
10% (v/v) Eisessig
25% (v/v) Isopropanol
65% (v/v) H,O
0,004% (w/v) Coomassie Blue

Entfarbelosung

0,5% (v/v) Eisessig

0,75% (v/v) Methanol

98,75% (v/v) H,O
Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel entweder fiir einen Western-Blot
verwendet oder direkt in der Féarbeldsung in einer Plastik-Box auf einem Schiittler (80
rpm) bei Raumtemperatur fiir 30 min angefarbt. Danach wurde das Gel mindestens 30 min
(bis zu einem Tag) entfédrbt. Nicht an die Proteinbanden gebundener Farbstoff wurde durch
Schiitteln des Gels in der Entfarbelosung herausgewaschen, bis der Hintergrund fast

farblos war. Zum Schluss wurde das Gel gescannt (Epson 1640 SU).

2.6 Bestimmung des Reinheitsgrads von CrylAb-Protoxin und -Toxin

Gescannte SDS-Gele wurden mit dem Programm ImageMaster (Pharmacia System)

analysiert. Nach dem Einlesen der Proteinbanden erfolgte die Quantifizierung der Banden
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auf Basis des Volumens (Summe der Intensitit von allen Pixels in einer Bande), der
Peakhohe (maximale Werte von dem Profil einer Bande), der Bandenbereich
(zweidimensionale Ausdehnung der Bande) und der X/Y Koordinate der Bande. Als
Reinheitsgrad des Cry1Ab-Protein wurde das Pixel-Volumen der Cryl Ab-Bande durch das

Gesamtvolumen aller Banden in einer Spur geteilt.

2.7 Lagerung des CrylAb-Toxins

Zur Lagerung des Cryl Ab-Toxins wurde 0,02% (w/v) Na-Azid (NaNs) dazu gegeben. Die
Stabilitdt des Protoxins und Toxins wurde in Abhingigkeit der Lagerungstemperatur und
-dauer iiberpriift. Die Toxinlosungen wurden in CAPS-Puffer (pH 10,5) bis zu 200 pg/ml
verdiinnt. Von den Toxinlésungen wurden jeweils 60 pl in zehn 1,5-ml Eppendorf-
Reaktionsgefdfle pipettiert. Fiinf Reaktionsgefile von jeder Losung wurden im
Kiihlschrank (+4°C) und bei —20°C gelagert. Die Lagerung erfolgte iiber einen Zeitraum
von 8§ Monaten. Nach jeweils 2 Monaten wurden sowohl Cry1Ab-Protoxin als auch aktives
CrylAb-Toxin entnommen, mit 20 ul 4xSDS Ladepuffer und 8 pl B-Mercaptoethanol
versetzt und fir 10 min bei 100°C erhitzt und wieder eingefroren. Nach einer
Langzeitlagerung von 8 Monaten wurden alle Proben gemeinsam auf ein SDS-Gel

aufgetragen und die Intensitdt der Toxinbanden der verschiedenen Proben verglichen.

2.8 Herstellung und Reinigung eines Antikorpers

2.8.1 Herstellung eines polyklonalen Antikérpers gegen Cryl Ab-Toxin

Ein polyklonales Antiserum (pAK-NTH1) gegen aktives Cryl Ab-Toxin (65 kDa) wurde in
einem Huhn produziert. Fiir die Antigenpréparation wurde das CrylAb-Protoxin in E. coli
HB101/pMP exprimiert und gereinigt, danach zum aktiven Toxin trypsinisiert (siche
Kapitel 2.3). Zum Immunisieren wurden 1 mg Antigen verwendet. Die Immunisierung
eines Huhn und die AK-Reinigung aus Hiihnereiern wurde von der Fa. David

Biotechnologie, Regensburg, entsprechend folgendem Protokoll durchgefiihrt:
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Immunisierung:
0. Tag: Erste Immunisierung mit 75 pg Protein
nach 14 Tagen: Zweite Immunisierung mit 75 pg Protein
nach 35 Tagen: Dritte Immunisierung mit 50 pg Protein
nach 45-55 Tagen: Sammlung von 10 Immuno-Eiern

Die Gewinnung des pAKs erfolgte durch die Reinigung des Eidotters, da nur im Eigelb
Immunoglobuline in hoher Konzentration vorkommen. Die pAK-Konzentration betrug 7,5
mg/ml nach der Reinigung. Der pAK-NTH1 wurde mit 0,02% NaNj3 versetzt, aliquotiert
und bei -20°C aufbewabhrt.

2.8.2 Herstellung monospezifischer Antikorper gegen das Cryl Ab-Protoxin und
CrylAb-Toxin

Um die Spezifitit des AKs zu erhohen, wurden aus pAK-NTHI monospezifische AK
(msAK-NTH1 und msAK-NTH2), gegen CrylAb-Protoxin und aktives Toxin hergestellt.
Nach der Ultrafiltration wurden CrylAb-Protoxin bzw. Cryl Ab-Toxin in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieend ein Elektroblotting durchgefiihrt (siehe Kap. 2.10.1). Von der
geblotteten PVDF-Membran wurden zwei Auftragebahnen von der linken und rechten
Seite abgetrennt und diese weiter als Immuno-Detektion behandelt (siehe Kap. 2.10.2). Der
Mittelteil der Membran wurde bis zur Weiterverarbeitung in Frischhaltefolie im

Kiihlschrank aufbewahrt.

Anhand der angefirbten Seitenteile wurde die gewiinschte Bande aus dem Mittelteil der
Membran ausgeschnitten. Dieser PVDF-Streifen wurde 1 h mit Blockingpuffer (siehe Kap.
2.10.2) behandelt, danach 1 h bei Raumtemperatur mit pAK-NTH1 inkubiert (leichtes
Schiitteln). Der Streifen wurde zuerst 10 min mit 1xPBS + 0,5% Tween 20, danach 10 min
mit 1xPBS gewaschen, um die unspezifisch gebundenen AK zu entfernen. Zur Elution
wurde der PVDF-Streifen in einem 2-ml Eppendorfreaktionsgefd3 mit 1 ml Glycin-HCI
Puffer (pH 2,2) + 1% RSA versetzt und 1 min geschiittelt.

Glycin-HCI Puffer, pH 2,2:
4,3 g/l Glycin
3,4 g/l NaCl

pH-Wert mit IN HCI auf 2,2 einstellen
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Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Um eine Schddigung der AK zu
vermeiden, wurde der pH-Wert der gewonnenen monospezifischen AK sofort nach der
Elution auf pH 7,0 durch Zugabe von 1 N NaOH eingestellt. Die AK-Losungen wurden
mit 0,02% (v/v) NaNj versetzt und bei 4°C gelagert.

2.8.3 Reinigung monoklonaler Antikorper aus Ascitesfliissigkeit mittels Protein
G-Saule

In Maus-Hybridomazellen erzeugte Ascitesfliissigkeiten der Klone 3A11C3, 2C4G11 und
3E7E9 wurden von Herrn Walschus (Fachhochschule Neubrandenburg, Abteilung
Technologie) (Walschus ef al., 2002) zur Verfiigung gestellt.

Die Gewinnung des mAKs erfolgte durch die Reinigung der Ascitesfliissigkeiten mittels
einer 1-ml HiTrap-Protein-G-HP-Sdule (Amersham Biosciences, Freiburg). Vor der
Reinigung wurden die Ascitesfliissigkeiten durch einen 0,45 pum Filter (Schleicher &
Schuell, Dassel) filtriert, um Schwebeteilchen und zelluldre Bestandteile in den
Ascitesfliissigkeiten zu entfernen. Die Filtrate wurden mit Phosphatpuffer (20 mM
Sodiumphosphat, pH 7,0) verdiinnt. Laut Anleitung wurde eine Spritze an die Sdule
angeschlossen und die zu reinigende Losung per Hand durch die Saule gedriickt. Je
langsamer die FlieBgeschwindigkeit, desto besser kann sich das IgG an das Protein G
binden. Danach wurde die Sdule mit 5-10 ml Phosphatpuffer gewaschen. Mit 2-5 ml
Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCI, pH 2,7) wurden die IgG von der Siule verdriangt und in
500-ul Fraktionen aufgefangen. Anschlieend wurde jede Fraktion mit 1 M Tris-HCI (pH
9,0) neutralisiert. Um zu iberpriifen, welche Fraktion den AK erhielt, wurde deren
Proteingehalt mittels Bradford gemessen und in einem SDS-Gel getrennt. Die
Peakfraktionen wurden vereinigt, mit 0,02% NaNj versetzt, aliquotiert und bei -20°C
gelagert. Verschiedene Klone wurden nacheinander mit der gleichen Protein-G-Siule
gereinigt. Die Sdule wurde zwischen den einzelnen Reinigungen griindlich mit Ethanol

(20%) gespiilt.
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2.9 Entwicklung und Optimierung eines indirekten ELISA zur

Quantifizierung von CrylAb-Toxin

2.9.1 Allgemeine Methodik

Der ELISA-Test basiert auf einer Reaktion von Antigen und AK zu einem stabilen
Komplex an einer Festphase (Mikrotiterplatte) (Crowther, 2001). Beim indirekten ELISA
wurde zunichst das Antigen an die Mikrotiterplatte gebunden. Danach wurde der anti-
CrylAb-AK hinzugefiigt. AnschlieBend wurde der Antigen-Antikérper-Komplex mit
einem enzymarkierten Anti-Huhn-Fab-Fragment, der spezifisch fiir den gebundenen AK
ist, inkubiert. Die Detektion erfolgte iiber kovalent gebundene Meerrettich-Peroxidase als
Enzym und Wasserstoffperoxid als Substrat. Die Enzymaktivitit wurde photometrisch

gemessen.

2.9.2 Durchfithrung des indirekten ELISA

Folgende Reagenzien und Pufferlosungen wurden verwendet:

Carbonat/Bicarbonat-Beschichtungspuffer (nach Clarck und Adams, 1977):
1,59 g Na,CO;
2,93 g NaHCO3
0,02% (w/v) NaN3
pH 9.6; auf 1 Liter H,O bidest.

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS):
8,0 g NaCl
0,2 g KH,PO4
1,15 g Na,HPOy4
0,2 g KCl1
0,02% (w/v) NaN3
pH 7,4; auf 1 Liter H,O bidest.

Waschpuffer (PBST), pH 7,4:
PBS +0,05% (v/v) Tween 20

Probenextraktionspuffer, pH 7,4:
PBST + 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP) + 0,02 M Na,SO;



22 Material und Methoden

Blockingpufter:
PBST + 0,2% (w/v) Rinderserumalbumin (RSA)

Konjugatpuffer:
3,8 g NazPO4
14,6 g NaCl
In 900 ml H,O; pH 7,6 einstellen und auf 1 1 auffiillen

Zitrat/Phosphat-Puffer:

48,5 ml der 0,1 M Zitronensaure (C¢HgO7xH,0)
51,5 ml der 0,2 M Na,HPO,
pH 5,0

OPD-Substratpuffer (o-Phenylendiamin):
0,4 mg o-Phenylendiaminhydrochlorid
0,4 pl H,Oo/ ml Zitrat-Phosphatpuffer pH 5,0
Das Substrat sollte erst ca. 10 min vor Gebrauch angesetzt werden.

Wasserstoffperoxid wird unmittelbar vor der Anwendung zugesetzt.

Die Durchfiihrung des indirekten ELISA-Tests erfolgte in Mikroplatten-96-F (Diagonal).

Folgende Inkubationsschritte wurden angewendet:

1. Beschichtung der Mikrotiterplatten mit 50 pl Antigen

(Proben) in Beschichtungspuffer, {iber Nacht, 4°C
Al

2. Inkubation mit 50 pl Antikérper, fir 2h, 37°C AAI
(Antikorper wurde in Blockingspuffer verdiinnt)
3. Inkubation mit 50 ul Antikérper-Konjugat, fiir 2h,
37°C (Antikorper-Konjugat wurde in Konjugatpuffer + E f(
0,2% RSA verdiinnt) S8
4. Zugabe von 50 pl OPD-Substratpuffer, 20 min, -=l
Raumtemperatur
5. Absorbtionsmessung bei 450 nm, 20 min nach der
Substratzugabe oder bei 490 nm nach der Stopp-Reaktion

D

innerhalb von 40 min (Stopp-Reaktion durch Zusatz von
50 ul 1,25 M H,SO,)
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Nach jedem der ersten drei Schritte wurden die ungebundenen Reaktionsansidtze durch

dreimaliges Waschen mit PBST (je 3 min) entfernt.

293

Optimierung eines indirekten ELISA

Die Spezifitit des polyklonalen anti-CrylAb-AKs wurde mittels indirektem ELISA

tiberpriift. Bevor der ELISA routinemifBig zum Einsatz kam, wurde der Testablauf

optimiert. Die Optimierung des indirekten-ELISA erfolgte in drei Schritten:

1. Ermittlung der optimalen Antigen-Konzentration

Abb. 3:

Verdiinnung des Antigens in der Platte von Reihe 1 bis 11.

Antigen-Verdiinnung: 2-fach
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2. Ermittlung der optimalen AK-Konzentration

Abb. 4:
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3. Ermittlung der optimalen AK-Konjugat-Konzentration.
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Reihe 12 wurde nur mit

Verdiinnung des AKs von Reihe A - G, Reihe H wurde nur mit Puffer versetzt.
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2.10 Western-Blot

2.10.1 Semi-dry-Blotting

Um einen Western-Blot vorzubereiten, wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt
und auf eine PVDF-Membran (Hybond™—P Transfermembran, Fa. Amersham Pharmacia)
iibertragen. Das Elektroblotting erfolgte nach dem "semi-dry"-Verfahren mit dem Tranfer-

Cell Gerit der Firma Bio-Rad.

Blottingpuffer:

39 mM Glycin

48 mM Tris
0,0375% (w/v) SDS
20% Methanol

Beim "semi-dry"-Blotting wurden die Filterpapiere (Whatmann Papier, Bio-Rad) und die
PVDF-Membran genau auf die GroBe des SDS-Gels zugeschnitten. Die Filterpapiere
wurden in Blottingpuffer getrankt und auf die Graphitplatten-Elektrode gelegt.

Die Membran wurde zunidchst fiir 1 min in Methanol gespiilt, in Blottingpuffer fiir 15 min
equilibriert, dann wurde die Membran auf das Filterpapier gelegt. Nach 5 min Inkubation
in Blottingpuffer wurde das Gel vorsichtig auf die Membran gelegt. Auf das Gel kam eine
weitere Lage mit Blottingpuffer getrénktes Filterpapier. Luftblasen wurden vorsichtig
durch Rollen einer Pasteurpipette iiber das Filterpapier entfernt. Schlieflich wurde das
Tranfer-Cell-Gerédt mit der oberen Graphitplatte (Anode) verschlossen. Der Blot erfolgte
bei konstanter Stromstirke von 0,8 mA/cm® (20 V) fiir 60 min mit dem Labornetzgerit

Bio-Rad Powerpac-200.

2.10.2 Immuno-Detektion

Mittels Immunodetektion wurden Proteine, die mit den spezifischen AK reagierten, auf der

immobilisierenden Membran detektiert.
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PBST :
80 mM Na,HPO,
20 mM NaH,PO4x2 H,0O
100 mM NacCl
0,1% Tween-20

Durchfiihrung des Immunodetektion:

1. Blocking:
Um unspezifische Reaktionen der AK mit der Membranoberfliche zu vermeiden,
wurde die geblottete Membran in Blockingpuffer (PBST-Puffer + 5% Magermilch)
iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2. Waschen:
Danach wurde die Membran dreimal mit PBST-Puffer 5 min unter leichtem

Schiitteln gewaschen.

3. Inkubation mit primdrem AK:
Die primdren AK wurden in PBST-Puffer + 5% Magermilch bis zu 1/6000
verdiinnt. Die Membran wurde in der AK-Losung fiir 90 min bei Raumtemperatur

inkubiert und dabei leicht geschwenkt.

4. Waschen:
Die iiberschiissigen und nicht spezifisch gebundenen AK wurden durch dreimaliges

Waschen (je 5 min) mit PBST-Puffer entfernt.

5. Inkubation mit sekundarem AK:
Meerettich-Peroxidase-Konjugierte AffiniPure Donkey Anti-Chicken IgY++
(Jacson ImmunoResearch) wurden in PBST-Puffer + 5% Magermilch bis zu 1/5000

verdiinnt und mit der PVDF-Membran fiir 90 min bei Raumtemperatur inkubiert.

6. Waschen:

Die Membran wurde 1 x 15 min, dann 4 x 5 min mit PBST-Puffer gewaschen.

7. Immuno-Detektion:
Fiir die Immuno-Detektion des immobilisierten Antigens wurde der ECL Western-

Blotting Kit (Amersham Pharmacia) verwendet, der auf einer lichtemittierenden
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sehr empfindlichen Chemolumineszenz beruht. Die Detektionslosungen 1 und 2 des
Kits wurden zusammengemischt (1/1, v/v) und auf die Blotting-Membran pipettiert.
Der Blot wurde fiir 1 min in der Luminollésung inkubiert, mit Frischhaltefolie
abgedeckt und in der Rontgenfilmkassette mit einem Autoradiographiefilm
(Kodak®Bio Max Light Film, Kodak) bis zu 1 min belassen. Der erste Film wurde
sofort entwickelt. Auf Basis der Signalstirke wurde der zweite Film bis zu 30 min

exponiert.

2.10.3 Rehybridisierung

Um eine Membran, mit der bereits ein Western-Blot durchgefiihrt worden ist, erneut mit
einem AK zu inkubieren, wurde der gebundene AK von der Membran entfernt. Das

»Stripping® und die Rehybridisierung wurden folgendermalen durchgefiihrt:

Strippingpuffer:

100 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS
62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7

Die Membran wurde in Strippingpuffer getaucht und fiir 30 min bei leichtem Schiitteln bei
50°C inkubiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen der Membran mit PBST-Puffer fiir
jeweils 10 min bei Raumtemperatur. Die gestrippte Membran wurde dann in Blocking-
Puffer fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Weitere Immuno-Detektionen wurde wie in

Kap. 2.10.2 beschrieben durchgefiihrt.

2.11 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Um das CrylAb-Toxin aus frischen und getrockenten transgenen Maisproben mittels
Western-Blot nachzuweisen, wurden verschiedene Extraktionspuffer (HEPES, PBS,
Extraktionspuffer ~des  Quantiplate'-Kits) und -methoden  (Aceton-Fillung,

Amoniumsulfat-Féllung) verwendet.

Der HEPES-Extraktionspuffer bestand aus 50 mM HEPES, 2 mM Na-Sulfit, 1% SDS,
2,5 mM PMSF, eingestellt auf pH 7,0.
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Durchfiihrung:

1 g frisches Blattmaterial wurde in fliissigem Stickstoff gemorsert und in ein
Eppendorfreaktionsgefd3 iiberfithrt. Zum Blattpulver wurden 2 ml Extraktionspuffer
(HEPES bzw. PBS) gegeben. Die Suspension wurde flir 30 sec gevortext und bei 4°C fiir
10 min bei 20.800xg (Eppendorf Centrifuge 5417C) zentrifugiert. Wurde die Aceton-
Fillungs-Methode durchgefiihrt, dann wurde der Uberstand mit der doppelten Menge
eiskaltem Aceton (+ 0,07% P-Mercaptoethanol) versetzt. Nach der Proteinfillung bei
-20°C fiir 1 h wurde die Extraktion bei 4°C fiir 20 min bei 20.800xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl Aceton (+ 0,07% pB-

Mercaptoethanol) gewaschen und auf Eis gestellt bis das Pellet trocken war.

Bei der Ammoniumsulfat-Fillungs-Methode wurde zu 1 ml Uberstand (s.0.) unter
stindigem Vortexen tropfenweise 500 pul gesdttigte Ammoniumsulfatlésung hinzugegeben,
bis eine Endkonzentration von 33% erreicht war. Der Ansatz wurde fiir 30 bis 60 min auf

Eis inkubiert, zwischendurch gevortext und bei 20.800xg abzentrifugiert.

Anschliefend wurde das Pellet mit 100 pl SDS-4xLadepuffer und 40 pl B-
Mercaptoethanol versetzt und fiir 30 min bei 100°C gelost.

Um Proteine aus getrocknetem Pflanzenmaterial (Blatt bzw. Wurzel) zu extrahieren,
wurde 1 g Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff zermdsert und in 2 ml
Extraktionspuffer des Quantiplate™-Kits iiber Nacht bei 4°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Nach der Zentrifugation (20.800xg, 10 min, bei 4°C) wurde 30 ul Uberstand mit
10 pl 4xSDS-Ladepuffer und 4 pl B-Mercaptoethanol fiir 10 min gekocht.

Die Proteinextrakte wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und fiir Western-Blots

verwendet.

2.12 Nachweis der biologischen Aktivitiit des Cryl Ab-Protoxins und -Toxins

Zur Uberpriifung der Toxizitit der produzierten CrylAb-Toxine wurden Biotests mit
Larven des Maisziinsler (O. nubilalis) durchgefiihrt. Die Wirkung des in E. coli
produzierten CrylAb-Toxins wurde mit jener des CrylAb-Toxins aus getrockneten

transgenen Maispflanzen verglichen.
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2.12.1 Insekten

Maisziinslereier wurden vom Laborstamm des Instituts fiir biologischen Pflanzenschutz
der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft in Darmstadt (BBA-
Darmstadt) zur Verfiigung gestellt. Die Eigelege waren auf Filterpapier abgelegt und
wurden in Petrischalen aufbewahrt. Die Petrischalen waren mit angefeuchtetem
Handtuchpapier verschlossen und per Post an das DLR-Rheinpfalz in Neustadt geschickt
worden. Um eine Pilzinfektion in den Petrischalen zu verhindern, wurde das angefeuchtete
Handtuchpapier entfernt. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen, in eine
Plastiktiite mit angefeuchtetem Handtuchpapier gelegt und in einem Brutschrank bei 22°C
inkubiert. Nach ca. fiinf Tagen schliipften die Larven. Die Larven wurden innerhalb von

24 h nach dem Schliipfen fiir die Biotests eingesetzt.

2.12.2 Biotest mit oberflichlich appliziertem CrylAb

Biotests zur Bestimmung der mittleren Letalkonzentration (LCsp) wurden in Rasterplatten
mit 128 Zellen (Bio-ba-128, Color-Dec, Italy) entsprechend der Methode von Meise
(2003) durchgefiihrt. Die Zusammenstellung des Ndhrmediums ist im Kapitel 2.2
beschrieben. Die einzelnen Rasterzellen wurden jeweils mit 1 ml des Ndhrmediums befiillt.
Die Rasterzellen haben einen Durchmesser von 1,50 £+ 0,03 ¢cm und eine Fliache von 1,77 +
0,08 cm”. In einer Rasterplatte wurden sechs verschiedene Konzentrationen des CrylAb-
Toxins getestet. Aliquotiertes Cryl Ab-Protoxin bzw. aktives Cryl Ab-Toxin wurden nach
der Herstellung fiir 3 bzw. 4 Monate bei -20°C gelagert, bevor sie fiir die Biotests
verwendet wurden. Nach einem einmaligen Auftauen wurden sie bei 4°C bis zum Ende der
Biotest gelagert. Um den Abbau des Proteins auszuschlieBen, wurden die
Verdiinnungsreihen des Protoxins bzw. Cryl Ab-Toxins direkt vor Versuchsbeginn aus der

Stammldsung mit 0,5 mM CAPS-Puffer (pH 10,5) angesetzt.

Jeweils 100 pl der Toxinverdiinnungsstufen wurden auf die Oberfldche des Ndhrmediums
einer Zelle pipettiert. Als Kontroll-Losung diente 0,5 mM CAPS-Puffer, pH 10,5. Die
Rasterschalen wurden geschwenkt, bis die Toxine gleichmiBig tiber die gesamte
Oberfliche der Zellen verteilt waren. AnschlieBend wurden sie zum Antrocknen unter

einen Abzug gestellt.

Nach dem Antrocknen der Oberfliche wurden die frisch geschliipften Larven auf die

Rasterzellen verteilt. Je Rasterzelle wurde eine Larve gesetzt, insgesamt 16 Larven je
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Konzentration pro Raster. Als Kontrolle wurden bis zu 32 Larven pro Rasterplatte
angesetzt. Die Rasterplatten wurden im Klimaschrank bei 22°C bei Dunkelheit inkubiert.
Nach 7 Tagen wurde die Anzahl der toten Larven bestimmt. Diejenigen Larven, die nach
Beriihrung mit einer Nadel keine Reaktion mehr zeigten, wurden als tote Larven gezéhlt.
Je Konzentrationsstufe wurden 112 bis 128 Larven im Biotest eingesetzt. Die mittlere
Letalkonzentration wurde mittels der Probit-Analyse (SAS Institut Inc., Cary; NC, USA,
2001) berechnet.

2.12.3 Biotest mit transgenem Maispulver

In diesem Biotest wurde statt CrylAb-Toxin aus E. coli getrocknetes transgenes
Maispulver im Néahrmedium eingesetzt. Zuerst wurden die getrockneten Maisblitter der
isogenen bzw. transgenen Maislinie Mon810 mit Hilfe einer elektrische Miihle (Retsch,
SM 2000) mit einem 2-mm Messer zerkleinert. Das Pulver erhielt man durch Sieben (1
mm Maschenweite) der gemahlenen Maisblétter. Der CrylAb-Gehalt des Maispulvers
wurde mittels DAS-ELISA bestimmt (Kap. 2.13.6).

Die Zusammensetzung des Nahrmediums (Kap. 2.2) wurde fiir diesen Biotest modifiziert:
Statt MaisgrieB wurde eine entsprechende Menge Maispulver von isogenem bzw.
transgenem Mais verwendet. Die Menge an Wasser und Agar wurde modifiziert (Erhdhung
des Wasseranteils um 20%, Erniedrigung des Agar-Anteils um 40% im Vergleich zum
Néhrmedium fiir Insekten, sieche Kap. 2.2), um die Feuchtigkeit des Mediums dem
Originalmedium anzugleichen. Andere Bestandteile wurden nicht verdndert. Um eine
Denaturierung des CrylAb-Toxins im Maispulver zu vermeiden, wurde die Zugabe des
Maispulvers sowie der Vitamine und Ascorbinsdure zu den anderen Bestandteilen des
Mediums bei einer Temperatur unter 50°C durchgefiihrt. Das Medium wurde mindestens
einen Tag vor den Versuchen hergestellt und nach dem Trocknen bei 4°C im Kiihlschrank

aufbewahrt.

Frisch geschliipfte L1-Larven wurden auf dem Biotest-Raster angesetzt. Die Biotests
wurden im Klimaschrank bei 22°C bei Dunkelheit inkubiert. Die Mortalitdt wurde nach
sieben Tagen bestimmt. Das Gewicht der einzelnen iiberlebenden Larven wurde ebenfalls

nach sieben Tagen bestimmt und zum Gewicht der Kontrolllarven ins Verhiltnis gesetzt.
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2.13 Expressionsmonitoring von transgenem Mais (Bt176 und Mon810)

2.13.1 Pflanzensorten

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei transgene Mais-Linien Mon810 (Sorte Novelis)
und Bt176 (Sorte Valmont) der Firmen Monsanto und Sygenta betrachtet. Als
Kontrollpflanzen dienten die jeweils isogenen konventionellen Sorten Nobilis und Prelude

(Tab. 2).

Tab.2: Gentechnisch verdnderte Bt-Maissorten und ihre isogene Linien
Standort Konventionell (Bt-) Transgen (Bt+)
Halle, Bonn Nobilis Novelis (Mon810)
Halle Prelude Valmont (Bt176)

2.13.2 Versuchsanlage

In den Jahren 2001 bis 2003 wurde im Rahmen des Verbundprojektes
»dicherheitsforschung und Monitoring zum Anbau von Bt-Mais* zwei Versuchsfelder bei
Bonn und Halle angelegt. Die Versuchsfelder bestanden aus Parzellenanlagen mit jeweils
sechs bzw. acht Wiederholungen. Jede Parzelle bestand aus 72 Reihen, der Abstand
zwischen zwei Reihen war 75 cm und der Abstand zwischen den Maispflanzen in den
Reihen 17 cm. Dabei wurden pro Parzelle jeweils Maissorten mit konventionellem
(isogener Mais), gentechnisch verdndertem insekten-resistenten (transgener Mais) sowie
konventionellem Mais mit einer Insektizidbehandlung angebaut. AuBer der
Insektizidbehandlung im Versuchsglied 3 waren Anbau, Diingung und Ernte betriebsiiblich

und fiir alle Versuchsglieder gleich.
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Versuchsanlage bei Halle

Das Versuchsfeld lag etwa 25-30 km ndrdlich von Halle und bestand aus insgesamt 48
Parzellen. Jede Parzelle hatte eine Grofle von 67,5 x 54 m. Insgesamt wurden sieben
verschiedene Maissorten angebaut. Weitere Einzelheiten des Versuchsplans sind in der

Abb. 5 dargestellt.

Grinland Feldweg

< (s
ca. 50m Zehmit
Radegas

cifvfelsfrlelefefe]

1: Novelis

2: Nobilis

pr P To e ||

5: Prelude

18m l 6: Banguy
N F / 1 / 3 / 2 / 8 / 6 / 5 / 7 / 4 /54m 7: Monumental
8: Eurostar

18m l 67,5m

Wintergetreide

Abb. 5: Versuchsanlage bei Halle (nach Versuchs- und Auswertungsplan des BMBF-
Verbundprojektes ,,Sicherheitsforschung und Monitoring zum Anbau von Bt-Mais*

(A-F: Bezeichnung der 6 Blocke; 1-8: Bezeichnung der Sorte)).
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Versuchsanlage bei Bonn

In der Ndhe von Rheinbach bei Bonn wurden zwei Versuchsfelder angelegt. Die groBere
Anlage hatte 15 Parzellen (Schlag West) und die kleinere Anlage umfasste 9 Parzellen
(Schlag Ost). Jede Parzelle hatte eine GroBe von 54 x 45 m. In den Jahren 2001 bis 2003
wurden die Maislinie Mon810 (Novelis) und die isogene Sorte (Nobilis) angebaut. Weitere

Einzelheiten der Versuchsfelder sind Abb. 6 zu entnehmen.

Probenahme Bonn

1: Novelis
2: Nobilis
Schlag "W" (= West) 3: Nobilis + Insektizid
l—U‘
2 3
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g g 3
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237 m

248 m

Sehlag 0" 0sH O O OO OO O OO0 Bumbecke
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178 m
162 m

< 14m =~

186 m

Abb. 6: Versuchsanlage bei Bonn (nach Versuchs- und Auswertungsplan des

Verbundprojectes ,,Sicherheitsforschung und Monitoring zum Anbau von Bt-Mais*

(A-H: Bezeichnung der 8 Blocke; 1-3: Bezeichnung der Sorte)).
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2.13.3 Probennahme

Pflanzenproben wurden in jeder Anbausaison zu vier Terminen (EC20: Blatt- bzw.
Sprossausbildung, EC30: Lingenwachstum, EC60: Bliite des mannlichen Bliitenstandes,
EC80: Reife) genommen. Je Parzelle und Entwicklungsstadium wurden zwei transgene
Pflanzen (2001, 2002) bzw. eine Pflanze (2003) beprobt. Die isogenen Kontrollen wurden
jeweils nur von einer Parzelle entnommen. Pflanzen der Entwicklungsstadien EC20 und
EC30 wurden als Ganzpflanzenproben mit Papier umwickelt ins Labor transportiert und
dort in Gewebeproben: Wurzel, Stingel, oberes Blatt, unteres Blatt geteilt. Pflanzen in den
Entwicklungsstadien EC60 und EC80 wurden bereits auf dem Feld in entsprechende
Gewebe aufgeteilt (Tab. 3). Zusitzlich wurden in den Jahren 2002 und 2003 noch
Pollenproben und Wurzelreste des vergangenen Jahres genommen. Die Pollenproben
wurden im Jahr 2002 von Mitarbeitern der Universitit Goéttingen und Mitarbeitern der
BBA-Darmstadt zur Verfiigung gestellt. Im Jahr 2003 wurde sie aus verschiedenen
Pflanzen einer Maissorte in einer Parzelle gesammelt. Der Termin der Probenahmen in den

drei Jahren und die Gewebeproben wurden in Tab. 3 zusammengefasst.

Tab. 3: Termin der Probenahme und Gewebeproben in den Versuchsjahren 2001 bis 2003.

b .
Termin der Probenahme 2001 28. Juni 28. Juni 01. August |[11. September

Standort Halle 2002 03. Jun% 17. Jun% 15. Jul% 03. September
2003 02. Juni 18. Juni 15. Juli 18. August
b . .
Termin der Probenahme 2001 03. Juh' 03. Jull' 25. Jull' 10. September
Standort Bonn 2002 03. Juni 17. Juni 30. Juli 10. September
2003 02. Juni 18. Juni 21. Juli 19. August
Gewebeproben EC 20 EC 30 EC 60 EC 80

wiry,
Kolben - x

Kolbenmark?®
Antheren % X
Pollen s

oberes Blatt

(zweit oberstes % X X X
Blatt)

unteres Blatt ‘ A

(zweit unterstes Blatt)

Stingel y
(1/3 von unten ‘ﬂQ X x X X
nach oben) i \

Wurzel

%) Kolbenmark wurden nur im Jahr 2003 beprobt . *) Beprobung erfolgte zusammen mit EC30



34 Material und Methoden

2.13.4 Probenaufbereitung im Labor

Die Probenaufbereitung erfolgte zuerst bei den isogenen Pflanzenproben, um eine
mogliche Kontamination mit Bt-Toxin aus den transgenen Maispflanzen auszuschlief3en.
Von den Wurzelproben wurde zuerst die Erde abgeschiittelt, danach wurden sie unter

flieBendem Wasser gewaschen und zwischen Papiertiichern abgetrocknet.

Die Proben von Wurzeln, Stingel, oberem Blatt, unterem Blatt, Antheren und Koérnern
wurden mit Hilfe einer Gartenschere prépariert (siche Zeichnung in Tab. 3). Von jedem
Pflanzengewebe wurde eine Doppelprobe hergestellt. Fir den ELISA-Test wurden
Einzelproben von ca. 100 mg Frischgewicht abgewogen, in Homogenisationsbeutel
(Bioreba) eingepackt und bis zur Durchfiihrung des Tests bei -80°C gelagert. Fiir die
Trockengewichtsbestimmung wurde ca. 1 g frisches Pflanzenmaterial gewogen und
getrennt in Papiertiiten eingepackt. Pollenproben wurde in Eppendorfreaktionsgefifie

eingewogen und bei -80°C gelagert.

2.13.5 Trockengewichtsbestimmung

Das Trockengewicht (TG) der Papiertiiten wurde vor den Probennahmen bestimmt.
Frisches Pflanzenmaterial wurde in Papiertiiten gegeben und im Brutschrank bei 100°C bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Pflanzentrockengewicht (PTG) in Prozent nach dem

Pflanzenfrischgewicht (PFG) wurde nach folgender Gleichung errechnet:

(TG von Tiite und Pflanzenmaterial - TG von Tiite) X 100%
PFG

PTG =

2.13.6 Bestimmung des CrylAb-Gehaltes in transgenen Maisproben mittels
DAS-ELISA

Fiir die Messung wurde entweder frisches oder tiefgefrorenes Pflanzenmaterial verwendet.
Zu den Einzelproben wurden 2,5 ml Extraktionspuffer vom Quantiplate™™-Kit pipettiert.
Das Pflanzenmaterial wurde unter Verwendung eines Handrollers (Bioreba) im
Homogenisationsbeutel homogenisiert. Nach dem Homogenisieren wurde der
Pflanzenextrakt in 1,5-ml Eppendorfreaktionsgefiale iiberfithrt und weiter verdiinnt. Der

Beutel wurde nach der Verwendung verschlossen und entsorgt.
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Fir die Extraktion der Maiskdrner wurde die 1x“Grain Extraction Solution®
(Quantiplate™-Kit) verwendet. Die Korner wurden zuerst mit einem Hammer zerquetscht.
Dann wurden 100 mg der Korner in 2-ml Eppendorfreaktionsgefafle iiberfiihrt und mit 1
ml Extraktionspuffer versetzt. Die Proben wurden bei 4°C fiir mindestens 4 h bei 100 rpm
geschiittelt. Die Pollenproben wurden mit Hilfe eines Mikropistilles zerquetscht und im

Extraktionspuffer iiber Nacht bei 4°C unter leichtem Schiitteln (100 rpm) inkubiert.

Die Pflanzenextrakte wurden bei 2700xg fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Die Uberstinde

wurden fiir den ELISA-Test eingesetzt, die Pellets verworfen.

Zum quantitativen Nachweis des Cryl Ab-Toxins in transgenem Maisgewebe wurde ein
Double-Sandwich-ELISA-Quantiplate’™ Kit fir CrylAb/CrylAc (Fa. EnviroLogix)
verwendet. Die Pflanzenextrakte wurden mit dem Extraktionspuffer verdiinnt. Das
Verhéltnis des Probenfrischgewichts (g) zu Puffer (ml) variierte von etwa 1/5 bis zu
1/5000. Die optimale Probenverdiinnung hing vom Pflanzengewebe und von der
Pflanzensorte ab. Von den verdiinnten Pflanzenextrakten wurden in jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte 100 pl pipettiert. Als Kontrollen dienten sowohl die negative Probe des
Kits, als auch Extrakte isogener Mais-Linien. Jeder Test wurde in 2-facher Wiederholung
durchgefiihrt. Die Platten wurden fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, wéhrend der
sich das CrylAb-Toxin der Pflanzenextrakte mit den AK zu einem Antikdrper-Antigen-
Komplex verbinden konnte. Anschlieend wurde ungebundenes Antigen durch dreimaliges
Waschen mit Waschpuffer entfernt. Dann wurde Meerettich-Peroxidase-Konjugierter-
Cryl Ab-AK zugegeben (100 pl pro Vertiefung) und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurde Substrat hinzugefiigt. Die Inkubationszeit fiir das Substrat
betrug 30 min. Danach wurde die Farbreaktion durch Zusatz der Stopp-Losung gestoppt.
Die photometrische Messung erfolgte innerhalb von 10 min mit einem Mikrotiterplatten-

Reader Model 550 (Bio-Rad) bei 450 nm.

2.14 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Statistikprogrammpaket SAS 8.2, (SAS Institut Inc.,
Cary; NC, USA) verwendet.

Die Berechnung der mittleren Letalkonzentrationen (LCsp) erfolgte mit der Prozedur

PROBIT. Einen signifikanten Unterschied in der Aktivitét der verschiedenen Toxinchargen
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wurde durch Vergleich der jeweiligen 95%-Konfidenzintervalle gepriift (Robertson &
Preisler, 1992).

Die Daten des CrylAb-Expressionsmonitoring in den transgenen Maispflanzen in den
verschiedenen Entwicklungsstadien und in den drei aufeinander folgenden Versuchsjahren
2001 bis 2003 wurden mittels Varianzanalyse verglichen. Benutzt wurde die Prozedur
GLM (Generalized Linear Model) mit dem paarweisen Mittelwertvergleich nach Scheffe
(da die Anzahl der Wiederholungen nicht iiberall gleich war).

Um eine vertikale Korrelation der CrylAb-Expression zwischen verschiedenen
Pflanzenteilen von Pflanze zu Pflanze zu ermitteln, wurde die Prozedur CORR mit dem

Korrelationskoeffizienten nach Pearson benutzt.

Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen der Daten aus den Analysen

transgener Maispflanzen wurden mit dem Programm Excel verrechnet.
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3 ERGEBNISSE
A. Produktion und Qualitiatskontrolle von standardisiertem CrylAb-Toxins
in E. coli

Der erste Schwerpunkt der Arbeit umfasste die Produktion von CrylAb in E. coli. Dabei
wurden die Produktionsverfahrensschritte der Toxine optimiert und deren biochemische
sowie biologische Qualitét tiberpriift. Dies war notig, damit ein standardisiertes CrylAb-
Protoxin und Cryl Ab-Toxin den Partnern des Verbundprojektes "Sicherheitsforschung und
Monitoringmethoden zum Anbau von Bt-Mais" zur Verfiigung gestellt werden konnte.

Zusitzlich erfolgte die Etablierung eines quantitativen Nachweises des Cry1 Ab-Toxins.

3.1 Expression von CrylAb

3.1.1 Time-Course-Experiment

Die Expression von CrylAb erfolgte mit einem transformierten E. coli-Stamm
HB101/pMP (Masson et al., 1989). Dieser Stamm exprimierte das vollstindige CrylAb-
Protoxin mit 1155 Aminosduren und einem Molekulargewicht von ~130 kDa. Bevor die
Produktion des CrylAb-Protoxins in einem grofleren Mafstab erfolgen konnte, wurde
untersucht, zu welcher Zeit nach der Inkubation HB101/pMP die hochste Toxinmenge
exprimierte. Durch Phasenkontrast-Mikroskopie konnte zwei Tage nach Kulturbeginn die
Bildung von Proteineinschlusskorpern (Inklusion Bodies, IBs) beobachtet werden. Die IBs
waren ab dem dritten Tag deutlich grofer als vorher. Die Expression des CrylAb-
Protoxins in den ersten fiinf Tagen nach Kulturbeginn wurde in einem 7%-igen SDS-
PAGE analysiert (Abb. 7). Dabei konnte schon einen Tag nach Kulturbeginn eine deutliche
Expression beobachtet werden. Die stirkste Expression des CrylAb-Protoxins war am
dritten Tag, in der stationdren Phase, zu sehen. Die Protoxin-Banden am vierten und
fiinften Tag waren etwas schwécher als am dritten Tag. Aufgrund dieses Ergebnisses
wurden in den folgenden Versuchen HB101/pMP-Zellen drei Tage lang kultiviert, bevor

sie fur die Produktion des Cryl Ab-Protoxins geerntet wurden.
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Abb. 7: Analyse der Expression des Cryl Ab-Protoxins im E. coli-Stamm HB101/pMP ein bis
fiinf Tage nach Kulturbeginn in einem 7%-igen SDS-PAGE. (M: BenchMark Protein
Marker, MG in kDa; Probenvorbereitung: Kap. 2.3.4.; aufgetragene Proben: 10
ul/Spur).

3.1.2 Produktion und Reinigung des Cryl Ab-Protoxins

Zur Isolierung von Cryl Ab aus HB101/pMP wurden die Zellen lysiert und die Protein-IBs
gereinigt. Abbildung 8 zeigt die Reinigungsschritte des CrylAb-Protoxins, welches in den
HB101 Zellen exprimiert wurde. Das rekombinante Protein (~130 kDa), welches in den
IBs angereichert ist, wurde durch mehrere Waschschritte von einem groflen Teil der Lipide

und anderen Proteinen der Zelllysate gereinigt.

Pellet der ) ultrafiltriertes
HB101/pMP Zellen gewaschene IB gelostes Protoxin Protoxin
kDa M 1 2 3 M 4 M 5
220
o — —> —>
| Waschen Ldsen mit Ultrafiltration
60 — mit H,0 CAPS-Puffer|
T —
i __: — | — — —

Abb. 8: Aufreinigungsschritte des CrylAb-Protoxins (Charge J4), (M: BenchMark Protein
Marker, MG in kDa an der linken Seite. Aufgetragene Proben: 10 ul/Spur; 7%-iges
SDS-PAGE).
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Ein groBles Volumen von CAPS-Puffer, pH 10,5 (im Verhéltnis ca. 4 ml Puffer/1 g frische
E. coli) wurde verwendet, um die Protein-IBs zu 16sen, was in einer Endkonzentration des
rekombinanten Proteins von 1-2 mg/ml CAPS resultierte, so dass die Bande des CrylAb-
Protoxins in Spur 4 schwicher ist als in Spur 3 (Abb. 8). Durch eine kontinuierliche
Dialyse in der Ultrafiltrationszelle wurden Proteine mit einer GroBe unter 100 kDa
herausfiltriert, wodurch das Toxin wiederum konzentrierter war als vor der Ultrafiltration.
Jedoch verblieben in dieser Protoxinldsung noch einige niedermolekulare Bestandteile

(kleinere Banden in Spur 5, Abb. 8).

Nachdem bei verschiedenen Produktionschargen des CrylAb-Protoxins in HB101/pMP
stark schwankende Expressionen (zwischen 1,4-7,3 mg Toxin pro Gramm frische E. coli-
Zellen) beobachtet wurde, wurde ein weiterer E. coli-Expressionsstamm XL1-
Blue/pBD140 getestet. Dieser exprimiert ebenfalls das vollstindige CrylAb-Protoxin.
XL1-Blue/pBD140 wurde in TB-Medium mit Ampicillin bei 28°C inkubiert. Die
Reinigung der IBs und deren Solubilisierung erfolgte wie bei HB101/pMP. Die
Expressionsrate von XL1-Blue/pBD140 war zwei- bis dreimal hoher als bei HB101/pMP.
Die Reinigung erfolgte wie fiir die in Abb. 8 dargestellte Charge (J4) (Ergebnisse nicht
dargestellt).

In Tab. 4 sind die Mengen an CrylAb-Protoxin und -Toxin der verschiedenen
Produktionschargen und deren Eigenschaften zusammengefasst. Die Chargen J1 (CrylAb-
Toxin, MG=65 kDa) und J2 (Cryl Ab-Protoxin, MG=130kDa) wurden aus HB101/pMP im
Jahr 2001 von M. Berlinghof (damals SLFA-Neustadt) hergestellt und werden in der Tab.
4 nicht aufgefiihrt.
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Tab. 4: Produktion des CrylAb-Protoxins und -Toxins verschiedener Chargen
(2001/2003)

Interne-Nummer J3 J4 JS J6A J6B*
Herstellungsdatum Oktober 01 Miérz 03 Juli 03 Oktober 03  Oktober 03
E. coli-Stamm/ HB101/ HB101/ XL1-Blue/ XL1-Blue/ XL1-Blue/
Plasmid pMP pMP pBD140 pBD140 pBD140
Volumen der Kultur [1] 6 12 6 3 0,5
Toxinmenge [mg] 264 104 1440 506 18
Toxinform Toxin Toxin Protoxin Protoxin Toxin
ToxingroBe [kDa] 65 60 130 130 60
Konzentration [mg/ml] 12 1,8 1,5 2.3 1,3
Reinheit [%] 90 86 82 82 80
Ultrafiltration Ja Ja Ja Nein Nein
Lagerung [°C] -20 bzw. +4 -20 -20 bzw. +4 -20 bzw. +4 -20 bzw. +4

*) Durch Trypsinisierung von 70 mg Protoxin von Charge J6A. Bei der Lagerung bei 4°C wurde
ein weiterer Abbau des Toxins der Charge J6B von 60 bis ca. 59 kDa wihrend der Durchfiihrung
der Biotests beobachtet.

3.13 Herstellung von aktivem CrylAb-Toxin mittels Trypsin-Behandlung

Im Mitteldarm von Lepidopteren wird das inaktive CrylAb-Protoxin (130 kDa) durch
spezifische Proteasen gespalten und in eine aktive Form von 60-65 kDa umgewandelt.
Dabei kommt es zu einer Abspaltung von ungefihr 500 Aminosdureresten am C-
terminalen Ende und von 28 Aminosédurenresten am N-Terminalen Ende (Bietlot ez al.,
1989a; Hofte und Whitley, 1989). Zur Gewinnung des aktiven CrylAb-Toxins wurde das
aus HB101/pMP oder XL1-Blue/pBD140 gewonnene Protoxin mit Trypsin {iber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei Behandlung mit geringen Mengen von Trypsin (1/2 bzw.
1/10 w/w von Trypsin/Protoxin) bzw. zu kurzer Inkubationszeit wurde eine unvollstindige
Trypsinisierung beobachtet. Auf dem SDS-Gel ist eine Toxinbande mit einem
Molekulargewicht von ca. 67 kDa sichtbar (Abb. 9A). Bei weiterer Inkubation mit Trypsin
wurde das Protein bis zu 65 kDa geschnitten (Toxincharge J3). Dies kann weiter bis zu 60
kDa abbauen (Abb. 9B). Bei spiteren Produktionen (Toxincharge J4 und J6B) wurde

Trypsin in einem Verhidltnis Protoxin/Trypsin von 1/1 (w/w) verwendet, um eine
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vollstdndige Trypsinisierung zu erzielen. Nach mindestens 16 h Inkubation, erreichte das

CrylAb-Toxin eine finale GroBe von 60 kDa (Abb. 9C).

A B C
KDa v p 1 kDa kDa
160— < 130kDa 60— 160—
120— 120— 120—
100— 100— 100—
30— 80— 80—
70 — o€ 67kDa 10— 67kDa 70—
60 — 60 — =~ [f60kDa 60— w4 [ 4 Toxin
50— 50 — 50 —s (60 kDa)
—> —>
unvollstindig Trypsinisierung vollstédndig Trypsinisierung

Abb. 9: SDS-PAGE von trypsinisiertem CrylAb-Protoxin aus HB101/pMP (Charge J2) (M:
BenchMark Protein Marker und MG in kDa an der linken Seite angegeben; P:
Protoxin; T: Toxin). A: Trypsin/Protoxin=1/2 (w/w); Inkubationsdauer: 16 h. B: 2.
Zugabe von Trypsin: Trypsin/Protoxin=1/2 (w/w), weitere Inkubation fiir 8 h. C:
Trypsin/Protoxin=1/1 (w/w); Inkubationsdauer: 16 h.

Um zu tiberpriifen, ob sich die aktiven Cryl Ab-Toxine aus den zwei Produktionsstimmen
hinsichtlich ihres Molekulargewichtes unterscheiden, wurden die trypsinisierten Proteine
einer SDS-PAGE unterworfen (Abb. 10). Bereits 2 h nach der Trypsin-Behandlung waren
die CrylAb-Protoxine aus HB101/pMP und XL1-Blue/pBD140 mit einer kleinen Menge
von 1 mg vollstindig bis zu einer Grofe von ca. 60 kDa gespalten (Abb. 10). Auf dem
SDS-Gel waren keine Protoxin-Banden mehr zu erkennen. Im Molekulargewichtsbereich
zwischen 25-50 kDa zeigten sich beim aktiven Toxin aus HB101/pMP-Zellen zusitzlich zu
der Trypsin-Bande (~25 kDa) mindestens noch vier weitere Banden, wahrend beim Toxin
aus XL1-Blue/pBD140-Zellen nur drei Banden zu sehen waren. Die Trypsinisierung wurde
bis zu 24 h durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass die beiden aktiven Toxine ein
konstantes Molekulargewicht von ca. 60 kDa besalen (Abb. 10). Dieser 60 kDa

trypsinisierte Kern ist relativ resistent gegen eine weitere Abspaltung durch Trypsin.



42 Ergebnisse

<
o o > D
™ o
q:Q @:\/ D:Q (4} %\Q @?O q/ @’\%
g TR IR
F e S @S
VY FPIFE S
a
—160
—120
_ _ — 80
aktives Toxin ¢ [ R S R S S — L 60
(60 kDa) . L 50
> >
S — 40
_ > — 30
Trypsin ¥ Y

Abb. 10:  SDS-PAGE-Analyse der Trypsinisierung des Protoxins aus HB101/pMP (Charge J2)
und XL1-Blue/pBD140 (Charge J5). Trypsin/Protoxin=1/1 (w/w). (M: BenchMark
Protein Marker, MG in kDa an der rechten Seite angegeben; 10%-iges Gel).

Bei einer langeren Trypsinisierung bis zu 72 h stellte sich heraus, dass die Intensitdt der
Proteinbanden beider Toxine erheblich abnahm. Wéhrend das Molekulargewicht des
aktiven Toxins aus HB101/pMP bei 60 kDa (Abb. 11A) blieb, waren bei XLI1-
Blue/pBD140 zwei Banden, von 60 kDa und 59 kDa zu beobachten (Abb. 11B).
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Abb. 11:

3.2

3.2.1

A
HB101/pMP
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60 — —— —— et
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B XL1-Blue/pDB140
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Effekte der Trypsinbehandlung [Trypsin/Protoxin=1/1 (w/w)] auf den
trypsinresistenten Kern des CrylAb-Toxins aus (A) HB101/pMP und (B) XLI-
Blue/pBD140 von 32 h bis 72 h (M: BenchMark Protein Marker und MG in kDa; 7%-
iges Gel).

Qualitiatskontrolle des Cryl Ab-Protoxins und des Cryl Ab-Toxins

Reinheitsgrad des CrylAb-Protoxins und des CrylAb-Toxins

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades des gereinigten CrylAb-Protoxins und CrylAb-

Toxins wurden jeweils vier verschiedene Mengen zwischen 0,3-2,6 pg/Spur im 7%-igen

SDS-PAGE getrennt. Das Gel wurde mit Coomassie Blue angeférbt, gescannt und mit der

Software ,,ImageMaster 1D*“ (Pharmacia System) analysiert (Abb. 12). Hierbei wurde die

Pixel-Intensitédt der Einzelbande zur Gesamtintensitit aller Banden ins Verhiltnis gesetzt.

Die CrylAb-Bande hatte eine prozentuale Pixel-Intensitit von 82,2%, woraus ein

ungefdhrer Reinheitsgrad des Cryl Ab-Protoxins von ca. 82% abgeleitet wurde (Abb. 12a).

Die Reinheitsgrad von CrylAb-Toxin (60 kDa) wurde ebenfalls gemessen und betrdgt bis
zu ~86% (Abb. 12b).
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3.2.2 Stabilitit des CrylAb-Protoxins und des CrylAb-Toxins bei

verschiedenen Lagerungsbedingungen

Die Stabilitit des erzeugten CrylAb-Protoxins und des CrylAb-Toxins wurde bei
verschiedenen Lagerungstemperaturen (-20°C und +4°C) und -zeitrdumen (2, 4, 6 und 8
Monate) tiberpriift. In Abb. 13a und b sind die SDS-Analysen des CrylAb-Protoxins und
des Cryl Ab-Toxins dargestellt. Bei -20°C waren beide Toxine iiber einen Zeitraum von 8
Monaten stabil. In dem SDS-Gel konnte keine Verdnderung in der Intensitit sowie der
Anzahl der Toxin-Banden nach 2, 4, 6 und 8 Monaten beobachtet werden (Abb. 13a, Gel A
und Abb. 13b, Gel C).

Eine Lagerung bis zu zwei Monaten bei 4°C fiihrte nur zu einem geringfiigigem Abbau des
Protoxins. Die Intensitdt der Cryl Ab-Protoxin-Bande nahm nach 2, 4 und 6 Monaten stetig
ab. Nach 8 Monaten Lagerung bei 4°C war das Protoxin vollstindig abgebaut (Abb. 13a,
Gel B). Dagegen war der Abbau des Toxins sehr gering (Abb. 13b, Gel D). Im Vergleich
zur —20°C-Lagerung waren die Banden der niedermolekularen Proteine wéhrend der

8-monatigen Lagerung des aktiven Toxins bei 4°C immer deutlich sichtbar.

A B
-20°C +4°C
Monate Monate
kDa M 0 4 kba M 0 2 4
220 —] 220 —
120 — a 120
90 — 90 —} v
70 — = 70 — v
50 — == 50 —f w-
Abb. 13a: Stabilitit des Cryl Ab-Protoxins (130 kDa) (Charge J6A, aus XL1-Blue/pBD140) bei

(A) —20°C und (B) +4°C iiber einen Zeitraum von 8 Monaten. (M: BenchMark Protein
Marker und MG in kDa an der linken Seite angegeben; 7%-iges Gel).



46 Ergebnisse

-20°C +4°C
Monate Monate
M 0 2 4 6 8 M M 0 2 4 6 8 M
kDa kDa
120 120
80— 80—
60— y PRI —— 60—
50— 50—
40 — 40 —

Abb.13b:  Stabilitidt des Cryl Ab-Toxins (60 kDa) (Charge J4, aus HB101/pMP) bei (C) -20°C
und (D) +4°C {iber einen Zeitraum von 8 Monaten. (M: BenchMark Protein Marker

und MG in kDa an der linken Seite angegeben; 10%-iges Gel).

Aufgrund dieser Versuchsergebnisse wurde das CrylAb-Protoxin und -Toxin nur
innerhalb von 4-6 Wochen bei 4°C aufbewahrt. Fiir einen ldngeren Zeitraum erfolgte die

Lagerung bei -20°C.

Das wiederholte Auftauen und erneute Einfrieren des Protoxins und des aktiven Toxins
konnte zu einer Prézipitation des Toxins fithren. Der gleiche Effekt konnte ebenfalls bei
der ldngeren Lagerung des Protoxins bei 4°C beobachtet werden, wobei die

Proteinkonzentration bei >2 mg/ml lag (Ergebnisse nicht dargestellt).

33 Entwicklung und Optimierung eines indirekten ELISA zur

Quantifizierung von CrylAb-Toxin

Da die Spezifitit eines AKs eine relative, von der Struktur des Antigens abhingige
Eigenschaft ist, konnen AKs in der Regel nur mit einem bestimmten Protein oder einem
Protein, welches strukturell mit diesem sehr eng verwandt ist, reagieren. In dieser Arbeit
wurde ein pAK gegen das CrylAb-Toxin hergestellt. Bei der Immunisierung von Huhn
wurde das gereinigte CrylAb-Toxin mit einer Groe von 65 kDa der ersten
Produktionscharge (J1) als Antigenpridparat verwendet. Das CrylAb-Toxin bei den
weiteren Produktionschargen hatte ein Molekulargewicht von 60 kDa. Zum

immunologischen Nachweis von CrylAb sollte ein ELISA-Test entwickelt und optimiert
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werden. Als Probenmaterial dienten das in E. coli exprimierte Cry1Ab-Protoxin (130 kDa),
das trypsinisierte CrylAb-Toxin (60 kDa), sowie CrylAb-Toxine aus transgenen
Maislinien Mon810 (~92 kDa) und Bt176 (~65 kDa).

3.3.1 Titration der Antigene und des polyklonalen Antikorpers

Die in Hiithnern erzeugten pAK (pAK-NTHI) gegen das Cryl Ab-Toxin (65 kDa) wurde in
einem ELISA getestet. Dazu wurde eine indirekte ELISA-Methode ausgewdhlt. Bevor der
ELISA mit den transgenen Pflanzenproben getestet werden konnte, wurden methodische
Versuche zur Ermittlung der optimalen Verdiinnung der Antigene sowie des Antikdrpers
durchgefiihrt. Zur Optimierung und Standardisierung des ELISA-Tests wurden

rekombinantes Cry1Ab-Protoxin und -Toxin aus E. coli als Antigen verwendet.

Abb. 14a und Abb. 14b zeigen den Einfluss der Antigen- und AK-Verdiinnung auf die
Extinktion im indirekten ELISA. Die Antigene wurden in einer jeweils zweifachen
Verdiinnungsreihe eingesetzt (von 6-0,19 pg/ml fiir Cryl Ab-Toxin und 7,5-0,31 pg/ml fiir
Cry1Ab-Protoxin) und an die Mikrotiterplatte angelagert. Als negative Kontrolle diente der
Beschichtungspuffer. Die Titration des pAK-NTH1 erfolgte bei einer Verdiinnung von
1/100 bis 1/3200. Fiir das AK-Konjugat wurde eine Verdiinnung von 1/5000 fiir den Test

ausgewdhlt.

Abb. 14a zeigt, dass die Extinktionswerte der Linien AK1, AK2 und AK3 bei einem
Verdiinnungsbereich des aktiven CrylAb-Toxins von 6 bis 3 pg/ml (AG1-AG2) die
gleichen maximalen Werte (OD Wert > 2) aufwiesen. In diesem Plateau-Bereich waren das
Antigen und der AK in einem Sattigungszustand. Die Extinktionswerte des Antigens von
6 pg/ml waren bei manchen Verdiinnungen des AKs (1/200; 1/400) sogar noch kleiner als
die entsprechenden Werte der Antigene mit geringerer Konzentration (3 pg/ml), da eine

Sattigung in der Bindungskapazitit der beschichteten Mikrotiterplatte einsetzte.
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0 - ° * ’ * ’ ’
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Antigenverdiinnung —»
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Abb. 14a: Relative Extinktionswerte der verschiedenen Antigenkonzentrationen (Cry1Ab-Toxin,
Charge J3) in Bezug auf die Verdiinnungsreihen des pAKs-NTHI1 im indirekten
ELISA.

Ab einer Konzentration von 1,5 ng/ml des Antigens sanken die Extinktionswerte und
gaben eine optimale Titration der AK, in der die maximalen Extinktionswerte von 1,6 OD
nicht tiberschritten wurden. Bei der Wahl der optimalen Verdiinnung von pAK-NTH1 war
zu berticksichtigen, dass die Konzentration nicht zu hoch sein sollte, um eine unspezifische
Reaktion zu eliminieren. Andererseits durfte sie nicht zu gering sein, damit die Sensitivitét
des AKs erhalten blieb. In diesem Test war die Verdiinnung von pAK-NTH1 von 1/1600
optimal, um das CrylAb-Toxin nachzuweisen. Bei einer weiteren Verdiinnung des pAKs
(1/3200) verlor der AK seine Sensitivitit (Linie AK6). Bei der Kontrolle (AGO0) waren die

Extinktionswerte minimal (ca. 0,06).
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Abb.14b: Relative Extinktionswerte der verschiedenen Antigenkonzentrationen (CrylAb-
Protoxin, Charge J2) in Bezug auf die Verdiinnungsreihen des pAKs-NHT1 im
indirekten ELISA.

Wurde das Protoxin als Antigen verwendet, konnten dhnliche Ergebnisse bei der Titration
des polyklonalen AKs nachgewiesen werden (Abb. 14 b). Aufgrund der Untersuchungen
zur Titration der Antigene und AK zeigte sich, dass eine 1/1600 Verdiinnung des AKs der
optimale Verdiinnungsbereich fiir den Einsatz im indirekten ELISA war. Fiir weitere
Untersuchungen wurden Antigen-Verdiinnungen von <1,5 pg/ml (CrylAb-Toxin) bzw.
<2,5 pg/ml (Cryl Ab-Protoxin) verwendet. Mit pAK-NTHI konnte bei einer Verdiinnung
das CrylAb-Toxin bis zu 0,19 pg/ml und das Protoxin bis zu 0,31 pg/ml noch gut

nachgewiesen werden.

3.3.2 Titration des Antikorper-Konjugates

Als weiteren Schritt zur Optimierung eines indirekten ELISA erfolgte die Ermittlung der
optimalen Antihuhn-Konjugat-Konzentration. Dazu wurde eine konstante Menge des

Antigens (Cryl Ab-Toxin und -Protoxin) von 500 ng/ml und eine 1/1600 Verdiinnung des
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pAK-NTH1 verwendet. Insgesamt wurden vier Verdiinnungen des Antihuhn-Konjugats
(1/5000, 1/10.000, 1/20.000 und 1/50.000) getestet. Wie aus Abb. 15 ersichtlich, nahmen
die ELISA-Werte mit zunehmender Verdiinnung des Antihuhn-Konjugats ab. Der
maximale Extinktionswert wurde beim Einsatz einer 1/5000 Antihuhn-Konjugat-

Verdiinnung erreicht.

E 450 nm

1,4

1’2 o _____ Toxin _

] Protoxin
LO T e

0,8

0,6

0,4

PEE e e

0,0
1/5000 1/10.000 1/20.000 1/50.000

Antihuhn-Konjugat-Verdiinnung

Abb. 15:  Finfluss der Titration des Antihuhn-Konjugats auf die Extinktionswerte (CrylAb-
Toxin- und Protoxin-Konzentration: 500 ng/ml; 1. AK-Verdiinnung: 1/1600).

Die verschiedenen Antigene, Cryl Ab-Protoxin und —Toxin, fithrten zu unterschiedlichen
Reaktionen mit dem polyklonalen AK. Bei der Anwendung von 500 ng/ml zeigte das
CrylAb-Toxin etwas hohere Extinktionswerte im Vergleich zum Cryl Ab-Protoxin (Abb.
15). Dieser Unterschied war bei der 1/5000 Verdiinnung des Antihuhn-Konjugats am
deutlichsten zu sehen. Es ist zu beriicksichtigen, dass bei gleicher Konzentration das Toxin

eine hohere Molaritat als das Protoxin besitzt.

3.33 Spezifitit und Sensitivitiit des polyklonalen Antikorpers

Die wichtigsten Qualitdtsparameter eines ELISA sind die Spezifitdt und Sensitivitdt des

eingesetzten AK. Diese Parameter wurden fiir das Cryl Ab-Protoxin und -Toxin tiberpriift
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und verglichen. Anhand der zuvor durchgefiihrten Optimierung, wurden hierzu eine 1/1600
Verdiinnung des AKs und eine 1/5000 Antihuhn-Konjungat-Verdiinnung ausgewihlt. Die
untere Nachweisgrenze der Messwerte bei verschiedenen Konzentrationen der beiden
Antigene wurde exakt ermittelt. Dazu wurde jeweils eine Verdiinnungsreihe der beiden
Antigene von 5 pg/ml bis zu 4,8 ng/ml eingesetzt (5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0,15; 0,078;
0,039; 0,0195; 0,0097; 0,0048 pg/ml). Beschichtungspuffer wurde als Negativkontrolle
verwendet. Als untere Nachweisgrenze galten diejenigen Werte, die grofer als der
Mittelwert der Negativkontrolle plus seiner dreifachen Standardabweichung waren
(Vogelgesang und Hédrich, 1998). Dies entsprach 7 ng/ml fiir das Toxin (Abb.16a) und 50
ng/ml fiir das Cry1Ab-Protoxin (Abb.16b).

E 450 nm
1,6 o
1.4 v =0,2677Ln(x) -0,4115 Pz o |

12 R%=0,9838 4

1 <,
/
0,8 .
0,6 //
0,4 /
0,2 o€
1 10 100 1000 10000

Cryl Ab-Toxin (ng/ml)

Abb. 16a: Standardgerade des optimierten ELISA-Tests zum Nachweis des CrylAb-Toxins
Charge J3. [schwarze Punkte: innerhalb der Standardgerade (0,0097-1,25 pg/ml);
weille Punkte: aulerhalb der Standardgerade (0,0048pug/ml und 2,5-5 pg/ml)].

Wie in Abb. 16a und b dargestellt, lag der lineare Bereich des Cryl Ab-Toxins zwischen 7
und 2500 ng/ml, wihrend er fiir das Protoxin zwischen 50-1250 ng/ml war. Damit war der
Nachweis des CrylAb-Toxin um das ca. 7fache sensitiver als der des Protoxins, wobei

allerdings der pAK etwa gleich spezifisch, gegen beide Antigene, reagierte.



52 Ergebnisse

E 450 nm

1,6
14 y=0,3184Ln(x) - 1,155
> <o

12 R*=0,9562

1 7
)
yd

0,8
0,6

0,4 A
0,2 o o o ¢

0 +———rrm
1 10 100 1000 10000

Cry1Ab-Protoxin (ng/ml)

Abb. 16b: Standardgerade des optimierten ELISA-Tests zum Nachweis des CrylAb-Protoxins
Charge J2. [schwarze Punkte: innerhalb der Standardgerade (0,0097-1,25 pg/ml);
weille Punkte: aullerhalb der Standardgerade (0,0048-0,0195 pg/ml und 2,5-5 ug/ml)].

3.34 Vergleich der Sensitivitiit des indirekten ELISA mit dem Quantiplate™™-
Kit

Die Sensitivitidt des indirekten ELISA sollte mit jener des kommerziell erhéltlichen
CrylAb-Nachweistests Quantiplate'™-Kit (Fa. Envirologix) verglichen werden. Der
Quantiplate™-Kit ist ein DAS-ELISA zum Nachweis von CrylAb und CrylAc in
transgenem Mais- und Baumwollpflanzen. Der Toxinnachweis mit dem Quantiplate™™-Kit
wurde entsprechend der Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Wie in Abb. 17 dargestellt,
wurde bei der Ermittlung der Nachweisgrenze von CrylAb-Toxin und -Protoxin
festgestellt, dass das Protoxin wesentlich schwécher erfasst wurde als das Toxin. Bei
geringeren Konzentrationen (0,5; 2,5 und 5 ng/ml) wies das CrylAb-Toxin &dhnliche
Extinktionswerte auf wie der im Kit gelieferte Standard. Beim Protoxin konnte erst bei der
Konzentration von 25 ng/ml ein Extinktionswert von 0,4 erreicht werden, wéhrend das

Toxin diesen Wert schon bei einer Konzentration von 0,5 ng/ml erreichte.
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Abb.17:  Nachweis des CrylAb-Toxins (Charge J3) und -Protoxins (Charge J2) mit dem
Quantiplate™-Kit (Envirologix).
In Tab. 5 sind die unteren Nachweisgrenzen des indirekten ELISA und des kommerziellen
Quantiplate™-Kit zusammengefasst. Bei beiden Nachweisverfahren war die Sensitivitit
fiir das Cryl1Ab-Toxin hoher als fiir das Protoxin, ndmlich 7fach (indirekter ELISA) bzw.
48fach (DAS-ELISA, Quantiplate™). Der DAS-ELISA wiederum war deutlich sensitiver
als der indirekte ELISA, hier war der Unterschied 20fach beim Toxin (0,35 ng/ml vs. 7
ng/ml) und 3fach beim Protoxin (17 ng/ml vs. 50 ng/ml). Somit stellte der indirekte ELISA
nur dann eine Alternative dar, wenn CrylAb-Toxine mit einem Grenzwert von mindestens

7 ng/ml (Toxin) bzw. 50 ng/ml (Protoxin) nachzuweisen waren.

Tab. 5: Vergleich der Nachweisgrenzen des CrylAb-Toxins und -Protoxins im indirekten

ELISA und DAS-ELISA (Quantiplate™)

Nachweisgrenze (ng/ml)
Testsystem Verwendetes Antigen
Toxin Protoxin
(Charge J3) (Charge J2)
Indirekter-ELISA 7 50
Direkter-ELISA 0,35 17
(Sandwich Methode)
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34 Immunologischer Nachweis des rekombinaten CrylAb-Toxins aus E. coli

mittels Westernblotting

Im weiteren sollte untersucht werden, ob pAK-NTH1 geeignet ist, Cryl Ab im Western-
Blot zu detektieren. Nachdem der ELISA einen deutlichen Unterschied in der Sensitivitét
gegeniiber CrylAb-Toxin und -Protoxin gezeigt hatte, war es zudem interessant zu

tiberpriifen, ob der AK vergleichbare Unterschiede im Western-Blot zeigte.

Die Etablierung des Western-Blots gliederte sich in drei Schritte:

1. Auswahl der optimalen Verdiinnung des ersten AKs.

2. Nachweisgrenze der beiden Antigene (Cry1Ab-Toxin und -Protoxin).

3. Eliminierung unspezifischer Reaktionen des polyklonalen AKs durch Herstellung eines

monospezifischen AKs.

3.4.1 Optimierung der Western-Blot-Parameter

Um die optimalen Versuchsbedingungen des Western-Blots zu ermitteln, wurden in einem
Vorversuch drei verschiedene AK-Verdiinnungen (1/4000; 1/6000; 1/8000) in Verbindung
mit drei unterschiedlichen Antigen-Konzentrationen des CrylAb-Toxins und -Protoxins
(600, 60 und 12 ng Protein) eingesetzt. Zusitzlich wurden die Inkubationszeit und die
Expositionszeit optimiert. Als beste Konzentration erwies sich eine 1/6000 Verdiinnung
des pAK-NTH1 sowie eine 1/5000 Verdiinnung des Antihuhn-Konjugats. Mit dieser
Kombination der beiden AKs ergab sich mit beiden Antigenen ein deutliches Signal nach
1-2 min Exposition des Rontgenfilms bei geringem Hintergrund, was den Nachweis sehr
kleiner Antigenmengen erlauben sollte. Diese Verdiinnungen wurden deswegen fiir die

weiteren Western-Blots ausgewéhlt.

3.4.2 Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Untersuchung der Sensitivitit des Western-Blots wurden Cry1Ab-Protoxin und aktives
CrylAb-Toxin jeweils in vier verschiedenen Mengen (10, 20, 40, 80 ng) in einem 7%-igen
SDS-Gel getrennt und das Gel auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Membran wurde
mit der im Vorversuch (Kap. 3.4.1) optimierten AK-Verdiinnunge inkubiert (Abb. 18).
Sowohl beim Protoxin als auch beim aktiven Toxin konnten spezifische Banden mit einem
Molekulargewicht von 130 kDa bzw. 60 kDa identifiziert werden, obwohl sehr geringe

Proteinmengen eingesetzt wurden (bis 10 ng). Das CrylAb-Toxin hatte jedoch eine
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wesentlich stirkere Affinitit zu pAK-NTH1 als das Protoxin, denn die Intensitdt der

Banden des aktiven Toxins waren deutlich stirker als die des Protoxins (Abb. 18).

Protoxin Toxin

M 80 40 20 10 80 40 20 10 ng/Spur

kDa
. - . S- T A — 130
- : . .
- . . u‘ — 60
—

Abb. 18:  Nachweis des CrylAb-Protoxins (Charge J5) und -Toxins (Charge J4) im Western-
Blot mit dem pAK-NTH1 (1. AK 1/6000; 2. AK. 1/5000; M: Marker;

Expositionsdauer: 2 min).

343 Uberpriifung der Sensitivitit des monospezifischen Antikérpers

Um die in Abb. 18 aufgetretenen Hintergrundreaktionen des pAK zu reduzieren, wurden
zwei msAK gegen CrylAb-Toxin bzw. -Protoxin hergestellt. Zur Uberpriifung der
Spezifitit und Sensitivitidt der msAK wurden diese auf der selben gestrippten Membran aus
Abb. 18 getestet. Allerdings wurde wegen der geringen Konzentration des msAK im Eluat

nach der Reinigung dessen Verdiinnung auf 1/1000 anstatt 1/6000 reduziert.

Protoxin Toxin

M 80 40 20 10 80 40 20 10 ng/Spur

kDa
ayee == — 130

S ®me - g

Abb.19:  Nachweis des Cryl Ab-Protoxins (Charge J5) und -Toxins (Charge J4) im Western-
Blot mit dem msAK-NTH2 (1. AK: 1/1000; 2. AK 1/5000; M: Marker;

Expositionsdauer: 10 min).
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Die Reinigung war erfolgreich und erzielte einen guten Effekt. Abbildung 19 zeigt, dass
bei der Verwendung des msAK-NTH2 gegen CrylAb-Toxin ein deutlich reduzierter
Hintergrund vorhanden war. Obwohl die Sensitivitit des Nachweises vom
monospezifischen AK etwas reduziert wurde, war es noch moglich das Cryl Ab-Toxin bis
zu 10 ng nachzuweisen. Das Protoxin zeigte ein schwaches Signal bei einer Konzentration
von 10 ng/Spur. Bei einer Menge von 80 ng des Protoxins und 10 ng des Toxins wurden
Signale mit vergleichbarer Intensitdt detektiert. Der gegen CrylAb-Protoxin gerichtete
msAK-NTH]1 unterschied sich in seiner Sensitivitdt gegeniiber Protoxin und Toxin nicht

vom msAK-NTH?2 (Ergebnisse nicht dargestellt).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Western-Blot sowohl der msAK als
auch der pAK ecine stirkere Affinitdt zum aktiven Toxin als zum Protoxin hatten. Der
Nachweis des Protoxins war jeweils ca. acht- bis 10-fach schwécher als der des aktiven
Toxins. Die im Western-Blot beobachtete unterschiedliche Affinitit zwischen dem AK und

den beiden Toxinen war mit den ELISA-Ergebnissen (Kap. 3.3.3) vergleichbar.

3.5 Biologische Aktivitit verschiedener rekombinanter CrylAb-Toxine

mittels eines Bioassays mit O. nubilalis

Nach der biochemischen- und immunologischen Charakterisierung der in Bakterien
rekombinant erzeugten CrylAb-Protoxine und der aktiven Toxine wurde deren biologische
Aktivitat untersucht. Dazu dienten Biotests (LCso-Bestimmung) mit L1-Larven von O.
nubilalis. Die Biotests mit dem CrylAb-Toxin aus HB101/pMP wurden an der BBA-
Darmstadt (Meise, 2003) durchgefiihrt, jene mit dem CrylAb-Protoxin und -Toxin aus
XL1-Blue/pBD140 im DLR-Rheinpfalz, Neustadt/Wstr.

3.5.1 Bioaktivitiat verschiedener Protoxin-Chargen

Zur Bestimmung der Toxizitdt der zwei Protoxin-Chargen J5 und J6A wurden jeweils
sechs Verdiinnungsstufen angesetzt und auf die Oberfliche des Nahrmediums pipettiert.
Der Konzentrationsunterschied zwischen den Verdiinnungsstufen betrug jeweils den
Faktor von ca. 3,3 und wurde unter Beriicksichtigung des Mortalititsbereiches angepasst.
In den durchgefiihrten Versuchen lagen die Konzentrationen der Charge J5 im Bereich von
8,6-2580 ng/cm”® und der Charge J6A von 6-2000 ng/cm’. Die Stammlosung des Toxins
besall eine Konzentration von 1,5 (Charge J5 ) bzw. 2,3 mg/ml (Charge J6A). Die
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Abbildungen 20a und b zeigen die Zunahme der Mortalitidt von O. nubilalis mit steigender

Konzentration des Protoxins nach der Auswertung der Probit-Analyse.

Charge J5
100 95% KI (obere Grenze)
80 = Probit-Analysis-Konzentration
f§ 60 | 95% KI (untere Grenze)
Tg ® Versuchskonzentration
EC: 407 Larven pro Konzentration: 16
= 20 A Anzahl der Wiederholungen
0 je Konzentrationsstufe: 7
0,01 1 100 10000 1000000

Cry1Ab-Protoxin Konzentration (ng/cm?)

Abb. 20a: Effekte der Konzentration des Protoxins Charge J5 auf die Mortalitit von O. nubilalis
(L1) nach 7 Tagen im Biotest (Ergebnisse der Probit-Analyse).

Charge J6A
1

00 95% KI (obere Grenze)

80 = Probit-Analysis-Konzentration
% 60 95% KI (untere Grenze)
E ¢ Versuchskonzentration
= 40 - :
NN Larven pro Konzentration: 16

20 1 Anzahl der Wiederholungen

0 : ‘ ‘ je Konzentrationsstufe: 7
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Cry1Ab-Protoxin Konzentration (ng/cm?)

Abb. 20b: Effekte der Konzentration des Protoxins Charge J6A auf die Mortalitit von O.
nubilalis (L1) nach 7 Tagen im Biotest (Ergebnisse der Probit-Analyse).

Wie aus Tab. 6 ersichtlich, sind die LC,y-, LCsp- und LCyp-Werte des Protoxins der Charge
J5 etwas groBer als von der Charge J6A. Allerdings tberschnitten sich die 95%

Konfidenzintervalle der jeweiligen LC-Werte der beiden Toxinchargen, so dass ein
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signifikanter Unterschied in der Aktivitdt zwischen den beiden Chargen nicht bestand

(Robertson und Preisler, 1992).

Tab. 6: Toxizitdt der verschiedenen Protoxin-Chargen im Biotest mit O. nubilalis nach 7

Tagen (in Klammer: 95 % KI) (n: Anzahl der getestet Larven)

Protoxin-Charge n LCio LCs LCy Steigung

J5 877 4,6 72 1190 0,457+0,039
(1,9-7,9) (49-100) (790-1994)

JOA 852 2,4 50 1060 0,419+0,038
(1.0-4,5) (34-69) (674-1932)

3.5.2 Bioaktivitiat verschiedener Toxin-Chargen

Die Biotests mit dem CrylAb-Toxin aus HB101/pMP (Charge J3) wurden in der BBA-
Darmstadt  durchgefiihrt.  Sieben  Konzentrationsstufen =~ wurden mit  einem
Verdiinnungsfaktor von 2 im Bereich von 0,9-225 ng/cm2 angesetzt. Die LCso-Werte von
neun einzelnen Auswertungen lagen bei ca. 20 ng/cm’. Wihrend der Lagerung bei 4°C
innerhalb von 142 Tagen wurde keine signifikante Verdnderung in der Aktivitét der Toxin-
Charge J3 beobachtet (Meise, 2003; Nguyen et al., 2004). Bei der Toxin-Charge J4 lag der
LCso-Wert bei 26 ng/cm® (im Jahr 2003) und 14 ng/cm? (im Jahr 2004) (Kaiser-Alexnat,
pers. Mitt.).

Die Toxizitdt des CrylAb-Toxins aus XLI1-Blue/pBD140 (Charge J6B) wurde in dem
DLR-Rheinpfalz, Neustadt tiberpriift. Das Toxin wurde im Bereich von 6-2000 ng/cm’
verdiinnt. Der LCso-Wert ist in Tab. 7 zusammengefasst. Es stellte sich heraus, dass die
Toxizitdt des Cryl Ab-Toxins innerhalb von sechs Wochen stetig abnahm. Der LCso-Wert
lag bei 77 ng/em” bei der Verwendung des CrylAb-Toxin vier Monate nach dessen
Herstellung. Nach auschlieBender sechswochiger Lagerung bei 4°C stieg der LCso-Wert
auf 1717 ng/cm® an, was auf eine sehr starke Abnahme der Toxin-Aktivitit hindeutete.
Nach 16-wochiger Lagerung wurde kein weiterer Abbau der Toxizitit des Toxins

beobachtet. Die Konfidenzintervalle der LCsy des Toxins nach sechs- und 16-wdochiger
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Lagerung iiberschnitten sich, so dass ein signifikanter Unterschied in der Aktivitdt des

Toxins in diesem Lagerungszeitraum nicht bestand.

Tab. 7: Effekt der Lagerungsdauer auf die Toxizitit der CrylAb-Toxin-Charge J6B.
Signifikanzen der LCso-Wert nach Robertson und Preisler, 1992)

Lagerungsdauer  Anzahl der LCs 95% Signifikanz Steigung

(bei 4°C) eingesetzten (ng/ cm®) Konfidenzintervall *

(Woche) Larven
1 63 77 46,2-120,5 A 1,022 + 0,22
2 221 111 56,6-200 A 0,447 £ 0,079
3 256 299 151-633 AB 0,362 + 0,065
4 383 541 194-1794 BC 0,566 + 0,132
6 256 1717 973-5395 C 0,610 £ 0,175
16 256 1243 684-3335 C 0,442 £ 0,0926

*) unterschiedliche Buchstaben indizieren eine Signifikanz

Zur Uberpriifung, ob das Toxin innerhalb einen Zeitraums von 16 Wochen abgebaut
wurde, wurden Aliquots des Toxins im SDS-PAGE untersucht. Aus Abb. 21 ist ersichtlich,
dass das frisch aufgetaute Cry1Ab-Toxin der Charge J6A hauptséchlich aus einem 60-kDa-
und einem kleinen Teil 67-kDa-Protein bestand (Abb. 21, erste Woche). Nach einer
Lagerung von sechs Wochen bei 4°C konnte die Proteinbande von 67 kDa auf dem SDS-
Gel nicht mehr beobachtet werden. Allerdings konnte nach einer Lagerungszeit von 16
Wochen eine etwas kleinere Proteinbande von ca. 59 kDa unterhalb der 60 kDa
Proteinbande beobachtet werden. Es ist jedoch schwierig, diese beiden Banden auf dem

Gel zu sehen, da die Unterschiede der Molekulargewichte sehr gering waren.
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Abb. 21:  Abbau des CrylAb-Toxins aus XL1-Blue/pBD140 wihrend 16 Wochen bei 4°C
Lagerung (M: BenchMark Protein Marker und MG in kDa an der linken Seite
angegeben; 7%-iges Gel).

353 Vergleich der Bioaktivitit des Toxins aus rekombinantem CrylAb und

aus getrocknetem transgenen Mais

In diesem Versuch wurde die Moglichkeit gepriift, die Empfindlichkeit von O. nubilalis
gegeniiber CrylAb in Maispulver aus getrockneten Bléttern der transgenen Maislinie
Mon810 zu testen und mit der Empfindlichkeit gegeniiber E. coli exprimiertem CrylAb zu
vergleichen. Zundchst wurde die CrylAb-Menge in den gemahlenen und getrockneten
Blittern mittels ELISA (Quantiplate™™-Kit) bestimmt. Sie betrug 5 pg/g Pulver. Um die
Konzentration des CrylAb-Toxins im semi-synthetischen Medium in dem Bereich 0,025-
0,45 pg/ml einzusetzen, wurden entsprechende Mengen von isogenem und transgenem
Maispulver gemischt. Abbildung 22 zeigt, dass die hochste Mortalitit von maximal ca.
10% bei Toxinkonzentrationen zwischen 0,325-0,45 pg/ml erreicht wurden. Zusétzliche
Biotests zeigten, dass eine hohere Mortalitit auch bei Verwendung hoéherer Mengen des

transgenen Maispulvers nicht zu erzielen waren (Ergebnis nicht dargestellt).
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Abb. 22a: Vergleich der Mortalitdt und Wachstumshemmung des Maisziinslers O. nubilalis mit
zunehmendem Anteil des getrockneten transgenen Maispulvers in Semi-synthetischem
Medium (Werte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant mit

0=0,05, Scheftfe’s Test).

Hingegen konnten signifikante Unterschiede bei der Wachstumshemmung des Maisziinsler
in diesem Biotest festgestellt werden (Abb. 22a und b). Mit zunehmender
Toxinkonzentration nahm die Wachstumshemmung beziiglich des Gewichts der einzelnen
Maisziinslerlarven zu. Das Wachstum der Larven wurde bei der Konzentration von 0,45 pg
Toxin/ml vollstindig gehemmt. Sieben Tage nach der Behandlung zeigten die Larven noch
schwache Bewegungen, entwickelten sich allerdings nicht mehr weiter und verblieben im
L1-Stadium. Bei weiterer Beobachtung zeigte sich, dass sich die Gréf8e und das Gewicht
der Larven bei den zwei hochsten Toxinkonzentrationsstufen bis zum 14. Tag nicht mehr

verdnderte (Abb. 22b). Zu diesem Zeitpunkt fing ein Teil des Mediums an zu schimmeln.

Trotz der niedrigen Mortalitit, zeigte der Biotest mit der Verwendung des getrockneten Bt-
Maispulvers eine vollstindige Wachstumshemmung der Larven, so dass dies als eine

Alternative zur Testung von Suszeptibilitit und Resistenz geeignet ist.
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Behandelte Kontrolle
Larve Larve

Abb. 22b: Wachstumshemmung der O. nubilalis Larven im zweiwOchigen Biotest mit
transgenem Maispulver. Links: Larve auf Bt-Maispulver (0,09 g Maispulver/ml

Medium). Rechts: Larve auf Kontrollmedium mit isogenem Bt-Maispulver.
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B. Analyse transgener Maispflanzen der Linien Mon810 und Bt176 an zwei

Versuchsstandorten in Deutschland - Saison 2001 bis 2003

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit beinhaltet ein quantitatives Expressionsmonitoring des
CrylAb-Toxins in unterschiedlichen Pflanzenorganen der transgenen Maislinien Mon810
und Btl76. Die Quantifizierung der CrylAb-Expression erfolgte zu den
Entwicklungsstadien EC20, EC30, EC60, EC80 in den drei aufeinander folgenden
Versuchsjahren 2001 bis 2003 mittels DAS-ELISA, um das Expressionsmuster von
CrylAb in den  verschiedenen  Bt-Mais-Linien unter  mitteleuropdischen

Freilandbedingungen zu erfassen.

3.6 Immunologischer Nachweis des CrylAb-Toxins in transgenen
Maispflanzen
3.6.1 Immunoblot mit polyklonalem und monospezifischem Antikorper

Zundchst wurde untersucht, inwiefern sich Immuno-Blotting mit pAK-NTH1 und den
monospezifischen pAK (msAK-NTH1 und msAK-NTH2) eignet, um CrylAb in
transgenen Maispflanzen zu detektieren. Getestet wurden Proteinextrakte aus Bléttern der
Maislinien Mon810 und Bt176. Die Proteinextraktion wurde mit der Aceton-Féllung
durchgefiihrt. In diesem Versuch wurden 1/7 des Volumens des gesamten Proteinextrakts
aus einem Gramm Maisblatt pro Spur aufgetragen. Die Toxinmengen pro Spur im SDS-
Gel wurden anhand der mittels DAS-ELISA des Quantiplate™-Kits ermittelten
Toxingehalte in 1 g Blattmaterial errechnet. Als Negativkontrollen dienten die
Proteinextrakte der entsprechenden isogenen Sorten Nobilis bzw. Prelude. Das aus E. coli
gereinigte Cryl Ab-Protoxin (130 kDa) und das aktive Cryl1Ab-Toxin (60 kDa) wurden als

Positivkontrollen verwendet.

Mon810 und Bt176 exprimieren C-terminal verkiirzte Cryl Ab-Protoxine von 92 kDa bzw.
65 kDa (Monsanto Corn, 1995 in Freese, 2001; Essential Biosafety, 2001). Wie aus
Abb. 23A und B ersichtlich, konnte in den transgenen Maislinien nur eine Bande von 60
kDa detektiert werden. Diese war auch in den isogenen Linien vorhanden und diirfte eine

unspezifische Reaktion mit einem pflanzlichen Protein sein. Die Immunoblots der
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Proteinextrakte mittels einer Ammoniumsulfat-Féallungs-Methode zeigten &hnliche

Ergebnisse wie in Abb. 23A (Ergebnisse nicht dargestellt).

A polyklonaler Antikorper B
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Abb. 23:  Nachweis des CrylAb-Toxins in den transgenen Maislinien (A) Bt176 und (B)
Mon810 mittels Western-Blot mit pAK-NTHI1 (1/6000) und (C) dem msAK-NTH?2
(1/1000) gegen Cryl Ab-Toxin. Die MG des aus E. coli gereinigten Cry1Ab-Protoxins
und des CrylAb-Toxins sind an der linken Seite der Abbildung angegeben.
Expositionsdauer: A: 5 min, B und C: 10 min. A, B: 10%-iges SDS-Gel; C: 7%-iges
SDS-Gel.
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Bei dem Immunoblotting mit dem monospezifischen AK gegen das aktive Cryl Ab-Toxin
war die unspezifische Bande des Pflanzenproteins nicht mehr zu sehen (Abb. 23C). Trotz
des starken Signals des CrylAb-Toxins und des schwicheren Signals des aus E. coli
gereinigten CrylAb-Protoxins im Blot, konnte das CrylAb-Toxin aus transgenen
Pflanzenproben weder bei der Linie Mon810 noch bei Bt176 detektiert werden.

3.6.2 Immunoblot mit monoklonalen Antikdrpern

Walschus et al. (2002) entwickelten monoklonale Antikorper (Klone 3A11C3, 2C4Gl11
und 3E7E9) und konnten im ELISA eine Nachweisgrenze von 0,4 ng/ml Cryl Ab ermitteln.
Diese drei mAKs wurden iiber eine Protein-G-Séule aus Acitesfliissigkeit gereinigt und in
Western-Blots zur Detektion verschiedener Cryl Ab-Varianten getestet. Abbildung 24 stellt
exemplarisch einen Immunoblot dar, bei dem der mAK 3A11C3 verwendet wurde. Auf
dem Blot waren neben E. coli exprimiertem CrylAb-Protein die Extrakte aus frischem
Pflanzenmaterial sowie die Extrakte aus getrocknetem Pflanzenmaterial der transgenen
Linie Mon810 (Novelis) und ihrer isogenen Sorte (Nobilis). Bei den frischen Proben wurde
die Proteinextraktion mit der Aceton-Féllungs-Methode durchgefiihrt. Die Proteine aus

getrockneten Proben wurden im Extraktionspuffer des Quantiplate™-Kits extrahiert.

Frische Getrocknete
Probe Probe

> Q S

F o H & &

F F S S
T TS

80 80 0 850 0 4  ngCrylAb/Spur

kDa

130 — !

“8
60 —

Abb. 24:  Immunoblot des rekombinanten CrylAb-Toxins aus E. coli und aus den frischen und
getrockneten transgenen Maispflanzen der Linie Mon810 mit dem mAK 3A11C3
(1/1000) gegen das Cry1Ab-Toxin (Expositionsdauer: 15 min; 7%-iges SDS-Gel).
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Im Blot war die Intensitit der Bande des CrylAb-Toxins wiederum stirker als die des
Protoxins. Der mAK 3A11C3 konnte CrylAb in den Proteinextrakten der Linie Mon810
weder im frischen noch im getrockneten Pflanzenmaterial detektieren. Bei der
Negativkontrolle (isogene Pflanzen) waren erwartungsgeméil keine Banden erkennbar. Die
Immunoblots mit den mAKs 2C4G11 und 3E7E9 waren mit dem Blot in Abb. 24 identisch
(Ergebnisse nicht dargestellt). Somit wurden mit den mAKs dhnliche Ergebnisse wie mit
dem pAK gefunden: Alle AKs waren in der Lage, E. coli exprimiertes CrylAb-Protoxin
und -Toxin zu binden, doch zeigten sie keine Reaktion mit Proteinextrakten aus

transgenem Mais.

3.6.3 Einfluss des Pflanzenextraktes auf die Affinitit des Antikorpers und des
CrylAb-Toxins

Nachdem die Proteinextrakte aus transgenem Mais keine Reaktion mit den AKs gezeigt
hatten, wurde untersucht, ob der Pflanzenextrakt die Reaktion zwischen dem CrylAb-
Toxin und dem AK beeinflusst. Hierzu wurde ein variierendes Volumen des
Pflanzenproteinextraktes (5, 10, 15, 20 pl, entsprechend 7, 14, 21 und 28 ng Toxin) mit
einer konstanten Menge des E. coli exprimierten Cryl Ab-Toxins (650 ng) gemischt, in
einer SDS-PAGE aufgetrennt, anschliefend auf eine PVDF-Membran geblottet und mit
dem monospezifischen pAK detektiert.

Q
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Abb. 25:  Priifung des Nachweises des aktiven CrylAb-Toxins nach Einmischen in
verschiedene Mengen von Pflanzenproteinextrakten im Western-Blot mit msAK-

NTH2 (1/1000) (Expositionsdauer: 15 min).
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Wie in Abb. 25 dargestellt, nahm die Intensitit der CrylAb-Toxinbande mit steigender
Menge zugemischtem Pflanzenextrakt stetig ab. Bei 28 ng zugemischtem pflanzlichen
Proteinextrakt war das CrylAb-spezifische Signal fast vollig verschwunden. Auch im
Proteinextrakt aus Mon810 war kein Signal detektierbar. Dieses Ergebnis deutete darauf
hin, dass es eine Interaktion zwischen CrylAb und pflanzlichem Proteinextrakt gibt, die

zum Verlust des Cryl Ab-spezifischen Signals fiihrt.

3.64 Test des optimierten indirekten ELISA mit transgenem Pflanzenmaterial

Anhand der Ergebnisse des optimierten indirekten ELISA-Tests in Kap. 3.3 sollte ein
ELISA-Test etabliert werden, um die Reaktion zwischen dem pAK und dem CrylAb-
Toxin in den transgenen Maislinien Mon810 und Bt176 zu erfassen. Als Negativkontrolle
dienten Proteinextrakte aus isogenen Maislinien. Die ELISA-Untersuchungen zeigten eine
Reaktion des pAK mit Extrakten aus den isogenen Sorten Nobilis und Prelude, wie es
bereits im Western-Blot (Kap. 3.6.1) zu beobachten war (Ergebnisse nicht dargestellt).
Daher wurde in den weiteren Untersuchungen zum Expressionsmonitoring des Cryl Ab im

transgenem Mais der kommerziell erhiltliche Quantiplate™-Kit verwendet.

3.7 Expressionsmonitoring von CrylAb in den Maislinien Mon810 und Bt176

In den Versuchsjahren 2001 bis 2003 wurden an den Standorten Bonn und Halle insgesamt
2023 Gewebeproben der transgenen Linien Mon810 (Novelis) und Bt176 (Valmont) und

ithrer isogenen Sorten Nobilis und Prelude entnommen (Tab. 8a, 8b und 8c).

Tab. 8a:  Anzahl der Gewebeproben der Maislinien Mon810 am Standort Bonn (2001 bis 2003)

Mon810 Anzahl der Proben am Standort Bonn pro Jahr
Entwicklungsstadium 2001 2002 2003
EC20 54 54 27
EC30 72 72 36
EC60 90 90 54
EC80 90 90 54

Summe 306 306 171
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Wihrend in den Versuchsjahren 2002 und 2003 die Gewebeproben einzelner Pflanzen als
verbundene Stichprobe entnommen und behandelt wurden, war es im Versuchsjahr 2001
aus probenahmetechnischen Griinden nicht moglich, die verschiedenen Gewebeprobe
jeweils einer bestimmten Pflanze zuzuordnen (unverbundene Stichproben). Jede
Pflanzenprobe wurde entsprechend der Herstellerangaben des Quantiplate™™-Kits
extrahiert und quantifiziert. Bei der statistischen Auswertung wurden alle Pflanzen (ca. 9%
von den gesamten Pflanzenproben der drei Versuchsjahre 2001 bis 2003), in denen kein
Toxin in allen Gewebe nachgewiesen werden konnte, nicht beriicksichtigt. Aus diesem

Grund variierte die Probenanzahl zwischen den verschiedenen EC und Jahren.

Tab. 8b:  Anzahl der Gewebeproben der Maislinien Mon810 und Bt176 am Standort Halle
(2001 bis 2003)

Anzahl der Proben am Standort Halle pro Jahr

Entwicklungsstadium 2001 2002 2003

Mong810 Bt176 Mong810 Bt176 Mong810 Bt176

EC20 42 42 42 42 21 21
EC30 56 56 56 56 28 28
EC60 70 70 70 70 36 36
EC80 70 70 70 70 42 42
Summe 238 238 238 238 127 127

Tab. 8c: Anzahl der Wurzelreste der Saison 2001 und 2002

Probenahme im Jahr 2002 Probenahme im Jahr 2003
Standort Bonn Standort Bonn Standort Halle
Mon&10 Mon810 Bt176

2 18 14
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3.7.1 CrylAb-Expression in Mon810

3.7.1.1 Standort Bonn

3.7.1.1.1 Vergleich der CrylAb-Gehalte zwischen den Entwicklungsstadien

Die CrylAb-Gehalte in den verschiedenen Geweben (Wurzel, Stingel, Blatt, Antheren,
Pollen und Kolben) verschiedener Entwicklungsstadien (EC20, EC30, EC60, EC80) in den
drei Jahren 2001 bis 2003 der Linie Mon810 sind in Abb. 26 A-F dargestellt. Als
Negativkontrolle dienten die Pflanzenproben aus der isogenen Sorte Nobilis. In allen
genommenen Negativkontrollen konnten mittels ELISA-Test keine CrylAb-Gehalte
nachgewiesen werden (Extinktionswerte <0,1) und wurden bei der Auswertung nicht

berticksichtigt.

Die Expression des Cryl Ab-Toxins in den Wurzeln war im Laufe der Vegetationsperiode
weitgehend konstant und betrug zwischen 1,1-1,8 pg/g FG. Die Cryl Ab-Gehalte in den
EC20 bis 80 unterschieden sich, abgesehen vom EC30 der Saison 2002, nicht signifikant
voneinander (Scheffe's Test; a=0,05), (Abb. 26A, groBe Buchstaben).

In den Stingeln stieg der durchschnittliche CrylAb-Gehalt in allen Versuchsjahren
wihrend der Vegetationsperiode kontinuierlich an. Im EC80 war er doppelt bis dreifach

hoher als im EC20 bzw. EC30 desselben Jahres (Scheffe’s Test; a=0,05), (Abb. 26B).

Im unteren Blatt war die CrylAb-Expression im Laufe der Vegetation unterschiedlich.
Zwischen EC30 und EC60 ergab sich kein signifikanter Unterschied der Toxingehalte
(Abb. 26C, grofle Buchstaben). Die durchschnittliche Cryl Ab-Konzentration im EC60 war
halb so hoch wie in den fritheren und spiteren Entwicklungsstadien EC30 und EC80. Dies

konnte zum Teil durch den physiologischen Zustand der Proben bedingt sein.

Im oberen Blatt schwankten die Toxinexpressionen zwischen EC20, EC30 und EC60,
unterschieden sich jedoch nicht signifikant voneinander (auller zwischen EC30 und EC60
des Jahres 2001) (Abb. 26D, groBe Buchstaben). Eine signifikante Zunahme der
Toxingehalte im EC80 wurde im oberen Blatt der drei Versuchsjahre festgestellt. Der
Cry1 Ab-Gehalt war im EC80 ca. 1,5-4fach hoher als im EC20 desselben Jahres.

Insgesamt war die Expression des CrylAb in den Blittern gegeniiber den anderen

Pflanzengeweben am hochsten.
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Abb. 26:  A: Cryl Ab-Gehalte der Maislinie Mon810 am Standort Bonn in den Versuchsjahren
2001-2003 in den Wurzeln; B: Cryl Ab-Gehalte im Stdngel. Werte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant mit Scheffe's Test; a=0,05. Die groflen
Buchstaben indizieren den Unterschied der Cryl Ab-Expression in den verschiedenen
EC getrennt nach Jahr und Pflanzengewebe. Die kleinen Buchstaben indizieren den
Unterschied der Cryl Ab-Expression zwischen den Jahren 2001 bis 2003 nach EC und
Pflanzengewebe (Fehlerbalken: STABW; n: Anzahl der Proben).
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Abb.26 (Fortsetzung) C: CrylAb-Gehalte der Maisliniec Mon810 am Standort Bonn im
unteren Blatt; D: Cryl Ab-Gehalte im oberen Blatt (Legende siche Abb. 26A und B).
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Abb. 26 (Fortsetzung) E: CrylAb-Gehalte der Maislinie Mon810 am Standort Bonn in den
Antheren; F: Cryl Ab-Gehalt im Kolben (Legende siche Abb. 26A und B).

3.7.1.1.2 Vergleich der CrylAb-Gehalte zwischen den Versuchsjahren

In den Wurzeln wurde das Cryl Ab-Toxin sowohl bei verschiedenen Entwicklungsstadien
als auch in den verschiedenen Jahren anndhernd in gleicher Menge exprimiert. Eine
Ausnahme war im Jahr 2002 (EC20 und EC30) und im Jahr 2003 (EC20) zu sehen, als der
Gehalt des Cryl1Ab-Toxins etwas geringer war (0,6-1,1 pg/g FG und 0,9 ng/g FG). Dieser
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Unterschied konnte statistisch signifikant gegeniiber der Saison 2001 (EC20 und EC30)
abgesichert werden (Abb. 26A, kleine Buchstaben).

In den Stingeln war der CrylAb-Gehalt im Jahr 2003 wihrend der ganzen
Vegetationsperiode signifikant héher als in den Jahren 2001 und 2002 (Abb. 26B, kleine
Buchstaben).

Aus Abb. 26C ist ersichtlich, dass der Toxingehalt im unteren Blatt des Jahres 2002 in drei
EC30, EC60 und EC80 in der Tendenz niedriger war als im Jahr 2001 und 2003. Ein

signifikanter Unterschied konnte jedoch nur im EC30 abgesichert werden.

Im oberen Blatt war der Cryl Ab-Gehalt im Jahr 2002 bei EC20 und EC30 signifikant
geringer als in den gleichen EC der Jahre 2001 und 2003. Im EC60 waren die CrylAb-
Gehalte im Jahr 2003 mit 3,68 pg/g FG signifikant hoher als im Jahr 2001 (2,07 pg/g FG)
und 2002 (1,97 pg/g FG). Im EC80 konnte kein Unterschied zwischen den Jahren
gemessen werden (Abb. 26D).

In den Antheren lag der Cryl Ab-Gehalt im Jahr 2003 um 3,4 pg/g FG und war somit ca.
zwei- bis dreifach hoher als im Jahr 2001 und 2002 (Abb. 26E).

In den Kolben war der Toxin-Gehalt in den Jahren 2002 und 2003 geringer als im Jahr
2001. Statistisch abgesichert werden konnte jedoch lediglich der Toxin-Gehalt des Jahres
2002 im Vergleich zu 2001 (Abb. 26F).

3.7.1.1.3 Korrelation der CrylAb-Gehalte innerhalb einer einzelnen Pflanze

Um zu tberpriifen, ob die Expression des Toxins in den verschiedenen Geweben einer
Pflanze miteinander korreliert, wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson mit der SAS-
Prozedur CORR  durchgefiihrt.  Tabelle 9  enthdlt die  ausgewerteten
Korrelationskoeffizienten zwischen der Cryl Ab-Expression in der Wurzel, dem Stingel
und dem unteren und oberen Blatt in den beiden Versuchsjahren 2002 und 2003. Die Daten
von 2001 wurden nicht verrechnet, da die verschiedenen Pflanzengewebe nicht jeweils
einer bestimmten Pflanze zugeordnet werden konnten, weshalb keine verbundene
Stichprobe vorlag. Da der Toxingehalt im oberen Blatt in allen vier Entwicklungsstadien
bestimmt wurde und sein Variationskoeffizient niedriger als in anderen Gewebeproben
war, wurde das obere Blatt als Bezugspunkt flir die Korrelationsanalyse verwendet. Die

Ergebnisse in Tab. 10 zeigen, dass nur in drei der 22 Untersuchungsglieder, ndmlich in
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Wurzel (2002, EC80), Stiangel (2002, EC20) und unteres Blatt (2003, EC30), eine
Korrelation mit dem CrylAb-Gehalt des oberen Blattes vom selben Jahr und EC

nachgewiesen werden konnte. In den meisten Fillen konnte keine Korrelation zwischen

den Cryl Ab-Gehalten in den verschiedenen Pflanzenteilen ermittelt werden.

Tab. 9: Korrelation der Cryl Ab-Expression (nach Frischgewicht) in den einzelnen Pflanzen.
Der Bezugspunkt war jeweils das obere Blatt in den beiden Jahren 2002 und 2003
(nach t-Test; a: Korrelationskoeffizient; b: Wahrscheinlichkeitsrate nicht korreliert; c:
Anzahl der Beobachtungen)
Wachs- | Pearson Bonn, 2002 Bonn, 2003
tums Korrelation | Wurzel | Stingel | unteres Wurzel Stingel | unteres
stadium Blatt Blatt
EC20 |a 0,054 0,572 0,474 0,224
b 0,848 0,025 0,235 0,594
c 15 15 8 8
EC30 |a 0,154 0,183 -0,148 -0,376 0,415 0,867
b 0,57 0,513 0,583 0,359 0,306 0,005
c 16 15 16 8 8 8
EC60 |a -0,227 0,319 0,084 -0,026 —0,111 0,272
b 0,665 0,538 0,874 0,951 0,792 0,515
c 6 6 6 8 8 8
EC80 |a 0,804 -0,251 -0,357 0,126 0,14 0,086
b 0,016 0,548 0,384 0,766 0,741 0,839
c 8 8 8 8 8 8
3.7.1.2 Standort Halle
3.7.1.2.1 Vergleich der CrylAb-Gehalte zwischen den Entwicklungsstadien

Bei der Quantifizierung der CrylAb-Gehalte in verschiedenen Maisgeweben der Linie

Mon810 in vier Entwicklungsstadien am Standort Halle zeigten sich folgende Ergebnisse:

Die Toxingehalte der Wurzelproben lagen zwischen 0,8-2,8 pg/g FG. Es wurden keine

signifikanten Unterschiede zwischen den CrylAb-Gehalten der vier Wachstumsstadien
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jeder Saison (2001 bis 2003) beobachtet (Scheffe’s Test, a=0,05), (Abb. 27A, grofle
Buchstaben).

In den Stingeln war der Toxingehalt im EC20 der Jahre 2001 und 2002 geringfiigig hoher
als im EC30. Dieser Unterschied wurde statistisch abgesichert (Abb. 27B, grof3e
Buchstaben). Ab EC30 bis EC80 nahm der Cryl Ab-Gehalt in allen drei Jahren stetig zu.
Zum spiteren Entwicklungsstadium EC80 war er am hochsten (0,86-1,97 ng/g FG).

Aus Abb. 27C ist ersichtlich, dass der Cryl Ab-Gehalt im unteren Blatt im EC80 des Jahres
2001 gegeniiber EC30 und EC60 signifikant erhdht war. Im Jahr 2002 konnte dieser
Unterschied nur zwischen EC30 und EC80 festgestellt werden. Ein annidhernd konstanter
durchschnittlicher Toxingehalt fand sich in allen drei EC30, EC60 und EC80 des Jahres
2003. Er betrug ca. 5,5-5,9 ug/g FG. Allerdings variierte der Wert der einzelnen Proben
innerhalb des EC80 im Jahr 2003 sehr stark (zwischen 1,4-9,6 ng/g FG).

Im oberen Blatt war der Toxingehalt in den drei Jahren im EC80 ca. 1,6-2fach hoher als im
EC20 desselben Jahres. Signifikante Unterschiede konnten jedoch nur in den zwei Jahren
2002 und 2003 festgestellt werden (Abb. 27D). Wie beim unteren Blatt schwankte der
Gehalt in den einzelnen oberen Blattproben im EC80 ebenfalls sehr stark, der hochste Wert
lag bei 11 pg/g FG (2002).

Insgesamt ergaben sich an dem Standort Halle die gleichen Cryl Ab-Expressionsmuster der

Maislinie Mon810 wie am Standort Bonn.



76 Ergebnisse

10 12001 12002 [ 2003

A Wurzel

CrylAb-Gehalt [pg/g FG]

3 12 6 5 12 6 5 12 6 5 126 n
EC20 EC30 EC60 EC80

[ 2001 12002 [ 2003
10

B Stingel

CrylAb-Gehalt [pg/g FG]

3 12 6 5 126 5 12 6 6 12 6 n
EC20 EC30 EC60 EC80

Abb. 27:  A: CrylAb-Gehalte der Maislinie Mon810 am Standort Halle in den Versuchsjahren
2001 bis 2003 in den Wurzeln; B: CrylAb-Gehalte im Stingel. Werte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant mit Scheffe’s Test; a=0,05.
Die groBBen Buchstaben indizieren den Unterschied der CrylAb-Expression in den
verschiedenen EC getrennt nach Jahr und Pflanzengewebe. Die kleinen Buchstaben
indizieren den Unterschied der CrylAb-Expression zwischen den Jahren 2001 bis
2003 nach EC und Pflanzengewebe (Fehlerbalken: STABW; n: Anzahl der Proben).
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Abb. 27 (Fortsetzung) C: CrylAb-Gehalte der Maislinie Mon810 am Standort Halle im
unteren Blatt; D: Cry1Ab-Gehalte im oberen Blatt (Legende siche Abb. 27A und B)
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Abb. 27 (Fortsetzung) E: CrylAb-Gehalte der Maislinie Mon810 am Standort Halle in den
Antheren; F: Cryl Ab-Gehalte in Kolben (Legende siehe Abb. 27A und B).

3.7.1.2.2 Vergleich der Cryl Ab-Gehalte zwischen den Versuchsjahren

Beim Vergleich der Toxingehalte (Mon810, Standort Halle) zwischen den Jahren 2001 bis
2003 zeigte sich folgendes Bild:

Der Cryl Ab-Gehalt der Wurzeln betrug im Jahr 2001 zwischen 1,9-2,8 ng/g FG und lag
haufig hoher als in den beiden Jahren 2002 und 2003 (0,8-1,1 ng/g FG und 0,8-1,7 ng/g
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FG). Fiir EC20 konnte lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen den Jahren 2001
(2,87 pg/g FG) und 2002 (1,07 ng/g FG) bzw. 2003 (0,84 ng/g FQG) festgestellt werden
(Abb. 27A, kleine Buchstaben).

In den Stangeln waren die Toxingehalte in den EC30, EC60 und EC80 des Jahres 2003
signifikant hoher als in den Versuchsjahren 2001 und 2002, deren Gehalte sich nicht
voneinander unterschieden. Im Jahr 2002 war der Cryl Ab-Gehalt im EC20 (0,59 ng/g FQG)
signifikant hoher als im Jahr 2001 (0,31 pg/g FG), jedoch unterschied er sich nicht von
dem des Jahres 2003 (0,48 ng/g FG) (Scheffe's Test; a=0,05), (Abb. 27B).

Im Jahr 2002 war der Toxingehalt im unteren Blatt in den EC30 und EC60 signifikant
geringer als in den Jahren 2001 und 2003. Der durchschnittliche CrylAb-Gehalt des
unteren Blattes im EC80 variierte zwischen 4,48 pug/g FG (2002) und 7,1 ng/g FG (2001),
ein signifikanter Unterschied der CrylAb-Gehalte dieser Jahre konnte jedoch nicht
festgestellt werden (Abb. 27C, kleine Buchstaben).

Im oberen Blatt lag der Cryl Ab-Gehalt im EC 20 der Jahre 2001 und 2002 geringfligig
hoher als der des Jahres 2003 (1,1-1,3fach). In den EC30 und EC60 waren die
Toxingehalte des Jahres 2003 signifikant hoher als in den Jahren 2001 und 2002. Im EC80
konnte kein signifikanter Unterschied in den drei Versuchsjahren beobachtet werden (Abb.

27D).

Der Cryl Ab-Gehalt in den Antheren betrug im Durchschnitt im Jahr 2002 bis zu 1,78 ng/g
FG. Er unterschied sich signifikant von dem Toxingehalt des Jahres 2001, jedoch nicht
signifikant von dem Toxingehalt des Jahres 2003 (Abb. 27E). Der geringste CrylAb-
Gehalt wurde in den Kolben quantifiziert, wobei sich in den Kolben des Jahres 2002 (0,12
ng/g FG) ein signifikanter Unterschied zu den Gehalten der Jahre 2001 (0,26 pg/g FG) und
2003 (0,34 ng/g FG) zeigte (Abb. 27F).

3.7.1.2.3 Korrelation der CrylAb-Gehalte innerhalb einer einzelnen Pflanze

Die Korrelationanalyse der Toxingehalte in den verschiedenen Pflanzengeweben der Jahre
2002 und 2003 mit dem Bezugspunkt ,,oberes Blatt“ zeigte, dass nur in einem der 22
Untersuchungsglieder, ndmlich unteres Blatt, EC60, eine Korrelation gefunden wurde
(Tab. 10). Im Jahr 2003 wurden in den meisten Entwicklungsstadien und im

Pflanzengewebe Korrelationkoeffizienten zwischen 0,58 und 0,73 gefunden, jedoch konnte
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aufgrund der Wahrscheinlichkeitsraten einer Nicht-Korrelation (>0,05) eine Korrelation

der Toxingehalte statistisch nicht nachgewiesen werden. Tendenziell lag keine Korrelation

zwischen der Cryl Ab-Expression im oberen Blatt und den anderen Pflanzenteilen in der

gleichen Pflanze vor.

Tab.10:  Vertikale Korrelation der CrylAb-Expression (nach Frischgewicht) in den
verschiedenen Pflanzengeweben der Linie Mon810 am Standort Halle. Der
Bezugspunkt war das obere Blatt der beiden Jahre 2002 und 2003 (nach t-Test; a:
Korrelationskoeffizient; b: Wahrscheinlichkeitsrate nicht korreliert; c¢: Anzahl der
Beobachtungen)

Wachst | Pearson Halle, 2002 Halle, 2003

umssta | Korrelation

. Wurzel Stingel unteres Wurzel Stingel unteres
dium
Blatt Blatt
EC20 l|a -0,499 -0,367 0,065 0,58
b 0,099 0,24 0,903 0,227
12 12 6 6
C
EC30 |a —-0,495 0,138 0,19 0,579 0,73 0,346
b 0,101 0,67 0,553 0,229 0,1 0,501
12 12 12 6 6 6
C
EC60 |a 0,249 —-0,249 0,617 0,642 0,473 0,64
b 0,435 0,433 0,033 0,169 0,343 0,171
12 12 12 6 6 6
C
EC80 |a 0,006 -0,263 0,185 0,601 0,688 0,731
b 0,985 0,408 0,564 0,207 0,131 0,098
12 12 12 6 6
C

3.7.1.2.4 Vergleich der CrylAb-Gehalte in Mon810 zwischen den Standorten Bonn

und Halle

Um zu tiberpriifen, ob ein Einfluss verschiedener geographischer Standorte auf die

Cryl Ab-Expression in den gleichen transgenen Maissorten bestand, wurden die Cryl Ab-

Gehalte von Mon810 in den einzelnen Pflanzenorganen der verschiedenen EC der drei

Versuchsjahre am Standort Halle mit denen in Bonn verglichen. Aus Abb. 28 ist

ersichtlich, dass zwischen den CrylAb-Gehalten der Pflanzenproben aus Halle und aus
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Bonn eine iiberwiegend positive Differenz bestand. Dies deutet darauf hin, dass insgesamt
die Cryl Ab-Gehalte in Halle in den drei Versuchsjahren hoher als in Bonn waren. Die
absolut hochste positive Differenz fand sich mit 2,9 pg/g FG in der oberen Blittern des
EC60 im Jahr 2003, was einem Unterschied von 49,2% entsprach. Die iiber die
Versuchsjahre gemittelten Unterschiede der Cryl Ab-Gehalte der Versuchsstandorte Halle
und Bonn sind in Tab. 11 dargestellt.

Tab. 11:  Prozentuale Differenzen der CrylAb-Gehalte zwischen Halle und Bonn (Mittelwerte
der Jahre 2001 bis 2003)

Cryl Ab-Gehalt -Differenz zwischen Halle und Bonn [%]

Pflanzenteil EC20 EC30 EC60 EC80
Wurzel 17,6 18,9 14,6 10,9
Stiangel 6,2 21,7 6,7 12,2
unteres Blatt 6.4 42,0 32,6
oberes Blatt 27,4 -9.8 49,2 10,7
Antheren 35,1
Kolben -6,1

Die prozentualen Differenzen in den Wurzeln, Stingeln und unteren Blittern lagen am
Standort Halle fiir alle Entwicklungsstadien {iber jenen von Bonn. Lediglich beim oberen
Blatt (EC30) konnte am Standort Bonn ein um 9,8% hoherer Cryl Ab-Gehalt gemessen
werden als am Standort Halle. Allerdings wird diese Differenz iiberwiegend durch den
Wert (EC30, 2001) verursacht, denn in den Jahren 2002 und 2003 waren die CrylAb-
Gehalte des EC30 am Standort Halle ebenfalls etwas groBer als am Standort Bonn (Abb.
28).
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Abb. 28:  Differenzen der Expressionshohe des Cryl Ab-Toxins in den verschiedenen Pflanzegeweben der Sorte (Novelis/Mon810) an den Versuchsstandorten
Halle und Bonn in den Versuchsjahren 2001 bis 2003. Positive Differenz: Cry1Ab-Gehalte in Halle hoher als in Bonn. Negative Differenz: Cryl Ab-

Gehalte in Bonn hoher als in Halle.
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3.7.2 CrylAb-Expression in Bt176

3.7.2.1 Vergleich der Cryl Ab-Gehalte zwischen den Entwicklungsstadien

Die CrylAb-Gehalte der Linie Bt176 in den verschiedenen Wachstumsstadien der drei
Versuchsjahre 2001 bis 2003 sind in Abb. 29 dargestellt. Bei Bt176 wurde das verkiirzte
CrylAb-Toxin, bedingt durch den  kombinierten FEinsatz des  Promotors
Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEPC) und des maispollenspezifischen Promotors,

tiberwiegend in den griinen Pflanzenteilen und in den Pollen exprimiert (Koziel et al., 1993).

In 32% der Wurzelproben der vier Wachstumsstadien wurde kein Toxin nachgewiesen. In den

iibrigen Proben wurde ein sehr geringer Toxingehalt von ca. 0,003 pg/g FG ermittelt.

Die Expression von CrylAb-Toxin im Stingel war sehr gering (Abb. 29A). Der hochste
Cryl Ab-Gehalt trat im EC60 auf (20-93 ng/g FQG). Ein signifikanter Unterschied des EC60 im
Vergleich zu den anderen Entwicklungsstadien konnte lediglich im Jahr 2003 abgesichert
werden (Scheffe’s Test; a = 0,05).
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Abb. 29:  A: CrylAb-Gehalte der Maislinie Bt176 am Standort Halle in den Versuchsjahren 2001
bis 2003 im Stéingel. Werte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
mit Scheffe’s Test; 0a=0,05. Die groflen Buchstaben indizieren den Unterschied der
CrylAb-Expression in den verschiedenen EC getrennt nach Jahr und Pflanzengewebe.
Die kleinen Buchstaben indizieren den Unterschied der Cry1Ab-Expression zwischen den
Jahren 2001bis 2003 nach EC und Pflanzengewebe (Fehlerbalken: STABW; n: Anzahl
der Proben).
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Im unteren Blatt variierten die Cryl Ab-Gehalte in allen EC30, EC60 und EC80 zwischen 0,91
bis 2,71 ng/g FG. Die Cryl Ab-Gehalte unterschieden sich nicht statistisch zwischen den
Entwicklungsstadien (Scheffe’s Test; 0=0,05), (Abb. 29B).

In oberen Blatt zeigte sich hingegen, dass der Toxingehalt im Laufe der Vegetationsperiode
deutlich anstieg. In den EC20 und EC30, bei denen die Blattentwicklung und das
Langenwachstum stattfindet, waren die Toxingehalte in den oberen Blittern relativ gering.
Bei spiteren EC60 und EC80 wurde bei der Bildung von Bliiten und Kolben der Pflanzen das
CrylAb-Toxin deutlich stidrker exprimiert. Im EC80 war der Gehalt ca. 4,6fach (2001),
14,5fach (2002) hoher als im EC20 desselben Jahres. Dieser Unterschied war signifikant
(Scheffe’s Test; a=0,05), (Abb. 29C). Im Versuchsjahr 2003 war der Toxingehalt im oberen
Blatt wéhrend der frilhen Wachstumsstadien 2,8fach geringer als in der spiteren
Vegetationsperiode. Allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant, da der CrylAb-

Gehalt innerhalb der verschiedenen Pflanzen stark variierte.

In den Antheren konnte das CrylAb-Toxin von 0,12 pg/g FG (2002) bis zu 0,65 pg/g FG
(2001) nachgewiesen werden. Der Gehalt des Toxins in Kolbenproben lag unter 0,005 ng/g
FG (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 29: (Fortsetzung) B: CrylAb-Gehalte im unteren Blatt der Maislinie Bt176 am
Standort Halle (Legende siche Abb. 29A).
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Abb.29  (Fortsetzung) C: CrylAb-Gehalte im oberen Blatt der Maislinie Bt176 am Standort
Halle; D: Cryl1Ab-Gehalte in den Antheren (Legende sich Abb. 29A).
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3.7.2.2 Vergleich der Cryl Ab-Gehalte zwischen den Versuchsjahren

Die Toxingehalte in den Stingelproben waren im Verhéltnis zu ihrer Streuung zu gering, so

dass in den meisten EC kein Unterschied nachgewiesen werden konnte (Abb. 29A).

Im unteren Blatt waren die Toxingehalte in den EC30 und EC60 des Jahres 2002 deutlich
geringer als in denen der Jahre 2001 und 2003. Im EC80 unterschieden sie sich in den
einzelnen Jahren nicht (Abb. 29B).

In den Jahren 2001 und 2003 waren die Toxingehalte von EC20 bis EC60 im oberen Blatt 2-
3fach hoher als in 2002, wihrend sie im EC80 vergleichbar waren (Abb. 29C).

In den Antheren unterschieden sich die Cryl Ab-Gehalte in den Jahren 2001 (0,65 pg/g FG),
2002 (0,12 pg/g FG) und 2003 (0,3 pg/g FQG) signifikant von einander (Scheffe’s Test;
a=0,05) (Abb. 29D).

3.7.3 CrylAb-Expression - Spezielle Betrachtungen

In den vorangegangenen Abschnitten (Kap 3.7.1 und 3.7.2) wurden die CrylAb-Gehalte
verschiedener Pflanzenorgane wie Wurzel, Stingel, unteres Blatt, oberes Blatt, Antheren und
Kolben quantifiziert. Wiahrend des ersten Anbaujahres wurde in den transgenen Linien
entweder in der Stangelmitte oder aber im Kolben noch Maisziinsler gefunden. Daher stellte
sich die Frage nach der Verteilung des Cryl Ab-Toxins in den verschiedenen Bereichen der
jeweiligen Pflanzenorgane, wie beispielsweise im Mark der Kolben oder innerhalb der
Antheren und Pollen. Um diese Frage zu beantworten, wurden in den nachfolgenden
Versuchsjahren 2002 und 2003 zusitzliche Proben von Pollen, Kolbenmark und Koérnern

entnommen und deren Cryl Ab-Gehalt mittels ELISA quantifiziert.

3.7.3.1 CrylAb-Verteilung im Kolben

Die Cryl Ab-Gehalte im Kolbenmark von Mon810 lagen mit durchschnittlich 0,79 pg/g FG
(Bonn) und 0,90 pg/g FG (Halle) iiber denen der Korner 0,26 pg/g FG (Bonn) und 0,34 pg/g
FG (Halle) (Abb. 30A). Bei den Trockengewichten war das Verhidltnis umgekehrt. Das
Trockengewicht des Kolbenmarks betrug 14,7% (Bonn) und 12,1% (Halle), jenes der Kdrner
46,3% (Bonn) und 49,4% (Halle) (Abb. 30B). Bei Btl176 lagen die CrylAb-Gehalte im

Kolbenmark und in den Korner unterhalb der Nachweisgrenze.
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A:Verteilung des CrylAb-Toxins im Kolben der Maislinie Mon810 am Standort Bonn
und Halle. B: Relative Trockengewichte von Kolbenmark und Koémern bei Mon810

(Fehlerbalken: STABW; n: Anzahl der Proben).

CrylAb-Verteilung in Antheren und Pollen

Die CrylAb-Gehalte der Antheren bzw. des ausgeschiitteten Pollens von Mon810 und Bt176
der Jahre 2002 und 2003 sind in Abb. 31 dargestellt. Bei Mon810 war der Cryl Ab-Gehalt in
den Antheren sehr hoch (0,89-3,4 ug/g FG (Bonn) bzw. 1,78-2,59 ug/g FG (Halle). In den

Pollen war die Konzentration dagegen viel geringer (ca. 30-3000fach). In Halle war der

Cryl Ab-Gehalt in den Pollen von 2003 deutlich héher als in Bonn (96,5 ng/g FG). Bei Bt176

war dies umgekehrt. Die Konzentration des Toxins war in den Pollen ca. 3,1-7,6fach hoher als

in den Antheren (Abb. 31).
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Abb. 31:  CrylAb-Gehalt in Antheren und Pollen der Maisliniec Mon810 und Bt176 an den
Standorten Bonn und Halle in den Jahren 2002 und 2003 (Fehlerbalken: STABW; n:
Anzahl der Proben).

3.7.4 CrylAb-Nachweis in Wurzeln des Vorjahres

Der Versuchsanbau der transgenen Maislinien Mon810 und Bt176 wurde in den drei
aufeinander folgenden Jahren auf demselben Versuchsfeld durchgefiihrt. Im Friihjahr 2002
und 2003 war zu beobachten, dass auf dem Feld viele Wurzelstiimpfe der Maispflanzen der
vorangegangenen Saison lagen. Im Friihjahr 2002 wurden einige dieser Wurzeln von einer
einzigen Parzelle am Standort Bonn gesammelt und deren Toxingehalte bestimmt (Abb. 32).
Dabei war das CrylAb-Toxin in den Wurzeln, nachdem diese mindestens acht Monate auf
dem Feld allen Witterungsbedingungen ausgesetzt waren, noch nachweisbar. Der Toxingehalt
lag bei 17 ng/g getrockneter Wurzeln. Diese Untersuchung wurde im Jahr 2003 mit groBerer
Probenanzahl wiederholt, die durchschnittlichen CrylAb-Gehalte betrugen 15 ng Toxin/g
getrocknete Wurzeln (Abb. 32).

In Wurzelresten der Linie Bt176 (Standort Halle) wurde kein Toxin nachgewiesen, was nicht
verwundert, da der Cryl Ab-Gehalt im Frischmaterial unterhalb von 3 ng/g FG lag (vgl. Kap.
3.7.2) (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abb. 32:  Mittlerer CrylAb-Gehalt in Wurzelresten der Linie Mon810 aus dem Vorjahr am
Standort Bonn. Probenahme im Jahr 2002 (angebaut im Jahr 2001) und im Jahr 2003
(angebaut im Jahr 2002), (Fehlerbalken: STABW; n: Anzahl der Proben).
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4 DISKUSSION

4.1 Produktion und Reinigung des Cryl Ab-Protoxins und des Cryl Ab-Toxins

Die Expression des cryl Ab-Gens von B. thuringiensis in E. coli bot die Mdglichkeit, nur ein
einzelnes der verschiedenen insektiziden Kristallproteine zu produzieren. Die meisten B.
thuringiensis Stimme enthalten mehrere Protoxingene, wie z.B. B. thuringiensis ssp. kurstaki
HD1 mit drei cryl A-Genen (Kronstad et al., 1983). Mit dem im Rahmen dieser Arbeit
rekombinanten E. coli HB101-Stamm, der ein Plasmid der pMP-Serie enthélt (Masson et al.,
1989) und dem rekombinaten E. coli XL1-Blue-Stamm mit dem Plasmid pBD140 (de Maagd
et al., 1996), ist es moglich, eine hohe Produktion des CrylAb-Protoxins in voller Linge
(~130 kDa) entsprechend der nativen Form in B. thuringiensis zu erzielen. Die
Expressionshdhe betrug bis 100-110 mg Protoxin pro 1 Liter Kultur des Stamms HB101/pMP
und 170-240 mg Protoxin pro 1 Liter Kultur des Stamms XL1-Blue/pBD140 (Kap. 3.1).
Wihrend der Reinigung konnten bis zu 40% Protoxin verloren gehen. Der Reinheitsgrad des
Toxinprodukts wurde als wichtiges Kriterium betrachtet und mittels SDS-PAGE und
densitometrischer Methode (ImageMaster) iiberpriift. Das Protoxin wurde in E. coli als
Inclusion Body (IB) exprimiert. Mittels mechanischer Methode (French press), enzymatischer
Behandlung (mit Lysozym) oder der Kombination beider Methoden und zusitzlicher
Ultraschallbehandlung wurden die E. coli-Zellen lysiert und die IBs freigesetzt. Die Isolierung
der IBs hatte den Vorteil, dass das Protoxin leicht von 16slichen Proteinen, Lipiden und
anderen Zellbestandteilen von E. coli durch intensives Waschen mit Waschpuffer, PBS-Puffer
und destilliertem Wasser getrennt werden konnte. Diese Vorreinigung der IBs spielte eine
wichtige Rolle fiir den Reinheitsgrad des Protoxins. Je besser die IBs gereinigt wurden, desto
leichter erfolgte die Ultrafiltration des gelosten Protoxins. Deshalb sollte bei der Reinigung
der IBs des ungeldsten Proteins beachtet werden, dass die Zellen vollstindig lysiert sind.
Solange sich noch intakte Zellen im Pellet befinden, sind die IBs mit Zellwand und
Membrankomponenten verunreinigt. Unter Verwendung von TritonX-100 (0,5%-5%)

konnten letztere erfolgreich entfernt werden (Palmer und Wingfield, 1995).

In der Literatur sind mehrere alkalische Puffer beschrieben, mit denen die gereinigten 1Bs
gelost werden konnen. Ein haufig verwendeter Puffer stellt ein 50-100 mM
Natriumhydrogencarbonat Puffer (pH 10), mit 10 mM Dithiothreitol (DTT) als
Reduktionsmittel und 100 mM bzw. 200 mM NacCl dar. Die Inkubationszeit zum Ldsen der
IBs variiert von 2 h bis 8 h bei 37 °C (Maclntosh et al., 1990; Bosch et al., 1994; de Maagd et
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al., 1996). Eine andere Moglichkeit ist 8 M Harnstoff, 200 mM NaCl, 10 mM DTT, 0,1 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid und 50 mM NaHCO; (pH 10) (Bosch ef al., 1994). Der in der
vorliegenden Arbeit verwendete Puffer bestand aus 50 mM CAPS (pH 10,5), 0,25% B-
Mercaptoethanol und benétigte eine Inkubationszeit von 2 h, bei 37°C. Ein 0,1 M CAPS-
Puffer, (pH 10,5) wurde auch beim Losen des Kristallproteins aus B. thuringiensis ssp.
kurstaki (Bietlot et al., 1989b) bzw. der IBs des CrylE-Toxins (Masson et al., 1992) und
CrylA (CrylAa, CrylAb, CrylAc) (Clairmont ef al., 1998) verwendet.

In einigen Untersuchungen wurde das geloste CrylAb-Protoxin bzw. das CrylAb-Toxin
mittels Ionenaustausch-Chromatographie (MacIntosh et al., 1990), oder einer Kombination
mit Protein-Préizipitation und Dialyse gereinigt (Bietlot et al., 1989b). In der vorliegenden
Arbeit wurde eine einfache Methode zum Reinigung des CrylAb-Protoxins sowie des
CrylAb-Toxins in einem prdparativen Malstab durchgefiihrt. Die Ultrafiltration des
Protoxins mit einer Membran aus Regeneratcellulose (100 kDa Trenngrenze) konnte jedoch
nicht alle Proteine, unter 100 kDa, herausfiltrieren. Bei der Ultrafiltration des aktiven Toxins
mit einer Membran aus Polyethersulfon (50 kDa Trenngrenze) war die Reinigung ca. 6%
effektiver. Der Reinheitsgrad erreichte bis zu 86% (Kap. 3.2.1). Insgesamt wurden 368 mg
CrylAb-Toxin aus 18 Liter HB101/pMP und fast 2 g Protoxin aus 9 Liter XL1-Blue/pBD140
produziert (Tab. 4).

4.2 Proteolytischer Prozef} des aktiven CrylAb-Toxins

Das Cryl Ab-Kristallprotein von Bt-Sporen wird nach der Aufnahme von Lepidopterenlarven
in der alkalischen Umgebung des Mitteldarms geldst. Die Endo-Proteasen des Mitteldarms
spalten das geloste Protoxin zu einem aktiven Toxin mit einem trypsin-resistenten toxischen
Kernfragment. In dieser Arbeit wurde das geldste Protoxin mit Trypsin ca. 16 h bei
Raumtemperatur behandelt, um eine vollstandige Trypsinisierung einer groBeren Menge von
Protoxin (> 100 mg) zu erzielen. Optimierungsversuche ergaben, dass TPCK behandeltes
Trypsin aus Rinderpankreas (Sigma) zu dem geldsten Protoxin im Verhéltnis von 1/1 (w:w)
gegeben werden musste, um sicher zu sein, dass das gesamte Protoxin zu einem resistenten
Kernprotein von 60 kDa gespalten wurde. Die Menge des verwendeten Trypsins sowie die
Inkubationszeit sind ausschlaggebend fiir den Erfolg der Trypsinisierung. Sie variieren in der
Literatur. Nach Maclntosh et al. (1990) wurden das geldste CrylAb-Protoxin aus IBs der
E.coli und Trypsin in einem Verhéltnisse von 5/1 (w/w) fiir 6 h bei 18°C inkubiert, um ein

aktives trypsinresistentes Fragment zu bekommen. Bei den Untersuchungen von Rajamohan
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et al. (1996) mit dem Protoxin aus E. coli wurde 2% (w/w) Trypsin verwendet. Die
Trypsinisierung dauerte ca. 5 h bei 37°C. Zum Schlull wurde das trypsinisierte Toxin {iber
Nacht dialysiert. Eine Trypsinmenge, bis zu 10% des Protoxingewichts, wurde bei der
Behandlung einer geldsten Protoxinlosung verwendet, um die Produktion eines stabilen
trypsinresistenten Toxins zu priifen. Die Inkubation dauerte eine Stunde bei 37°C (de Maagd
et al., 1996).

Zum Molekulargewicht des aktiven CrylAb-Toxins gibt es in der Literatur zahlreiche
unterschiedliche Angaben. Bulla et al. (1979) berichteten, dass das 130 kDa Protoxin aus B.
thuringiensis ssp. kurstaki zu einem biologisch aktiven Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 68 kDa abgebaut wird. Nach Hofte und Whiteley (1989) gibt es 20
cryl-Gene, die fiir Proteine mit einem Molekulargewicht von 130-140 kDa kodieren. Diese
Protoxine werden durch die Proteasen im Mitteldarm der Larven in ein toxisches
Kernfragment von 60 bis 70 kDa iiberfiihrt. Bosch et al. (1994) und de Maagd et al. (1996)
gaben hierfiir ein Molekulargewicht von ungefiahr 65 kDa an. Auch bei der Behandlung des
insektiziden Kristallprotoxins aus B. thuringiensis ssp. kurstaki HD 73 sowie aus B.
thuringiensis ssp. kurstaki HD-1 mit den Proteasen Trypsin und Chymotrypsin haben
Indrasith et al. (1991) gezeigt, dass nach 6 h Inkubation ein resistenter Kern mit einem
Molekulargewicht von 65 kDa vorliegt. Dieser Unterschied des Molekulargewichts des
aktiven Toxins konnte auf Grund der verschiedenen Arten bzw. Stimme der Wirtsbakterien
zustande kommen. Die Behandlung mit unterschiedlichen Proteasen wie z.B. TPCK-Trypsin
oder Trypsin aus der Darmfliissigkeit der verschiedenen Insektenarten konnte die GroBe des
Toxins ebenfalls beeinflussen (Bietlot ez al., 1989b; Clairmont et al., 1998; Aronson et al.,
1999). Bietlot et al. (1989b) fand, dass das gereinigte Toxin resistent gegen weitere
Proteolyse von Chymotrypsin, Elastase und Thermolysin bei pH 10,5 war. Jedoch wurde das
Toxin bei der Behandlung mit Papain und Pronase in kleinere Fragmente iiberfiihrt. Es konnte
aber auch daran liegen, dass das Toxin (67-65 kDa) nicht vollstindig bis auf den
trypsinresistenten Kern abgespalten wurde. In eigenen Untersuchungen konnte bei der
Trypsinisierung des Protoxins aus HB101/pMP ein CrylAb-Toxin von ungefihr 67 kDa
nachgewiesen werden (Kap. 3.1.3). Dies war jedoch vermutlich eine unvollstindige
Trypsinisierung, da bei Lagerung und bei einer weiteren Produktionscharge das CrylAb-
Toxin im Bereich von ungefihr 65 kDa lag. In weiteren Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass das Molekulargewicht des trypsinresistenten Kerns auch nicht 65
kDa war, sondern das Protoxin sowohl vom HB101/pMP-Stamm als auch vom XLI-

Blue/pBD140-Stamm weiter bis zu 60 kDa gespalten werden konnte. Bei der Uberpriifung der
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Stabilitdt des trypsinresistenten Kerns gegen einen weiteren Abbau von Trypsin wurde
festgestellt, dass das aktive Toxin aus HB101/pMP-Zellen trotz einer bis zu 72stiindigen
Behandlung des trypsinresistenten Kerns bei 60 kDa verblieb. Hingegen wies das aktive
Toxin aus XL1-Blue/pBD140-Zellen zusétzlich zu der 60 kDa Bande noch eine kleinere
Bande auf, die ein kDa kleiner als das aktive Toxin war (Abb. 11A und B, Kap. 3.1.3).

4.3 Stabilitit des Cryl Ab-Protoxins und des Cryl Ab-Toxins

Eine weitere Aufgabe der Etablierung einer standardisierten Produktion des CrylAb-
Protoxins und des CrylAb-Toxins lag in der Optimierung der Lagerungsbedingungen. Diese
wurde {iber einen Zeitraum von 8 Monaten bei verschiedenen Temperaturen getestet. Die
Ergebnisse im SDS-Gel zeigten, dass das CrylAb-Protoxin Charge J6A (aus HB101/pMP)
sowie das aktive Toxin Charge J4 (aus XL1-Blue/pBD140) stabil waren, solange sie im
gefrorenen Zustand vorlagen (Abb. 13a Gel A und Abb. 13b Gel C).

Stabilitdtsuntersuchungen des aktiven Toxins im SDS-Gel und in Biotests von Van
Frankenhuyzen ef al. (1991) haben gezeigt, dass die Lagerung bei hohem alkalischem pH der
Enzymlosung des Insektendarms selbst nach drei bis vier Monaten bei 6°C nicht
beeintriachtigt war. Die Toxizitdt des Toxins im Biotest zeigte ebenfalls keine Verdnderung. In
der vorliegenden Arbeit konnte im SDS-Gel lediglich eine geringe Verdnderung der aktiven
Toxinbande (Charge J4) nach 8 Monaten Lagerung bei 4°C beobachtet werden, wihrend das
Protoxin (Charge J6A) mit einer Konzentration von 200 pg/ml {iber einen Zeitraum von 8
Monaten vollstindig abgebaut wurde. Die Lagerfahigkeit des CrylAb-Toxins (Charge J3 und
J4) aus HB101/pMP war besser als die des Protoxins, da es einen trypsinisierten Kern besitzt
und deshalb bei 4°C relativ resistent gegeniiber einem weiteren proteolytischen Abbau ist.
AuBlerdem héngt der Protoxinabbau selbst in der Regel von der Konzentration der
Protoxinlosung ab. Hoher konzentrierte Proteinldosungen sind stabiler als stark verdiinnte
Losungen (Scopes, 1994). Beim Protoxin wurde allerdings beobachtet, dass eine
Protoxinkonzentration iiber 3 mg/ml zu einer Prézipitation fiihren kann. Beim Auftauen und
wieder FEinfrieren wurde festgestellt, dass das Protoxin ebenfalls prézipitiert. Eine
Veranderung des pH-Werts konnte ebenfalls zu einer Prizipitation des Toxins fiithren.
Allerdings ist es sehr schwer, diese Prézipitation wieder zu 16sen. Lecadet (1967) beobachtete,
dass das in 8 M Harnstoff gelste bipyramidale Kristallprotein durch die Entfernung des
Harnstoffs mittels Dialyse in seine urspriingliche Form zuriickkehren konnte. Um die

Kristalle nach der Rekristallisierung wieder zu 16sen, wird ein alkalischer Puffer mit einem
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pH-Wert von mindestens 12 bendtigt, anstatt einem pH-Wert von 10, der bei dem
unbehandeltem Kristallprotein eingesetzt wird (Du et al., 1994). Der Verlust bei der
Solubilisierungsfahigkeit des Protoxins korreliert mit seinem Toxizitétsverlust (Du et al.,
1994). Nach Agaisse und Lereclus (1995) hiangen die Formation der Kristallstruktur und seine
Loslichkeitseigenschaften vermutlich von einer Vielzahl von Faktoren ab, wie z.B. der

Sekundairstruktur der Cry-Proteine und Anzahl an Disulfidbindungen.

4.4 Biologische Wirkungskontrolle

4.4.1 Aktivitiit des Cryl Ab-Protoxins und des -Toxins aus rekombinanten E. coli

Parallel zu den Untersuchungen zur Stabilitit des produzierten CrylAb-Protoxins aus
rekombinanten E. coli und des aktiven Toxins wurde in der vorliegenden Arbeit deren
biologische Aktivitét iiberpriift. Bei einem Biotest mit dem ersten Larvenstadium von O.
nubilalis zeigte sich, dass die Toxizitét des Protoxins aus XL1-Blue/pBD140 der Chargen J5
und JOA identisch war. Die LCso-Werte lagen bei der eingesetzten Oberflichen-Methode
zwischen 50 bis 72 ng/cm” (Kap. 3.5.1). Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deckten sich
mit den Untersuchungen von Meise (2003), der einen LCso-Wert von 67 ng/cm’® unter
Verwendung des CrylAb-Toxins der Firma Novartis in den Biotests mit dem Laborstamm
von O. nubilalis feststellte. Dagegen wies die Untersuchung von Farin6s et al. (2004) eine
hohere Toxizitdt des Cryl Ab-Protoxins gegen den Laborstamm von O. nubilalis auf. Die
LCso-Werte variierten in diesen Biotests zwischen 5-10 ng/cmz. Fir die Untermisch-
Applikation wurde eine bis zu sieben- bzw. 15fach hohere Menge des CrylAb-Toxins
benoétigt, um die gleiche Wirkung wie bei der Oberflaichen-Applikation zu erzielen (Meise,
2003). Nach Maclntosh et al. (1990) lag der LCso-Wert in dem Biotest mit der Untermisch-
Applikation bei Werten bis zu 3,6 pg/ml. In einer weiteren Studie erreichte die Mortalitdt von
O. nubilalis 70 bis 75% bei einer Verwendung von 25 pg Cryl Ab-Toxin/g Medium (Hilbeck
etal., 1999).

Es ist sehr schwierig Biotest-Daten der Literatur miteinander zu vergleichen. Wihrend das
Toxin in der vorliegenden Arbeit und in den beiden Untersuchungen von Maclntosh et al.
(1990) und Hilbeck et al. (1999) in E. coli exprimiert wurde, stammte das CrylAb-Toxin in
den Biotests von Farino et al. (2004) aus B. thuringiensis. ssp. kurstaki HD1-9. Unterschiede
der LCsp-Werte in den Biotests in den verschiedenen Untersuchungen mit O. nubilalis konnen

durch unterschiedliches Larvenalter, die Toxinquellen, die Toxinproduktionen bzw. den
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Reinheitsgrad des Toxins zustande kommen. Verschiedene Bedingungen des Biotests wie
Oberflachen- oder Untermisch-Applikation, die Methode der Bonitur und Dauer des Biotests
konnen die Ergebnisse ebenfalls beeinflussen. Bei Biotests von Margon et al. (1999) und
Siegfried et al. (2001) wurden fiir die Mortalitdt auch Larven, die ein Gewicht <0,1 mg
besallen und im ersten Wachstumsstadium (L1) geblieben waren, mit einberechnet. In den
eigenen Biotests sowie Biotests von Meise (2003) und Farinds et al. (2004) wurden nur die
Larven, die nach Beriihrung mit einem Pinsel keine Reaktionen mehr zeigten, als tot gezihlt.
Beim Biotest von Hilbeck et al. (1999) wurde die Mortalitidt der Larven schon nach vier
Tagen bestimmt, wihrend bei der Untersuchung von Maclntosh et al. (1990) und Hilbeck et
al. (1999) die Mortalitétsbestimmung sechs Tage nach der Behandlung stattfand. Eine weitere
Ursache kann sein, dass der verwendete Laborstamm von O. nubilalis in verschiedenen
Labors unterschiedlich war und somit auch die Anfilligkeit jedes Stammes unterschiedlich

war.

Die Uberpriifung der biologischen Aktivitit des selbst hergestellten aktiven CrylAb-Toxins
aus beiden E. coli-Stimmen HB101/pMP (Charge J3, J4) und XL1-Blue/pBD140 (Charge
J6B) zeigte unterschiedliche Ergebnisse. Die Toxizitdt des Cryl Ab-Toxins aus HB101/pMP
Charge J3 wies innerhalb von ca. 20 Lagerungswochen bei 4°C keinen statistischen
Unterschied auf (Meise, 2003; Nguyen et al., 2004). Nach einjéhriger Lagerung bei —20°C
(bzw. —18°C) zeigte die Charge J4 keinen Abbau der Bioaktivitdt. Der LCso-Wert der Charge
J4 lag im Jahr 2003 bei 26 ng/cm” und im Jahr 2004 bei 14 ng/cm’ (Kaiser-Alexnat, pers.
Mitt.). Dies korreliert gut mit den eigenen Untersuchungen der Stabilitét des aktiven Toxins

aus Charge J4.

Bei dem CrylAb-Toxin aus XL1-Blue/pBD140 (Charge J6B) wurde die Ultrafiltration des
Toxins nicht durchgefiihrt. Biotests zeigten, dass bei dieser Toxincharge die Toxizitét bis auf
weniger als 5% innerhalb von sechs Wochen abnahm. Bei dieser Charge wurde das Trypsin
nicht durch Ultrafiltration vom Toxin abgetrennt. Das Toxin J6B besal3 in der ersten Woche
im aufgetauten Zustand eine doppelte Bande bei ca. 67 und 60 kDa. Danach fand ein Abbau
des CrylAb-Toxins bis zu ca. 60 und 59 kDa statt (Kap. 3.5.2). Der Verlust an toxischer
Aktivitdt ist moglicherweise auf den proteolytischen Abbau zuriickzufiihren. Je mehr Anteile
der kleineren Proteinbande (ca. 59 kDa) in der gemischten Toxinlosung (60 und 59 kDa)
vorlagen, desto geringer war die Wirksamkeit des Toxins. Diese Ergebnisse zeigten auch,
dass die Ultrafiltration des Toxins notwendig ist, um das Trypsin zu entfernen und die
Stabilitidt und Aktivitdt des Toxins in der Lagerungszeit zu erhalten. Hofte ez al. (1986) zogen
aus der Polypeptid-Analyse des CrylAb-Toxins den Schluf}, dass das minimale toxische
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Fragment des CrylAb-Proteins ein Polypeptid mit einer Grofle von 60 kDa ist, das durch das
Spalten an der 29. bzw. 37. Aminosdure am N-terminalen Ende und an der 601. bzw. 607.
Aminosdure am C-terminalen Ende definiert wird. Eine Abspaltung weniger weiterer
Aminosduren am N-terminalen Ende oder vom C-terminalen Ende dieses 60 kDa Polypeptids
kann einen kompletten Verlust der Toxizitdt bedeuten. Martens et al. (1995) wiesen ebenfalls
nach, dass die Deletion von nur drei Aminosduren des C-terminalen Endes zu einem
vollstindigen Verlust der Toxizitdt fiihrte. Zusammenfassend kann man sagen, dass fiir ein
langfristiges Suszeptibilititsmonitoring eine standardisierte Biotest-Methodik und ein

Toxinstandard benétigt werden.

4.4.2 Aktivitiit des CrylAb-Toxins aus transgenem Mais

Der transgene Bt-Mais enthdlt ein modifiziertes synthetisches crylAb-Gen, das fiir ein
verkiirztes Cryl Ab codiert. Um zu testen, ob fiir Screeninguntersuchungen auch transgenes
Pflanzenmaterial an Stelle des von E. coli exprimierten Toxins eingesetzt werden kann,
wurden Biotests mit transgenem Blattmaterial durchgefiihrt. In fritheren Untersuchungen
wurden frische Blitter sowie Pollen des transgenen Mais direkt als Insektenfutter in Biotests
verwendet (Koziel et al. 1993; Pilcher et al., 1997; Head et al., 2001; Kronback et al., 2001).
Bei anderen Tests wurden transgene Pflanzenextrakte in das semi-synthetische Medium
gemischt (Dutton et al., 2004) bzw. auf dessen Oberfliche aufgebracht. Zum Abbau des
CrylAb-Toxins in den Blattresten der Maislinine Btl1, die nach dem Ernten auf dem Boden
lagen, hatten Zwahlen ef al. (2003) ebenfalls einen Untermisch-Biotest mit O. nubilalis
benutzt. In Wirt/Parasitoid-Biotests mit Plodia interpunctella und Venturia canescens wurde
getrocknetes Blattpulver des transgenen Mais DK440BTY verwendet (Polgar, 2003). Bei
einer Dosis von 20 g getrockneter Blétter pro 100 g Futter zeigte sich zwischen transgenen
und isogenen Maispulver-Biotests ein signifikanter Unterschied in Gewicht und Mortalitdt der

Larven und Puppen von P. interpunctella (Polgar, 2003).

Die eigenen Biotests mit getrocknetem Maispulver der Linie Mon810 zeigten trotz niedriger
Mortalitit der L1-Larven des Maisziinsler-Laborstammes schon bei einer Konzentration von
0,45 pug CrylAb (Bt-Mais)/ml Medium (9 g Maispulver/100 ml Medium) eine vollstandige
Hemmung des Wachstums der Larven (Kap. 3.5.3). Ein Versuch mit einer héheren Menge
von transgenem Pulveranteil (12 g Maispulver/100 ml Medium) ergab ebenfalls eine
100%-ige Wachstumshemmung. Die Mortalitdt bei den L1-Larven war jedoch nicht erhoht.
Einen dhnlichen Effekt konnte Dutton et al. (2004) in Untermisch-Biotests unter Verwendung
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von frischem Blattextrakt des transgenen Mais beobachten. Mit den Larven O. furnacalis
(Guenée) (Asian Corn Borer) zeigte sich ebenfalls eine niedrigere Mortalitdt und eine starke
Wachstumshemmung, nachdem diese mit Pollen des Bt-Mais gefiittert wurden (He et al.,

2003).

Eine mogliche Erklarung fiir die niedrige Mortalitit in diesen Biotests kdnnte sein, dass die
Larven relativ wenig Medium mit dem Maispulver gefressen haben, so dass sie nicht
gestorben sind. Aber die Toxinwirkung des transgenen Maispulvers fiihrte dazu, dass sie nicht
weiter gefressen haben und somit ihr weiteres Wachstum stoppen. Ein andere Ursache dafiir
konnte sein, dass das getrocknete Maispulver seine Toxizitét tatsdchlich schon zum Teil durch
die Trocknung und Verarbeitung des Pflanzenmaterials verloren hatte, sich jedoch noch
mittels ELISA quantifizieren lieB. Dieses Phdnomen konnte bisher noch nicht eindeutig
aufgeklart werden. Aufgrund der einfachen Lagerung des getrockneten Maispulvers nach der
Ernte, stellt diese Methode allerdings eine Alternative flir die Suszeptibilititstestung des
Maisziinslers dar. Jedoch wird bei diesem Biotest mehr Zeit fiir die Bonitur bendtigt, um das

Gewicht der einzelnen Larve zu bestimmen.

4.5 Immunologischer Nachweis des Cryl Ab-Toxins: ELISA und Western-Blot

Der pAK-NTHI1 wurde durch Immunisierung eines Huhnes mit aktivem CrylAb gewonnen.
Zur Immunisierung wurde die CrylAb-Toxincharge J1 mit einem Molekulargewicht von 65
kDa verwendet. Bisher wurde meistens mAK und pAK gegen das gesamte Bt-Kristallprotein
bzw. das verkiirzte Toxin in Kaninchen (Perlak et al., 1991, Cheng et al., 1999, Hori et al.,
2000) oder Méusen (Hofte ef al., 1988, Walschus et al., 2002) hergestellt. Die Gewinnung des
pAK aus Hiihnern hatte den Vorteil, dass eine groe Menge aus den gelegten Eiern isoliert
werden konnte. In einem eigenen entwickelten indirekten ELISA konnte der pAK das aktive
Cryl Ab-Toxin (60 kDa) der spiteren Produktionschargen bis zu 7 ng/ml quantifizieren. Eine
Nachweisgrenze von 0,4 ng/ml erreichte ein aus Méausen hergestellter mAK im Sandwich-
ELISA (Walschus et al., 2002). Eine dhnliche Empfindlichkeit erreichte der aus Kaninchen
erzeugte pAK (0,5 ng/ 50 pg gesamte Pflanzenprotein) ebenfalls im DAS-ELISA (Perlak et
al., 1991). Die Unterschiede in der Nachweisgrenze lagen in erster Linie in den
unterschiedlichen Testverfahren, indirekte ELISA vs. DAS-ELISA. Bei dem Vergleich von
drei verschiedenen ELISA-Varianten, DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich), ABC-
ELISA (Avidin-Biotin-Complex-System) und AC-ELISA (Antigen Captured), konnten Hori

et al. (2000) zeigen, dass alle drei ELISA-Varianten das Protoxin bis zu einer Konzentration
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von 2 ng/ml detektierten. Beim ABC-ELISA wurde der maximale Reaktionsbereich allerdings
schon bei 50 ng/ml erreicht. Obwohl die Sensitivitdt des DAS-ELISA bei der Konzentration
von 2 ng/ml hoher war als jene des AC-ELISA, war die Durchfiihrung des AC-ELISA

einfacher, so dass dieser fiir die weiteren Experimente verwendet wurde (Hori et al., 2000).

Die Ergebnisse des eigenen indirekten ELISA zum Screening der Spezifitit des AK zeigten,
dass der pAK-NTH1 mit dem Cryl Ab-Toxin etwa siebenmal sensitiver als mit dem Protoxin
reagierte (Kap. 3.3.3). Da das Molekulargewicht des Protoxin (130 kDa) doppelt so groB ist
wie das aktive Cryl Ab-Toxin (60-65 kDa), der pAK-NTHI1 aber nur gegen den trypsinisierten
Kern des Toxins gerichtet ist, war zu erwarten, dass das Protoxin nur mit der halben
Empfindlichkeit (bezogen auf molare Proteinkonzentration) detektiert wird. Dieser grof3e
Unterschied allein erklirt aber nicht den groBen Sensitivititsunterschied. Die Uberpriifung der
Reaktionen des AK an Hand des Quantiplate 'V-Kits mit den beiden Protoxinen und aktiven
Toxin zeigte ein &hnliches Ergebnis, wobei der AK des Kits mit dem Protoxin noch
wesentlich schwiécher (bis ca. 50fach) reagierte als mit dem aktiven Toxin. Das verwendete
Protoxin im ELISA befand sich in nativer Form. Denkbar wéire, dass es wihrend der
Inkubation zu einer Faltung des Protoxins gekommen ist, wodurch die Reaktion zwischen

dem Antikorper und dem Protoxin limitiert wurde.

Die unterschiedliche Sensitivitit des pAK-NTH1 gegeniiber dem Cry1Ab-Protoxin (130 kDa)
und dem CrylAb-Toxin (60 kDa) wurde mittels Western-Blots bestitigt. Dabei zeigte sich im
Immunoblot, dass das Signal des aktiven Toxins ebenfalls ca. acht- bis zehnfach stirker war
als das des Protoxins (Kap. 3.4.2). Bis zu 10 ng/Spur zeigte das Protoxin noch sichtbare
Signale im Western-Blot. Bei der Untersuchung von Monsanto wurde bestitigt, dass das
vollstdndige Protoxin der BollGard Baumwolle (ein Hybridtoxin von CrylAb und CrylAc)
eine schwichere Antikorper-Affinitit hatte als das trypsinisierte Kernfragment des gleichen

Proteins (Monsanto Cotton, 1994a, b in Freese, 2001).

Erstaunlicherweise war es in dieser Arbeit nicht moglich, die verkiirzten Formen der Cryl Ab-
Toxine in den transgenen Maisproben mit Molekulargewichten von ca. 92 kDa (Mon810) und
65 kDa (Bt176) mittels ELISA und Western-Blot zu detektieren. Im ELISA trat eine
Kreuzreaktion mit isogenen Pflanzen auf. Walschus ef al. (2002) zeigten in ihrem DAS-
ELISA, in dem die Proteinextrakte aus dem Pulver der Maiskorner eingesetzt wurden, einen
,Matrix Effekt“. Die Komponenten aus der Probe konnten den Antikorper auf der Platte
abbauen oder aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen an diese binden bzw. die

spezifische Bindung des eigentlichen Antigens an dem Antikorper auf der Platte verringern
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und damit die Empfindlichkeit des ELISA mindern. Andere Moglichkeiten sind Stérungen,
die sich aus dem pH-Wert oder aus der lonenstéirke der Probe ergeben (Walschus et al., 2002;
Stave, 1999). Theoretisch konnte durch die Verwendung anderer ELISA-Systeme (wie z.B.
DAS-ELISA), sowie die Verbesserung des Blockierungsschrittes diese Kreuzreaktion
beseitigt werden. Der Hintergrund im ELISA konnte auch durch die Zugabe von
Ascorbinsdure (10 mM Endekonzentration) in Extraktionspuffer eliminiert werden (Palm et

al., 1994).

Im Westen-Blot wurde der Hintergrund sowie die unspezifischen Reaktionen durch die
Herstellung und Verwendung zweier monospezifischer pAKs (msAK-NTHI1 und msAK-
NTH2) stark verringert. Die Nachweisempfindlichkeit der beiden monospezifischen AK war
geringfiigig reduziert. Das Cryl Ab-Toxin und das Protoxin aus rekombinanten E. coli konnte
noch bis zu 10 ng nachgewiesen werden. Allerdings war das Signal des Protoxins immer noch
schwicher als das des aktiven Toxins. Trotz eines sehr guten Effekts nach der Reinigung des
pAK-NTH1 sowie der Verwendung verschiedener Proteinextraktionsmethoden aus
Pflanzenproben, konnten die msAK-NTHI1 und -NTH2 das CrylAb-Toxin aus transgenem
Mais weder der Linie Mon810 noch der Linie Bt176 nachweisen. Die Immunoblots mit den
aus Miusen erzeugten mAKs 3A11C3, 2C4G11 und 3E7E9 zeigten dhnliche Ergebnisse.
Obwohl im ELISA diese mAKs das Cryl Ab-Protein mit einer sehr geringen Menge bis zu 0,4
ng/ml detektieren konnten (Walschus et al., 2002), wurde in eigenen Western-Blots allerdings
keine der erwarteten Banden des Cryl Ab-Toxins aus transgenem Mais gefunden. Daraus 1463t
sich schliefen, dass es nicht an der Qualitit des aus Hiihnern erzeugten polyklonalen

Antikorpers lag, weshalb kein Nachweis des Cry1 Ab-Toxins aus Pflanzenmaterial gelang.

Die erste Erklarung wire, dass das Nachweisproblem bei der Extraktion der Proteine, bzw.
bei den unerwiinschten Interaktionen zwischen der Western-Blot-Membran und den Extrakten
bzw. Substanzen in den Extrakten liegen konnte. Eine Abtrennung der Proteinfraktion von
den anderen niedermolekularen Substanzen sowie anderen Nicht-Protein-Bestandteilen wie
Chlorophyll, Fette, Nukleinsduren aus dem Extrakt durch Proteinfillung (Amoniumsulfat-
Féllung; Aceton-Féllung) wurde durchgefiihrt; trotzdem war das CrylAb-Toxin aus den
Proteinextrakten im Blot nicht nachweisbar. Ergénzend wurde untersucht, welcher Einfluf3
das Einmischen verschiedener Volumina der Pflanzenextrakte mit einer konstante Menge von
Toxin aus E. coli auf das Signal des CrylAb-Toxins aus rekombinanten E. coli im Western-
Blot hatte. Die Ergebnisse ergaben eindeutig, dass die Pflanzenextrakte die Reaktion

zwischen AK und CrylAb-Toxin deutlich beeinflulten. Die Intensitit der CrylAb-
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Toxinbande reduzierte sich stetig mit der Zunahme der Menge von Pflanzenextrakten.
Moglicherweise wird es bei der Extraktion proteolytisch abgebaut. Weitere Erklarungen
wiren, dass das Cryl Ab-Protein aus transgenem Mais zu der Proteingruppe gehorte, die nicht
einfach zu extrahieren ist und das extrahierte Cry1Ab-Protein in einer unzureichenden Menge

vorlag, um einen Nachweis mittels immunologischer Methode zu erlauben.

In Western-Blot-Untersuchungen der Firma Monsanto war der Nachweis erfolgreich,
nachdem die Pflanzenextrakte mit Trypsin behandelt wurden, dann lag bei Mon810 die
Toxinbande im Western-Blot allerdings nicht im Bereich von 92 kDa, sondern bei ca. 63 kDa.
Sieben andere transgene Maislinien MON zeigten ebenfalls einen CrylAb-trypsinresistenten
Proteinkern mit einem Molekulargewicht von ca. 63 kDa (Agbios, 2001). Bei der Hybridsorte
der Linie Btl76 (CG00554 xCG00526-176 und CG00564xCG00526-176) lag die
Haupttoxinbande im Blot ebenfalls bei ca. 65 kDa (Fearing et al., 1997). Bei drei anderen
Banden mit ungefihr 60, 40 und 36 kDa wurde festgestellt, dass sie nicht fiir die insektizide

Aktivitit verantwortlich sind.

4.6 Expressionsmonitoring des CrylAb-Toxins in transgenem Mais

Um die wichtigen Parameter von den mdglichen Wirkungen des Bt-Mais auf Nicht-Ziel-
Organismen zu erkennen und zu beurteilen, wurden die Kenntnisse iiber die Cryl Ab-Gehalte
in den verschiedenen Pflanzenorganen wéhrend der ganzen Saison benétigt. Die jéhrliche
Variabilitit und der Einfluss der verschiedenen Standorte auf die Expression des CrylAb-
Toxins sollten ebenfalls ermittelt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die CrylAb-
Gehalte der transgenen Linien Mon810 und Bt176 auf den beiden Versuchsflichen des
BMBF-Verbundprojektes ,,Sicherheitsforschung und Monitoringsmethoden zum Anbau von
Bt-Mais* bestimmt. Beim Sammeln der transgenen Proben wurde darauf geachtet, dass die zu
untersuchenden Pflanzen in der Mitte einer Parzelle standen, damit keine isogene Pflanze statt
einer transgenen Pflanze geerntet wurde, denn am Rand jeder Parzelle waren jeweils 18
Reihen Mantelsaat ausgesét. Die Messung der Expressionshohe von CrylAb in Mon810 und
Bt176 bestitigte im Wesentlichen verdffentlichte Untersuchungen der Firmen Monsanto und
Syngenta (EPA BRAD, 2001; Canada Food inspection Agency; ANZFA, 2001; Mendelsohn
et al., 2003; Essential Biosafety, 2001; Agbios, 2001). Der Vergleich der Mittelwerte der
bestimmten Toxingehalte in den eigenen Untersuchungen mit den Literaturdaten zeigte einige
Unterschiede (Tab 12a und 12b). Insgesamt war bei Mon810 und Bt176 der Gehalt des

CrylAb-Toxins in den unteren und oberen Blittern am hochsten. Die Toxinmenge in den
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Wurzeln der Mon810 variierte zwischen 0,7-2,1 pg/g FG (Bonn) bzw. 0,34-2,31 pg/g (Halle)

wihrend der ganzen Vegetationsperiode (Tab. 12a). Im Gegensatz dazu wurde bei Bt176 nur

bei 68% der Wurzelproben ein sehr geringer Toxingehalt (<0,003 png/gFG) detektiert. Dies ist
mit der Daten der Fa. Novartis vergleichbar (Tab. 12b). Nach Koziel et al. (1993) ist bei

Bt176 durch die Anwendung des Promotors Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) das

Toxin {iberwiegend nur in den griinen Pflanzenteilen zu finden.

Tab. 12a: Vergleich des Toxingehaltes in Pflanzengewebe der Maislinie Mon810 zwischen
Literaturdaten und eigenen Messungen
CrylAb-Gehalt (ng/g FG)
Mong810 Literaturdaten Eigene
Untersuchungenf
Pflanzen- US US EU EU Bonn Halle
Gewebe 1994 1995 1995 1996 2001-2003  2001-2003
Wurzeln k.A. k.A. k.A. k.A. 1,41 1,58
0,75-2,14 0,34-2,31
Stangel k.A. k.A. k.A. k.A. 1,09 1,24
0,35-1,90 0,46-2,06
Blitter 9,35%>¢ 8,95¢ 8,60° 12,15¢ 5,68 6,36
7,93-10,34%  521-10,61 7,59-9.39  7,77-15,06 0,44-8,60  1,88-11,07
Pollen < 0,090 pg/g k.A. k.A. k.A. 0,003% 0,096"
TG a,b,c,e
Antheren k.A. k.A. k.A. k.A. 1,82 2,80
0,48-4,65 0,30-6,65
Kolben/ 0,31 *>¢ 0,57 0,53¢ 0,41° 0,26 0,24
Korner 0,19-0,39>°  0,39-0,91 0,42-0,69  0,35-0,46 0,06-0,51 0,007-0,46
Kolben- k.A. k.A. k.A. k.A. 0,79 0,90
mark 0,68-0,88 0,63-1,09
ganze 4,151 3,341 4,80¢ 4,881 k.A. k.A.
Pflanze  3,65-4,65"° 231-448° 411-556  432-5,34
) EPA BRAD (2001)
®) ANZFA (2001)

) Canadian food inspection Agency

4 Safety assessment of YieldGard®™ insect-protected corn event Mon810 (2002)

) Mendelsohn et al. (2003)

") Mittelwert, Min-Max von drei Jahren, EC80
£) Mittelwert, Min-Max von zwei Jahren 2002 und 2003, EC60
" Einzelwert im Jahr 2003, EC60
k.A.: keine Angabe
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Zu den Ergebnissen aus den Stingeln der beiden Linien Mon810 und Bt176 konnten keine
Daten in der Literatur gefunden wurden. Da sich der Maisziinsler nach dem Blattfrall in die
Stidngel bohrt und sich in das Stingelmark frift (Hoffmann et al., 1985), wurden die Cry1Ab-
Gehalte in den Stingeln quantifiziert. Bei Mon810 betrug der Cryl Ab-Gehalt ca. 0,5-2 pg/g
FG, bei Bt176 hingegen bei ca. 24 ng/g FG (Tab. 12a und b).

Bei Mon810 lag der durchschnittliche Toxingehalt der Bldtter in den drei Jahren bei 5,68-6,36
ug/g FG, ca. 32-40% geringer als in der Literatur angegeben (Tab. 12a). Die Betrachtung
einzelner Werte zeigte, dass die Toxingehalte sehr stark von Pflanze zu Pflanze variierten. Bei
einigen Blattproben des Standortes Halle erreichte die Konzentration des Cry1Ab-Toxins iiber
10-11 pg/g FG. Diese starke Schwankung in den eigenen Untersuchungen konnte auf dem
grofBeren Stichprobenumfang und unterschiedlichen Versuchsjahren basieren. Bei Bt176
waren die Toxingehalte im unteren und oberen Blatt der eigenen Untersuchung ca. doppelt so
hoch wie in den Literaturdaten (Tab. 12b). Diese Unterschiede konnten auch darauf beruhen,
dass die verschiedenen Messungen zwar mit derselben Bt-Mais-Linie, jedoch bei

unterschiedlichen Sorten durchgefiihrt worden sein konnten.

Tab. 12b: Vergleich der Toxingehalte in Pflanzengewebe der Maislinie Bt176 zwischen

Literaturdaten und eigenen Messungen.

CrylAb-Gehalt (ng/g FG)

Bt176

Literaturdaten Eigene Untersuchungen®
Pflanzen- USA Halle
gewebe 1995 2001-2003
Wurzel <0,008"" <0,003
Stidngeln k.A. 0,024
0,007-0,112
Blitter 1,440% 2,814
1,69-3,75
Pollen 1,137-2,348%" 1,7499
0,113-2,692
Antheren 0,530-3,029* 0,389
0,018-0,75
Kolben/Korner <0,005b <0,005
Kolbenmark <0,008"° <0,0003
%) Essential Biosafety (2001)
®) Agbios (2001)

) Mittelwert, Min-Max von 3 Jahren; EC80
d) Mittelwert, Min-Max von 2 Jahren 2002 und 2003, EC60
k.A.: keine Angabe
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Nach Koziel et al. (1993) wird bei Bt176 das Cryl Ab-Toxin im Pollen stark exprimiert. Die
Toxingehalte variierten zwischen 2fach (US-Daten, 1995, Tab. 12b) und 4fach (eigene
Messung) (Tab. 12b). Nach den Daten von EPA (1999) betrug der Toxingehalt in Pollen von
Bt176 bis zu 7,1 pg/g FG. Nach Hansen und Obrycki (2000) betrug der Toxingehalt in Pollen
von Bt176 1,6 png/g Pollen, also ca. viermal weniger als von EPA (1999) angegeben. Der
unterschiedliche Toxingehalt in Pollen einer Maislinie in verschiedenen Untersuchungen
konnte zum Teil auf die Methode und den Zeitraum zur Lagerung der Pollen sowie die
Extraktionsmethode des Toxins aus Pollen zuriickzufiihren sein. Nach dem Trennen von den
Antheren wurden die Pollen direkt bei —20°C gelagert (eigenen Untersuchung) oder fiir 24 h
bei 23°C getrocknet und bei —20°C fiir 8-9 Monaten bis zur Messung gelagert (Pilcher et al.,
1997) bzw. lyophilisiert (Fearing et al., 1997). Die Toxinextraktion aus Pollen wurde mit der
Ultraschallbehandlungs- oder French-Press-Methode durchgefiihrt (Hansen und Obrycki,
2000; Fearing, et al., 1997). In eigenen Versuchen wurden die Pollen zerquetscht und in dem

Extraktionspuffer des Quantiplate "™-Kits, 15 h bei 4°C inkubiert (Kap. 2.13.6).

Die starke Expression des Toxins in Pollen der Linie Bt176 fiihrt dazu, dass Larven der
zweiten Generation des Maisziinslers, die hdufig Pollen fressen, sterben (Carrozzi und Koziel,
1997), aber andererseits eine mogliche Gefdhrdung pollenfressender Nicht-Zielorganismen
gegeben sein konnte (Hansen und Obrycki, 2000; Sears et al., 2001; Stanley-Horn et al.,
2001; Hellmich et al., 2001). Bei Laborversuchen mit Larven des Tagpfauenauges (Inachis
io) wiesen Felke und Langenbruch (2003) nach, dass die Larven, die mit Pollen von
transgenem Mais der Linie Bt176 gefiittert worden waren, eine signifikant erhohte Mortalitét
von 62,3% gegeniiber den unbehandelten Kontrolllarven hatten. Gegeniiber der Linie Bt176
wird bei Mon810 nur wenig Toxin in Pollen gebildet. Die amerikanischen Daten von 1994
und die eigenen Untersuchungen am Standort Halle waren vergleichbar (Tab. 12a). Die
Toxinmenge in Pollen bei Bt176 war 12-25fach hoher als bei Mon810 (Tab. 12a und 12b).
Wraight et al. (2000) zeigte, dass das CrylAb-Toxin in Pollen der Linie Bt176 sogar bis
40fach hoher sein kann als in der Linie Mon810. Dies stimmte gut mit den Ergebnissen der
Untersuchungen iiberein, in denen lediglich 7-30 Pollenkérner der Linie Bt176 pro cm” Blatt
bei Milk weeds (Asclepias spp.) schon einen negativen Effekt auf die Larven des
Monarchfalters (Danaus plexippus L.) entwickelten, im Gegensatz zu mehr als 1000
Pollenkdrnern der Bt11, Mon810 bzw. EC1507 pro cm® Blatt des Milk weeds (Hellmich ez
al., 2001). Nach Felke und Langenbruch (2003) stellte der Anbau von Bt-Mais-Sorten, die

groBBe Mengen Toxin in Pollen produzieren, eine zusétzliche, potentielle Gefahrenquelle dar,
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deren Wirkungen auf zahlreiche Arten zum jetzigen Zeitpunkt aber noch nicht abgeschitzt

werden konnen.

Uber die Toxinexpression in Antheren der Linie Mon810 lagen keine Vergleichswerte in der
Literatur vor. Eigene Messungen zeigten, dass die Toxinmenge in den Antheren (1,8 ug/g FG)
ca. 30-600fach hoher war als in Pollen. Im Gegensatz dazu wurde bei Bt176 das Toxin stirker
in Pollen (1,7 pg/g FG) exprimiert als in Antheren (0,39 pg/g FG). Die Toxingehalte in
Antheren der eigenen Untersuchung waren bis zu 10mal geringer als in der Literatur (Tab.

12b).

In den Kérnern von Mon810 lag der Toxingehalt bei 0,3 pg/g FG, bei Bt176 dagegen nur bei
<0,5 ng/g FG. Bei Mon810 waren die Toxingehalte der US-Studien des Jahres 1994 und der
eigenen Untersuchung vergleichbar. Die durchschnittlichen Toxingehalte in der Literatur
(Tab.12a und 12b) in den Jahren 1995 und 1996 waren ca. 1,5- bis 2mal hoher als in der
eigenen Messung. Bei Bt176 waren die Toxingehalte in den Kdrnern der eigenen Messungen

und in den Literatur sehr gering (<5 ng/g FG).

Die Unterschiede der Expression des CrylAb-Toxins in den verschiedenen
Entwicklungsstadien der Maispflanzen sind in den Kapital 3.7.1 und 3.7.2 erldutert worden.
Die Ergebnisse zeigten, dass in den Wurzeln der Mon810 Pflanzen die Toxingehalte von
EC20 bis EC80 keinen signifikanten Unterschied aufwiesen. Hingegen wurde eine
signifikante Zunahme der Toxingehalte zwischen dem EC20 und EC80 in Stingeln (ca. 1,5-
4fach) und oberen Bléttern (ca. 1,5-2fach bzw. 1,6-4,1fach) beobachtet. Bei Bt176 war der
Toxingehalt im oberen Blatt zwischen EC20 und EC80 des Jahres 2002 bis zu 13mal hoher.
Auch eine Zunahme des Toxingehaltes in den Bléttern der Maislinie Bt176 konnte von 1
pg/mg des gesamten 16slichen Proteins von sieben Wochen alten Pflanzen bis zu 4 ug/mg
Gesamtproteine in einem spéteren Entwicklungsstadium nachgewiesen werden (Koziel et al.,
1993). Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Untersuchungen von Dutton et al. (2004)
sowie von Olsen und Daly (2000), nach denen jiingere Pflanzen eine hohere Menge an Bt-
Toxin enthielten als &dltere Pflanzen. Nach der Erkldarung von Olsen und Daly (2000) konnte
dies durch eine geringere Menge an Gesamtproteinen in den élteren Pflanzen beeinfluf3t
worden sein. Die unteren Bldtter waren in den spéteren Entwicklungsstadien (EC60 und
EC80) oft welk und vertrocknet, so dass es schwierig ist, den Toxingehalt zwischen unteren

und oberen Blatt zu vergleichen.
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Die Ergebnisse zeigten auBerdem, dass die Toxingehalte in einzelnen Pflanzengeweben
verschiedener Pflanzen schwankten. Bei Mon810 waren die durchschnittlichen Toxingehalte
in den Wurzeln zwar {iber verschiedenen Wachstumsstadien relativ konstant, jedoch war die
Schwankungsbreite zwischen dem maximalen und minimalen Toxingehalt der einzelnen
Probe bei EC20, EC30 des Jahres 2002 am Standort Bonn bis zu 3,2 bzw. 5fach. Ein Faktor
von ca. 4,5 wurde in EC20 und EC30 des Jahres 2003 in den Wurzeln des Standortes Halle
gemessen. Im oberen Blatt war die Schwankungsbreite von ca. 4,5fach ermittelt werden

(EC30 im Jahr 2002 am Standort Bonn und EC80 im Jahr 2003 am Standort Halle).

Bei Bt176 variierten die Toxingehalte am stirksten in oberen Blatt im EC20 und EC30 des
Jahres 2001 mit einem Faktor von 12. In den Stidngeln und Kolben konnte die
Schwankungsbreite nicht deutlich erkannt werden, da deren Toxingehalte sehr gering waren.
In den restlichen Geweben der beiden Maislinien Mon810 und Bt176 lagen die

Schwankungsbreiten bei einem Faktor von 1,5-3.

Um zu untersuchen, ob die Schwankung in einzelnen Geweben jeweils miteinander
korrelierten, also eine Abhdngigkeit zwischen den gewebespezifischen Expressionen in einer
einzelnen Pflanze existiert, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Als Basis wurde der
Cryl Ab-Gehalt des oberen Blattes genommen. Die Korrelationsanalyse konnte allerdings nur
von den Proben der beiden Jahre 2002 und 2003 der Mon810 durchgefiihrt werden, da die
Probennahme im Jahr 2001 einer unverbundenen Stichprobe entsprach. Am Standort Bonn
wurde {iiberwiegend keine Korrelation zwischen den Toxingehalten verschiedener
Pflanzengewebe in den beiden Jahren bestimmt. Am Standort Halle wurde ebenfalls nur in

einem der 22 Untersuchungsglieder eine Korrelation mit dem Toxingehalt gefunden.

Die Sorte Novelis (Mon810) wurde sowohl im Versuchsfeld Bonn als auch in Halle angebaut.
Daher war es moglich, deren Cryl Ab-Gehalt zwischen der beiden Standorten zu vergleichen.
In der Verteilung der CrylAb-Gehalte in der verschiedenen Pflanzenorganen und in den
saisonalen Unterschieden zeigten die Maispflanzen auf beide Standorten die selbe Tendenz.
Allerdings waren die Cryl Ab-Gehalte am Standort Halle in 38 von 51 Untersuchungsgliedern
(Pflanzengewebe und Wachstumsstadien der drei Jahre 2001 bis 2003) deutlich hoher als am
Standort Bonn (Kap. 3.7.1.3). Am Standort Halle waren die Toxingehalte im Durchschnitt in
den Wurzeln und Stingeln 1,3fach, im oberen und unteren Blatt 1,5fach und in den Antheren
2fach hoher als am Standort Bonn. Am Standort Bonn waren die Toxingehalte in 13 von 51

Untersuchungsgliedern hoher als am Standort Halle, jedoch waren die Unterschiede nur bei 5
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Untersuchungsgliedern deutlich zu erkennen (1,3-1,7fach), ndmlich in der Wurzel (EC20,
2003), Stingeln (EC20, 2003), oberen Blatt (EC30, 2001), Antheren (EC60, 2003) und
Kolben (EC80, 2001). Diese Unterschiede im Toxingehalt zwischen zwei Standorten konnten
nur zum Teil mit dem Trockengewicht und den Wetterbedingungen der drei Versuchsjahre
erklart werden. Im Vergleich zum Trockengewicht der Proben zwischen den Standorten Halle
und Bonn wurde festgestellt, dass der Toxingehalt von ca. 50% der Untersuchungsglieder und
deren Trockengewicht miteinander korreliert. Dies bedeutet, dass die Proben am Standort
Halle, die ein hoheres prozentuales Trockengewicht als am Standort Bonn besaBlen, einen
hoheren Toxingehalt hatten als jene mit einem niedrigen prozentualen Trockengewicht.
AulBlerdem war die Zunahme des Toxingehaltes in den Stingeln und im oberen Blatt mit der
Steigerung deren Trockengewichts im Laufe der Vegetationsperiode (EC20 bis EC80)
deutlich zu sehen (Abb. I, IT und III). Bei Wurzeln, unterem Blatt, Antheren und Kolben

stimmte diese Beobachtung allerdings nicht.

Der Jahresvergleich der CrylAb-Gehalte (Mon810, Standort Bonn) zeigte, dass in der
Tendenz der Gehalt des Toxins im Jahr 2002 geringer war als in den Jahren 2001 und 2003.
Diese Tendenz war in den drei Gewebeproben wie Stingel, oberes Blatt und unteres Blatt
besonders deutlich. Dies kann zum Teil mit den Wetterdaten des jeweiligen Jahres erklart
werden. In drei von vier Entwicklungsstadien war die Luftfeuchtigkeit im Jahr 2002 hoher als
in 2001 und 2003 (siche Wetterdaten in Tab. Ia und Ib). Die Wochensummen des
Niederschlages waren vor dem Termin EC20 und EC30 im Jahr 2002 etwas niedriger als im
Jahr 2001, aber im Vergleich mit dem Jahr 2003 ca. 1,2- bzw. fast 7fach hoher. AuBBerdem
waren die gesamten Sonnenstunden und die Mitteltemperatur in den drei EC20 bis EC60 im
Jahr 2002 niedriger als in den beiden Jahren 2001 und 2003. Dies konnte den Wassergehalt in
den frischen Blattgeweben beeinflusst haben, wodurch der Proteingehalt im Allgemeinen und
der CrylAb-Gehalt im Besonderen bezogen auf das Frischgewicht der Proben im Jahr 2002
geringer gewesen sein konnte als in den Jahren 2001 und 2003. Diese Wetterbedingungen
konnten jedoch nicht die Unterschiede der Toxingehalte in anderen Pflanzengeweben wie

Wurzel, Kolben, Antheren erklédren.

Am Standort Halle wurden im unteren, oberen Blatt und Pollen von Mon810 und im oberen
bzw. unteren Blatt von Bt176 in den meisten Entwicklungsstadien des Jahres 2002 (auller
EC80) geringere CrylAb-Gehalte gemessen als in den Jahren 2001 und 2003. Die
Wetterdaten am Standort Halle eine Woche vor dem Termin der Probenahme zeigten, dass in

EC20, EC30 und EC60 die Niederschlagssummen im Jahr 2002 zwischen 1,4-3,3fach hoher
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waren als im Jahr 2001 (sieche Wetterdaten in Tab Ila und IIb). Im Jahr 2003 lag die
Niederschlagssumme eine Woche vor den vier Probenahme-Terminen zwischen 0-0,9 mm.
Diese Menge war in der ganzen Vegetationsperiode gering (Tab. Ila und IIb). Die
Gesamtsumme der Sonnenstunden und die Mitteltemperatur in den meisten EC des Jahres
2003 waren deutlich hoher als in den zwei Jahren zuvor. Die Betrachtung nach
Trockengewicht zeigte, dass das Trockengewicht des Stidngels (1,1-1,6fach), des oberen
Blattes (1,1-1,5fach) und der Antheren (1,2 fach) beim EC30 bis EC80 des Jahres 2003 hoher
war als in den Jahren 2001 und 2002. Die Toxingehalte dieser Proben im Jahr 2003 waren
signifikant hoher als im Vorjahr und korrelierten somit gut mit deren Trockengewicht. Im
unteren Blatt von EC80 bei Mon810 der Jahre 2001 und 2003 waren die Trockengewichte ca.
doppelt so hoch wie im Jahr 2002 (Abb. II), jedoch wiesen deren Toxingehalte keinen
signifikanten Unterschied auf. Nach Traore et al. (2000) kann Trockenstress die Expression

des Bt-Toxins in transgenen Maisgewebe beeinflussen.

In den letzten zwei Versuchsjahren 2002 und 2003 wurde der CrylAb-Gehalt in den
Wurzelstimpfen der Linie Mon810 am Standort Bonn und der Linie Bt176 am Standort
Halle, die nach der Bodenbearbeitung auf dem Feld (iiber 8 Monaten) liegen geblieben waren,
eingesammelt. In den Wurzelstiimpfen von Mon810 konnte das CrylAb-Toxin noch bis zu
15-17 ng/g getrocknete Wurzel nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Toxingehalt in den
frischen Wurzeln der vorigen Saison war die Toxinkonzentration in den verrotteten
Wurzelresten somit mindestens um das ca. hundertfache niedriger, aber dennoch nachweisbar.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit der Untersuchung von Zwahlen et al. (2003a), in welcher
der Toxingehalt im Blattmaterial der Maislinie Btll am Anfang bei 15,5 £ 12,9 pg/g
Trockengewicht lag und sich nach 200 Tagen auf 0,05 = 0,04 pg/g Trockengewicht
reduzierte. Laut diesen Autoren wurden 90 % des Toxins in den Blittern nach 145 bzw. 105
Tagen unter den Freilandbedingungen abgebaut. In den Biotests mit dem Regenwurm
Lumbricus terrestris wurde kein Lethaleffekt von der transgenen Maislinie Btl1 innerhalb
200 Tagen beobachtet (Zwahlen ef al., 2003b). Es stellte sich die Frage, ob das nachweisbare
Toxin in den Wurzelstiimpfen bzw. Blattriickstinden noch im aktiven insektiziden Zustand
geblieben ist, oder ob es nur Abbauprodukte waren, die trotzdem mit dem AK im ELISA
reagierten. In Biotests wies die Mortalitdt der O. nubilalis Larven, die beim entsprechenden
Laborversuch bzw. Feldversuch mit 40 bzw. 80 Tage alten Blattriickstinden des Mais Btl1
gefiittert worden waren, gegeniiber den Kontrolllarven, die isogenen Bt-Mais bekommen
hatten, eine hohere Signifikanz auf (Zwahlen et al., 2003b). Die O. nubilalis Larven, die mit

160 bzw. 200 Tage alten Blattriickstinden gefiittert worden waren, hatten tendenziell ein
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niedrigeres Gewicht als die Kontrollen, jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede
abgesichert werden. Diese Daten zeigten, dass es unterhalb einer bestimmten Bt-
Toxinkonzentration nicht mehr méglich war, mit dem Biotest festzustellen, ob das ermittelte
Bt-Toxin noch in seinem aktiven Zustand war oder nicht (Zwahlen, et al. 2003b). Daher ist
davon auszugehen, dass auch fiir die in den Wurzelstiimpfen der Linie Mon810 ermittelten
CrylAb-Toxin-Gehalte keine Aussage iiber die Aktivitdt getroffen werden kann. Jedoch ist
darauf hinzuweisen, dass die Bt-Toxin-Gehalte in den Pflanzenresten auch nach der Erntezeit
ausreichend sein konnten, um einen Einflufl auf die umgebende Mikroorganismen-Flora und
andere Bodenlebewesen zu haben. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass eine Anreicherung des
CrylAb-Toxins im Boden durch Bindung an Ton, Huminsduren und Ton-Huminséure-
Komplexe moglich ist (Crecchio und Stotzky, 1998). Nach Stotzky (1998) blieb die
insektizide Aktivitit der gebundenen Toxine erhalten und konnte noch bis zu 234 Tage nach

Ausbringung im Boden nachgewiesen werden.

Die Quantifizierung der CrylAb-Toxingehalte in verschiedenen Pflanzenorganen zweier
transgener Maislinien in den unterschiedlichen Entwicklungsstadien der drei Jahre 2001 bis
2003 zeigte insgesamt eine grof3e Variabilitit der Expression des Toxins. Dieses konnte durch
epigenetische Effekte verursacht worden sein. Nach Moch (2004) konnen eventuell die
Anzahl der Kopien der eingebauten Konstrukte, die Position der Insertion, die Stirke-
Expression durch den 35S-Promotor und Umwelteinfliisse, insbesondere der Faktor
Temperatur, Griinde fiir diesen Effekt sein. Des weiteren stimmten die eigenen Messungen
mit denen von Archer et al. (2000) iiberein. Dieser konnte nachweisen, dass bei den Mon810,
Bt176, Bt11 und CBH354 eine Resistenz gegen die erste Generation von O. nubilalis bestand.
Bei Bt176 wurde das Cryl Ab-Toxin viel in Pollen und Blatter exprimiert, jedoch sehr wenig
bzw. kein Toxin in den Wurzeln, Stingeln und Kd&rnern, so dass die Toxingehalte der Linie
Bt176 nicht ausreichend fiir den Schutz vor der zweite Generation von O. nubilalis im
Gegensatz zu Mon810 und anderen Linien waren. Die liberlebenden Larven auf dem Feld der
Bt176 hatten subletale Dosen an Bt-Toxin. Dies zeigte, dass die Btl76 Linie die
Voraussetzungen fiir das Resistenz-Management der ,,Hoch-Dosis“-Strategie nicht erfiillt

(Zoerb et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Moglichkeit einer einfachen und effizienten Methode
zur Herstellung groBerer Mengen (im mg- bis g- Bereich) des Cryl Ab-Protoxins und Toxins
aus rekombinanten E. coli aufgezeigt. Standardisierte Toxine kdnnen fiir 6kologische Studien,

wie z.B. die Bestimmung der Basis-Empfindlichkeit von Insektenpopulationen oder Analyse
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moglicher Effekte des Bt-Mais auf Nicht-Zielorganismen verwendet werden. Die Ermittlung
der Expressionshohe des Cryl Ab-Toxins der zwei Bt-Maislinien in den Versuchsfeldern in
Deutschland stellt eine wichtige Information und die Datenbasis in Bezug auf die

Resistenzentwicklung und Risikoabschidtzung beim Anbau der Bt-Maispflanzen dar.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war (1) die Produktion, biochemische Charakterisierung und
biologische Aktivititstestung von rekombinant exprimiertem Bacillus thuringiensis Toxin
CrylAb und (2) die vergleichende Bestimmung der CrylAb-Gehalte in verschiedenen
Organen der transgenen Bt-Maislinien Mon810 und Btl176 im Verlauf von drei

Vegetationsperioden.

Die Produktion von Cryl Ab wurde mit zwei rekombinanten E. coli-Stimmen, HB101/pMP
und XL1-Blue/pBD140, welche das komplette CrylAb-Protein exprimierten, durchgefiihrt.
Durch Trypsinisierung des Protoxins aus beiden E. coli-Stimmen wurde das aktive CrylAb-
Toxin als trypsinresistentes Protein von 60 kDa hergestellt. Bei der unvollstindigen
Trypsinbehandlung besal das CrylAb-Toxin ein Molekulargewicht von ca. 67 kDa. Die
Reinigung der Proteineinschlusskorper und anschlieBende Ultrafiltration resultierte in einem
Reinheitsgrad des Cry1Ab-Protoxins und des Cryl Ab-Toxins von 80-86%. Insgesamt wurden
ca. 2 g Cryl Ab-Protoxin und 368 mg CrylAb-Toxin produziert. Rekombinant hergestelltes
Cryl Ab-Protoxin und -Toxin waren bei —20°C Lagerung iiber einen Zeitraum von mindestens
acht Monaten stabil. Bei 4°C Lagerung hatte sich das Protoxin nach acht Monaten vollstindig
abgebaut. Im gleichen Zeitraum zeigte das Cryl Ab-Toxin im SDS-Gel dagegen keine grofle

Verdnderung der Intensitéit der Toxinbande.

In Biotests wurde festgestellt, dass sich die Aktivitit des Protoxins iiber einen Zeitraum von
vier bis sechs Lagerungswochen bei 4°C nicht signifikant unterschied. Der LCso-Wert lag bei
50 bzw. 72 ng/cm’ bei der Oberflichen-Applikation. Die Aktivitit des Cryl Ab-Toxins aus
HB101/pMP blieb fiir ca. 20 Lagerungswochen bei 4°C stabil. Das Cryl Ab-Toxin aus XL1-
Blue/pBD140, das nicht ultrafiltriert wurde, zeigte einen 22fachen Verlust der toxischen
Aktivitit innerhalb von sechs Wochen. Die Uberpriifung im SDS-Gel zeigte einen weiteren
proteolytischen Abbau dieses Toxins von 60 kDa bis ca. 59 kDa. Biotests unter Verwendung
von getrocknetem transgenem Maispulver zeigten trotz niedriger Mortalitdt der O. nubilalis-

Larven, eine vollstindige Wachstumshemmung des Maisziinslers bei 0,45 pg/ml Medium.

Zum immunologischen Nachweis des rekombinanten CrylAb-Protoxins und -Toxins wurde
ein polyklonaler Antikorper aus Hiithnereiern gewonnen und ein indirekter ELISA-Test
etabliert. Bei der Verdiinnung 1/1600 des ersten Antikorpers und 1/5000 des zweiten
Antikorpers wurde die untere Nachweisgrenze des aktiven Toxins im indirekten ELISA bei
einer Konzentration von 7 ng/ml erreicht. Der Nachweis des Toxins war um das ca.

siebenfache empfindlicher als der des Protoxins. Im Western-Blot zeigte das Toxin ebenfalls
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eine ca. acht bis zehnfach stirkere Antikorper-Affinitét als das Protoxin des gleichen CrylAb-
Toxins. Allerdings ist es weder mit einem monospezifischen polyklonalen Antikdrper noch
mit einem monoklonalen Antikorper gelungen, das CrylAb-Toxin in den transgenen

Maislinien Mon810 und Bt176 zu detektieren.

Der Schwerpunkt des zweiten Teils lag in der Bestimmung der Expressionshéhe des Cryl Ab-
Toxins bei den zwei transgenen Maislinien Mon810 und Bt176 an zwei Versuchsstandorten
bei Bonn und Halle. In dreijdhrigen Feldversuchen wurden insgesamt 2023 Gewebeproben
verschiedener Entwicklungsstadien EC20, EC30, EC60, EC80 gesammelt und der CrylAb-
Toxingehalt von 1632 Proben mittels DAS-ELISA bestimmt.

Die durchschnittlichen CrylAb-Gehalte in den Blittern der Linie Mon810 waren im
Vergleich zu allen anderen Pflanzenteilen am hochsten. Der CrylAb-Gehalt betrug 2,4-6,4
ug/g FG (oberes Blatt) und 3,8-5,7 pg/g FG (unteres Blatt). In den Wurzeln betrug die
Konzentration des CrylAb-Toxins 1-2 pg/g FG. Dagegen fand sich in den Stdngeln (0,4-1,2
ug/g FG) und Kolben (0,05-0,5 pg/g FG) die niedrigste Konzentration an CrylAb-Toxin. In
den auf dem Feld Gberwinterten Wurzelresten der Maislinie Mon810 waren noch bis zu 0,015
ug CrylAb-Toxin/g TG nachweisbar. Bei der Betrachtung der Expression des CrylAb-
Toxins in den vier Entwicklungsstadien wiahrend der gesamten Vegetationsperiode zeigte sich
folgendes Bild: Die Expression in den Wurzeln war anndhernd konstant. In Stiangeln und
Blittern zeigte sich hingegen, dass das Toxin im Laufe der Vegetationsperiode anstieg. Im
Vergleich zwischen den Versuchsjahren zeigte sich, dass in der Tendenz der Gehalt des
Toxins im Jahr 2002 geringer war als in den Jahren 2001 und 2003. Die Werte des CrylAb-
Toxins an den beiden Standorten Bonn und Halle wiesen &hnliche Muster innerhalb der
verschiedenen Pflanzenteile auf. Allerdings lagen die Toxinmengen am Standort Halle in fast
allen Entwicklungsstadien wihrend der drei Versuchsjahre ungefidhr 6% bis 49% iiber denen

vom Standort Bonn.

Bei der Maislinie Bt176 konnte CrylAb-Toxin in den meisten Wurzel- und Kolbenproben
nicht nachgewiesen werden. Im Stidngel wurde ein geringer Cryl Ab-Gehalt (14-55 ng/g FG)
gefunden. In den Blittern war der CrylAb-Gehalt von Bt176 zwischen 0,5-2,8 ng/g FG
(oberes Blatt) und 1,7-2,0 pg/g FG (unteres Blatt). In den Blittern wurde das Toxin in den
spiteren Entwicklungsstadien gegeniiber den friiheren Stadien stirker exprimiert. Ahnlich wie
bei Mon810 zeigte sich auch hier ein deutlicher Unterschied zwischen den Cryl Ab-Gehalten
in den Jahren 2001 und 2003 und dem Jahr 2002. Die vorliegenden Monitoringergebnisse
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belegen, dass die Schwankungen der Toxinexpression zwischen den Pflanzen der beiden

Maislinien relativ hoch waren.
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7 ANHANG
7.1 Trockengewichte verschiedener Pflanzengewebe der Linie Mon810 und
Bt176

Parallel zu den Messungen der CrylAb-Gehalte wurden die Trockengewichte der
Pflanzenproben der drei Versuchsjahre bestimmt. Das relative prozentuale Trockengewicht
verschiedener Pflanzengewebe der Maislinie Mon810 und Bt176 in den unterschiedlichen
Wachstumsstadien am Standort Bonn und Halle in den Versuchsjahren 2001 bis 2003 wurden
in den Abb. I, IT und III dargestellt.
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Abb. I: Relatives prozentuales Trockengewicht verschiedener Pflanzengewebe der Maislinie

Mon810 in den unterschiedlichen Wachstumsstadien am Standort Bonn der Jahren 2001
bis 2003. Balken stellen Mittelwerte aus 16 Proben (2001 und 2002) bzw. 8 Proben
(2003) dar.
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Abb. II: Relatives prozentuales Trockengewicht verschiedener Pflanzengewebe der Maislinie

Mon810 in den unterschiedlichen Wachstumsstadien am Standort Halle der Jahren 2001
bis 2003. Balken sind Mittelwerte aus 16 Proben (2001 und 2002) bzw. 8 Proben (2003).
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Relatives prozentuales Trockengewicht verschiedener Pflanzengewebe der Maislinie
Bt176 in den unterschiedlichen Wachstumsstadien am Standort Halle der Jahren 2001 bis
2003. Balken sind Mittelwerte aus 16 Proben (2001 und 2002) bzw. 8 Proben (2003).



130 Anhang
7.2 Wetterdaten
Tab. Ia: Wetterdaten (Wochensummen) in der Woche vor den Probenahmeterminen der drei Jahre
2001 bis 2003 (Wetterstation Bonn)
1 Woche vor Jahr Mitteltemperatur Gesamtsumme  Niederschlags- Luftfeuchtigkeit
Probenahme [°C] der summe [%]
Sonnenstunden [mm)]
[h]
2001 18,7 57,1 39,8 74,0
EC20 2002 18,3 29,2 16,9 82,1
2003 19,3 73,9 14,0 67,1
2001 18,7 57,1 39,8 74,0
EC30 2002 17,8 33,2 24,9 78,0
2003 18,4 77,9 3,6 63,4
2001 19,0 48.6 4.4 75,1
EC60 2002 20,1 45,6 7,6 75,4
2003 22,7 67,6 2,1 58,6
2001 12,4 13,9 323 88,7
EC80 2002 17,5 38.9 3.8 77,9
2003 19,6 473 0,2 67,9

Tab.Ib:  Wetterdaten am Tag der Probenahme der drei Jahre 2001 bis 2003 (Wetterstation Bonn)

Am Tagder Jahr Mitteltemperatur Sonnenstunden Niederschlag  Luftfeuchtigkeit
Probenahme [°C] [h] [mm)] [%]
2001 18,6 14,9 5,5 6,7
EC20 2002 24,4 11,6 - 72,0
2003 20,0 11,5 8,9 68,0
2001 18.6 14,9 5,5 6.7
EC30 2002 22,5 6,7 7,2 76
2003 19,2 11,9 n.v. 56,0
2001 21,8 12,7 - 68,0
EC60 2002 22,7 5,1 4.8 76,0
2003 20,7 5,8 1,6 82,0
2001 11,7 1,7 0,8 88,0
ECR80 2002 14,1 0 1,5 90,0
2003 19,1 4,0 0,2 80,0

n.v.: nicht vorhanden.
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Tab. IIa:  Wetterdaten (Wochensumme) in der Woche vor den Probenahmetermine der Jahre 2001

bis 2003 (Wetterstation Halle)

1 Woche vor Jahr Mitteltemperatur Gesamtsumme  Niederschlags- Luftfeuchtigkeit
Probenahme [°C] der summe [mm] [%]
Sonnenstunden
[h]
EC20 2001 17,0 56,8 5,8 70,3
2002 14,5 65,6 8,5 68,4
2003 19,1 68,5 0,3 60,0
EC30 2001 17,0 56,8 5,8 70,3
2002 17,7 33,5 9,3 77,4
2003 18,5 60,7 0,9 64,3
EC60 2001 21,8 75,8 4.8 63,3
2002 20,2 41,5 15,9 64,9
2003 18,7 69,0 0 56,4
EC80 2001 12,6 13,7 24.4 80,0
2002 19,1 56,7 0,1 70,9
2003 21,8 64,6 9,3 49,3

Tab. IIb:  Wetterdaten am Tage der Probenahme der drei Jahre 2001 bis 2003 (Wetterstation Halle)

Am Tag der Jahr Mitteltemperatur Sonnenstunden Niederschlag  Luftfeuchtigkeit
Probenahme [°C] [h] [mm)] [%]
EC20 2001 19,2 1,4 0,8 87,0
2002 16,9 14,6 n.v. 59,0
2003 22.4 13,5 n.v. 46,0
EC30 2001 19,2 1,4 0,8 87
2002 22,5 11,5 n.v. 63,0
2003 17,60 3,1 0,1 82,0
EC60 2001 18,7 9,6 n.v. 65,0
2002 18,6 1,9 0 73,0
2003 22.3 13,5 0 45,0
EC80 2001 11,7 0,1 3,7 76,0
2002 17,3 8,1 n.v. 63,0
2003 243 7,4 2,7 48,0

n.v.: nicht vorhanden
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