
0 
 

Praktikumsbericht 

Zum Praktikum am Albrecht-von-Haller-Institut   

der  

Georg-August-Universität  Göttingen  
 

 
 

Abteilung für Biochemie der Pflanze 

Arbeitsgruppe Prof. Feußner  

Betreuer: Dr. Till Ischebeck  

Vom 28. September bis zum 25. Oktober 2014 

Von Alexander Rotsch 

  



1 
 

 

Inhalt 
1. Einleitung ................................................................................................................................ 2 

2. Projektinformationen .............................................................................................................. 3 

2.1. Nicotiana tabacum ........................................................................................................... 3 

2.2. Ölkörper ........................................................................................................................... 3 

2.3 Gaschromatografie-Massenspektroskopie ...................................................................... 4 

3. Material und Methoden........................................................................................................... 5 

3.1. Pollenschlauchwachstum ................................................................................................ 5 

3.1.1. Pollenschlauchwachstum für Lipidanalytik ............................................................... 5 

3.1.2. Pollenschlauchwachstum für Mikroskopie................................................................ 5 

3.2. Lipidextraktion.................................................................................................................. 5 

3.3. Gaschromatografie-Massenspektroskopie ..................................................................... 5 

3.4. Dünnschichtchromatografie............................................................................................. 6 

3.5. Polymerasekettenreaktion (PCR).................................................................................... 6 

3.5.1. PCR ........................................................................................................................... 6 

3.5.2. Kolonie-PCR ............................................................................................................. 6 

3.6. Site directed mutagenesis ............................................................................................... 7 

3.7. Ligation und Transformation............................................................................................ 7 

3.8. Plasmidisolation (MiniPrep) ............................................................................................. 8 

3.9. Fällung von Plasmid-DNA auf Goldpartikel und Teilchenkanone .................................. 8 

3.10. Fixierung und Mikroskopie ............................................................................................ 8 

4.Ergebnisse............................................................................................................................. 10 

4.1. Gaschromatografie-Massenspektroskopie ................................................................... 10 

4.2. Dünnschichtchromatografie........................................................................................... 11 

4.3. Lokalisation der Lipase.................................................................................................. 12 

5.Diskussion ............................................................................................................................. 14 

5.1. Gaschromatografie-Massenspektroskopie ................................................................... 14 

5.2. Dünnschichtchromatografie........................................................................................... 14 

5.3. Lokalisation der Lipase.................................................................................................. 14 

6. Fazit ...................................................................................................................................... 14 

7. Anhänge ............................................................................................................................... 15 

7.1. Lipidzusammensetzung................................................................................................. 15 

 

  



2 
 

1. Einleitung  
Zurzeit bin ich Schüler des Louise-Henriette-Gymnasiums in Oranienburg. Ich besuche dort 

die 12. Klasse und werde im Sommer 2015 mein Abitur ablegen. Ich interessiere mich für 

Biologie und Chemie, insbesondere für die Biochemie als Kombination beider Fächer. Daher 

freute ich mich über die Möglichkeit dieses Praktikum durchführen zu können. So konnte ich 

einen Einblick in den wissenschaftlichen Alltag erhalten, über den ich zuvor nur wenig wusste.  

Das Praktikum wurde durch den Förderverein der Internationalen Biologie-Olympiade e.V. 

vermittelt und finanziell unterstützt, indem die Fahrkosten und Kosten für Unterbringung 

übernommen wurden. Den Förderverein lernte ich über das Auswahlverfahren zur 

Internationalen Biologie-Olympiade kennen.  

Das Albrecht-von-Haller-Institut für Pflanzenwissenschaften beschäftigt sich mit vielen 

Aspekten der Erforschung des Pflanzenreiches, z. B. Biochemie, Zellbiologie, Ökologie und 

Systematik, es betreibt auch die Göttinger Botanischen Gärten. Forschungsschwerpunkte der 

Arbeitsgruppe von Professor Feußner (Biochemie der Pflanze) sind die Pflanzenlipide, dabei 

werden u.a. Methoden der Lipidanalytik verbessert, Stoffwechselwege untersucht und es 

werden die Gene, die zu den Enzymen des jeweiligen Stoffwechselschrittes gehören, 

untersucht. 

 

 

 

 Abbildung 1.1 Im Ernst-Caspari-Haus ist die Abteilung Biochemie 

der Pflanze untergebracht1 
 

 

Während meines Praktikums ging es um die Untersuchung von „oil bodies“, auch Ölkörper 

genannt, in Pollenschläuchen von Nicotiana tabacum und deren Rolle bei der Biosynthese von 

Lipiden. Ziel der Arbeiten, in dessen Kontext ich mein Praktikum durchführen konnte, ist es zu 

zeigen, dass in den Ölkörpern des Pollenschlauches die Lipidvorstufen für die 

Membranbildung zu finden sind. Es wird spekuliert, dass diese Funktion der Ölkörper in 

Pollenschläuchen relativ zur Energiespeicherfunktion stark ausgeprägt ist. 

 

Während meines Projektes wurde erstens die Zusammensetzung der Sterole in den 

Membranen gemessen, um diese mit der Zusammensetzung der Sterole aus den „oil bodies“, 

die bereits zuvor vermessen wurden, zu vergleichen. Zweitens wurden die Membranlipide 

chromatisch mittels Dünnschichtchromatografie (DC) aufgetrennt, dies war ein Vorversuch für 

weitere Experimente. Dabei konnte dann gezeigt werden, dass die 

Fettsäurezusammensetzung der Triacylglyceride in den Ölkörpern und der Membranlipide in 

den Membranen ähnlich ist. Und drittens ging es um die Auswirkungen einer Mutation im 

aktiven Zentrum einer Lipase, die bei vorhergehenden Untersuchungen an „oil bodies“ 

gefunden wurde. Im Zentrum standen die Lokalisation der Lipase in der Zelle und die 

Auswirkung der Mutation auf das Pollenschlauchwachstum.  
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2. Projektinformationen 
Das Projekt lässt sich dem Gebiet der Biochemie/ Lipidanalyse zuordnen. 

2.1. Nicotiana tabacum   
Nicotiana tabacum (Virginischer Tabak) gehört zu den Nachtschattengewächsen und gehört 

damit zur gleichen Familie wie viele unserer Nutzpflanzen (z. B. ebenfalls die Tomate oder die 

Kartoffel). Er ist neben Arabidopsis thaliana (Kleine Ackerschmalwand) ein wichtiger 

Modellorganismus, bei dem viele, aber nicht alle Gene bekannt sind. Die Pflanze ist 1 bis 3 m 

groß und hat mehrfach verzweigte Rispen als Blütenstand mit rosa bis roten Blüten (siehe 

Abbildung 2.1). Virginischer Tabak bildet im adulten Stadium viele Pollen in 5 Staubbeutel, 

welche aufgrund des trichterförmigen Aufbaus der Blüte mit einem Öffnungsdurchmesser von 

7 bis 12 mm leicht zugänglich sind2. Die Pollenschläuche, welche beim Wachstum von der 

Narbe zu den Samenanlagen ca. 2 cm lang werden, können auch in Wachstumsmedium 

kultiviert werden. Auch dort erreichen sie eine Länge von mehreren Millimetern (und sind damit 

länger als die von Arabidopsis), und zeichnen sich durch eine große Keimungsrate aus. Daher 

ist er für Untersuchungen an Pollenschläuchen sehr gut geeignet3. Die in vivo Kultivierung 

erlaubt eine einfache Mikroskopie sowie die Bereitstellung eines isolierten Zelltyps in 

ausreichender Menge für biochemische Analysen. 

 

 

 

 Abbildung 2.1 Zeichnung von Nicotiana tabacum 4  

2.2. Ölkörper   
Viele Organismen speichern Energie in Form von Lipiden, diese aggregieren sich in den Zellen  

u. a. zu Ölkörpern, welche im Endoplasmatischem Retikulum gebildet werden. Sie spielen eine 

entscheidende Rolle bei der Keimung von Samen, da die gespeicherte Energie frei wird und 

den jungen Pflanzen das Wachstum ermöglicht.  

Ölkörper bestehen hauptsächlich aus Triacylglyceriden (TAG) und Sterolestern. Sie werden 

von einer einzelnen Schicht aus Phospholipiden (PL) umgeben, in welche Proteine eingelagert 

sind. Der Hauptbestandteil dieses Proteingemisches ist in Pflanzen Oleosin, daneben treten 

in kleineren Mengen auch Caleosin und Steroleosine auf. Dabei ist das Oleosin vermutlich für 

die Stabilität der Ölkörper verantwortlich5. An den Ölkörpern der Pollenschläuche ist ebenfalls 

die zu untersuchende Lipase lokalisiert3. 
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 Abbildung 2.3 schematischer Aufbau eines Ölkörpers3  

2.3 Gaschromatografie-Massenspektroskopie 
Da es sich bei biologischen Proben in der Regel um Stoffgemische handelt, müssen diese vor 

der Analyse zuerst aufgetrennt werden. Diese Funktion übernimmt die Gaschromatografie 

(GC), bei dieser werden die Stoffe nach ihrem Siedepunkt und ihren 

hydrophoben / hydrophilen Eigenschaften getrennt. Die Probe wird nach der Injektion in den 

Injektor sofort stark erhitzt und mit Hilfe von inertem Helium als Trägergas auf die GC-Säule 

geleitet. Diese etwa 30 m lange und  sehr dünne Säule hat zunächst eine niedrigere 

Temperatur und wird dann langsam erhitzt (Temperaturgradient). So können die Analyten 

nach ihrem Siedepunkt getrennt werden. Da die Säule zudem eine i. d. R. polarere stationäre 

Phase als das Trägergas besitzt hängt die Zeit, die die Analyten zum Passieren der Säule 

benötigen auch von deren Polarität ab. So können Isomere mit gleicher Siedetemperatur 

voneinander getrennt werden6. Allerdings müssen die zu untersuchenden Stoffe soweit 

thermisch stabil sein, dass sie nicht während der Chromatografie zerfallen7.  

An die Gaschromatografie ist dann noch eine Massenspektroskopie (MS) angeschlossen, 

dadurch können die Stoffe, die zu den verschiedenen Zeitpunkten aus der GC kommen 

bestimmt werden. Zunächst werden die Stoffe ionisiert (durch z.B. einen Elektronenstrahl), 

dadurch zerfällt ein Teil der Moleküle, ein Teil bleibt intakt. Es gibt mehrere 

Massenanalysatoren darunter einen Quadrupol. Hier werden die Ionen in ein oszillierendes 

elektrisches Feld geleitet,  welches in einem sehr schnellen Wechsel nur bestimmte Masse zu 

Ladungsverhältnisse zum Detektor passieren lässt. Die Analyten können an Hand ihres 

charakteristischen Fragmentationsmusters sowie ihrer absoluten Masse bestimmt werden8. 
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3. Material und Methoden 

3.1. Pollenschlauchwachstum 

3.1.1. Pollenschlauchwachstum für Lipidanalytik 

Die Staubbeutel wurden geerntet und dann bei Raumtemperatur gelagert, bis ebendiese reif 

waren und aufgegangen sind. Dann wurden die Pollen gesiebt, sodass nur noch die Pollen, 

nicht jedoch die Staubbeutel vorlagen. Die Pollen (ca. 1 g) wurden in ca. 50 ml 

Pollenschlauchmedium (5% Saccharose, 12,5% PEG - 4000, 15 mM MES - KOH pH 5,9, 1 mM 

CaCl2, 1 mM KCl, 0,8 mM MgSO4, 1,6 mM H3BO3, 30 μM CuSO4) suspendiert. Anschließend 

wurden sie in 3 mit Nylonmesh (Porengröße 6 µm) ausgekleidete Petrischalen gegeben. Bei 

Raumtemperatur und hoher Luftfeuchtigkeit (erreicht durch Überdecken des Stapels der 

Petrischalen mit feuchten Papierhandtüchern) wuchsen die Pollenschläuche ca. 6 h. Nach 

dieser Zeit wurde zu den Pollenschläuchen 10 ml Aufschlusspuffer (10 mM Tris pH 7.5, 1mM 

KCl) gegeben. Die Flüssigkeit mit den Pollenschläuchen wurde in Falcon-Tubes gegeben, 

geschüttelt und zentrifugiert (1000 x g, 1 min bei 4 °C). Der Überstand wurde abgenommen 

und auf drei Probenbehälter aufgeteilt.  

3.1.2. Pollenschlauchwachstum für Mikroskopie 

Hierfür wurden die Staubblätter von ca. 8 Blüten pro Ansatz in ca. 3 ml Pollenschlauchmedium 

gegeben und geschüttelt, sodass sich die Pollen frei in der Lösung bewegen konnten. Im 

nächsten Schritt wurden die Pollen durch Vakuum auf Filterpapier aufgebracht. Die Pollen 

wurden dann mit den Goldpartikeln + Plasmiden beschossen (siehe Abschnitt 3.9. Fällung von 

Plasmid-DNA auf Goldpartikel und Teilchenkanone). Die Pollen aus dem Trefferbereich 

wurden in 240 µl Pollenschlauchmedium resuspendiert und auf 4 Objektträger verteilt. Zum 

Auskeimen der Pollen wurden ebendiese bei Raumtemperatur und hoher Luftfeuchtigkeit 

gelagert: in Petrischalen wurde eine angefeuchtete Pappe und Zahnstocher und darauf die 

Objektträger gelegt. Die Petrischalen wurden zusammen mit angefeuchteter Pappe in eine 

Styroporkiste gestellt. 

3.2. Lipidextraktion 
Zu den Proben (ca. 4 ml) wurde 1 ml eines 3:1 Gemisches von Methyl-tert-Butylether (MTBE) 

und Methanol (MeOH) gegeben, zentrifugiert (20 min, 1500 x g) und die organische Phase 

abgenommen. Dann wurde 1 ml Wasser dazugeben, wieder zentrifugiert und die organische 

Phase überführt. Die organische Phase wurde nun unter konstantem Stickstoffstrom 

eingedampft. Bei den unterschiedlichen Versuchen wurde in verschiedenen Lösungsmitteln 

resuspendiert. Für die Gaschromatografie-Massenspektroskopie wurde in 100 µl Pyridin 

resuspendiert, für die Dünnschichtchromatografieversuche in 100 µl MTBE:MeOH 3:1 in 

Lösung gebracht. 

3.3. Gaschromatografie-Massenspektroskopie  
Zu der Lösung wurden 15 µl N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamin (MSTFA) 

dazugegeben. MSTFA reagiert mit Alkoholgruppen zu Trimethylsilylethern und sorgt damit für 

eine höhere thermische Stabilität und eine bessere Ionisierung. Das Gerät für diese 

Untersuchung war ein System aus dem “Agilent 5973 Network mass selective detector” und 

dem “Agilent 6890 gas chromatograph”, welche mit der „capillary HP5-MS column“ (30 m x 

0,25 mm; 0,25 µm coating thickness; J&W Scientific, Agilent) bestückt war. Als unpolares 

Trägergas wurde Helium verwendet (1 ml/min). Die Injektionstemperatur war 230 °C. Es wurde 

folgendes Temperaturprogramm gefahren:  2 min bei 50 °C, von 50 °C bis 330 °C eine linearer 
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Temperaturanstieg von 5 K/min und abschließend 2 min bei 330 °C. Die Elektronen der 

Ionenquelle hatten eine Energie von 70 eV, die Ionenquelle hatte eine Temperatur von 230 

°C. Die Transfertemperatur betrug 330 °C. Die Spektren wurden in einem Masse-Ladungszahl-

Verhältnis-Bereich von 71 bis 600 gemessen. 

3.4. Dünnschichtchromatografie 
Die DC-Platten wurden zuerst in einer Lösung von 0,15 M Ammoniumsulfat in 

ddH2O:Isopropanol im Verhältnis 1:1 geschwenkt. Die Platten wurden danach für 3 Tage bei 

Raumtemperatur getrocknet und für 2,5 Stunden bei 120°C gebacken. Auf die Platten wurden 

neben der Pollenschlauchprobe ein Blattextrakt und verschiedene Standards aufgetragen. Als 

Laufmittel wurde ein Gemisch aus 91 Volumenteilen Aceton, 35 Volumenteilen Toluol und 

5 Volumenteilen Wasser verwendet. Die Platten wurden ca. 30 min laufen gelassen. 

Anschließend wurden sie in Kupfersulfat getaucht und verascht9.  

3.5. Polymerasekettenreaktion (PCR) 

3.5.1. PCR 

Zur Vervielfältigung der DNA aus den Tabakpollen wurde die thermisch stabile Polymerase 

„Phusion High-Fidelity DNA Polymerase #F-530L“ von Thermo Scientific verwendet. Dabei 

wurde folgender Reaktionsansatz auf 20 µl mit ddH2O aufgefüllt: 

5x Phusion HF Puffer 4 µl 

10 mM dNTPs 0,4 µl 
10 mM Primer (vorwärts) 1 µl 

10 mM Primer (reverse) 1  µl 
DNA Matrize 0,5 µl 

Phusion DNA Polymerase 0,2 µl 
  

Es wurde folgendes Temperaturprogramm gefahren: 98°C 2 min; je 98°C 25 s, 58°C 30 s, 

72°C 1 min / 1000 bp Genlänge in 32 Zyklen; 72°C 7 min. 

Das PCR-Produkt wurde zur Reinigung auf ein 1%-iges TAE-Agarosegel aufgetragen. Hierzu 

wurde der GenRuler 1 kb DNA-Leiter verwendet und es wurde eine Spannung von 120 V 

angelegt. Die Gele wurden nach der Elektrophorese mit Ethidiumbromid gefärbt, unter UV-

Licht wurden die Banden ausgeschnitten und mit dem „NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up 

Kit“ (Hersteller: Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) auf gereinigt.  

3.5.2. Kolonie-PCR 

Da durch die Antibiotika-Resistenz nur nach Aufnahme des Plasmides selektiert werden kann, 

muss noch unterschieden werden, ob die Plasmid-Enden ohne Aufnahme des DNA-Stückes 

wieder ligiert wurden oder ob das DNA-Stück in das Plasmid aufgenommen wurde. Dazu dient 

die Kolonie-PCR, bei dieser wurde folgender Reaktionsansatz verwendet und auf 20 µl mit 

ddH2O aufgefüllt. 

 

5x GoTaq Puffer  4 µl 
GoTaq Polymerase 0,05 µl 

10 mM dNTPs 1,6 µl 
10 mM Primer (vorwärts) 1 µl 

10 mM Primer (reverse) 1 µl 
 

Die jeweiligen Kolonien wurden mit einem sterilen Holzstäbchen gepickt und in dem PCR-

Ansatz verteilt.   
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Es wurde folgendes Temperaturprogramm gefahren: 98°C 2 min; je 98°C 25 s, 60°C 30 s, 

72°C 1 min / 1000 bp Genlänge in 30 Zyklen; 72°C 5 min. 

3.6. Site directed mutagenesis   
Die Site directed mutagenesis dient zum Einfügen einer einzelnen Mutation, welche bei der 

Expressions des Gens eine Änderung der Aminosäure zur Folge hat. So können durch 

Veränderungen der Aminosäuresequenz im aktiven Zentrum Enzyme inaktiviert werden. 

Hierzu wurde die QuickChangeTM „Site-Directed Mutagenesis“ verwendet (Stratagene, La 

Jolla, Kalifornien, USA). Dafür wurden zwei komplementäre Primer, welche die Mutation 

enthalten, erstellt und in einer PCR eingesetzt. Bei dieser diente das Plasmid, in welches die 

Mutation eingebracht werden sollte, als Matrize und wird komplett dupliziert. 

Dabei wird folgender Reaktionsansatz auf 20 µl mit ddH2O aufgefüllt.  

 

5x Phusion HF Puffer 4 µl 

10 mM dNTPs 0,4 µl 
10 mM Primer (vorwärts) 1 µl 

10 mM Primer (reverse) 1 µl 
DNA Matrize 0,5 µl 

Phusion DNA Polymerase  0,2 µl 
 

Es wurde dabei folgendes Temperaturprogramm gefahren: 98°C 2 min; je 98°C 25 s, 52°C 

30 s, 72°C 1 min / 1000 bp Genlänge in 21 Zyklen; 72°C 7 min. 

Bei der Synthese der neuen Stränge kommt es zu einer Lücke zwischen dem Primer (als 

Replikationsanfang) und dem Ende der Replikation. Dadurch kann das neue Plasmid nicht als 

Matrize dienen und die PCR verläuft linear und nicht exponentiell.  

Anschließend wurde die Lösung mit den mutierten und nicht mutierten Plasmiden über Nacht 

bei 37 °C mit dem Restriktionsenzym DpnI verdaut. DpnI schneidet nicht an bestimmten 

Sequenzen, sondern methylierte DNA. Dadurch kann man selektiv das Mutterplasmid, 

welches keine Mutation enthält, aber methyliert ist, abbauen. Der Ansatz wurde anschließend 

in E.coli Zellen transformiert  (siehe unten). Nach einer Mini prep der einzelnen Kolonien 

konnte mit einer Sanger-Sequenzierung überprüft werden, ob die Mutagenese erfolgreich war.  

Diese Methode wurde dazu genutzt um im Gen der Tabaklipase eine Basensubstitution 

einzufügen, welche im exprimierten Protein einen Aminosäureaustausch von Serin zu Alanin 

an der Position 393 hat. Dadurch ist die katalytische Triade des Enzyms nicht mehr funktional 

und damit auch das ganze Enzym.   

3.7. Ligation und Transformation  
Da viele der Gene in anderen Plasmiden vorhanden waren, als sie benötigt wurden, wurden 

diese mit Restriktionsenzymen verdaut und über ein 1%iges TAE-Agarosegel  aufgetragen 

und aufgereinigt. Für die Proteinexpression in den Pollenschläuchen, welche mikroskopiert 

wurden, wurde der Vektor pet24a verwendet. 

Vor der Ligation wurde die Konzentration des Plasmides und des einzufügenden Stückes DNA 

(Insert) gemessen. Nun wurde der Reaktionsansatz so angesetzt, dass die molare 

Insertkonzentration zehnfach höher ist als die molare Plasmidkonzentration. In den 

Reaktionsansatz wurden 1 µl T4 Ligase und 1 µl T4 Puffer dazugegeben und auf 10 µl mit 

ddH2O aufgefüllt. Der Reaktionsansatz wurde über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Zur Transformation wurden die chemisch kompetenten E.coli-Zellen vom Stamm XL1-Blue 

verwendet. Dabei wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und 100 µl der Zellsuspension zum 

Ligationsansatz gegeben. Danach wurden die Zellen auf Eis 30 min inkubiert, gefolgt von 
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einem Hitzeschock von 45 s bei 42°C. Anschließend wurden 200 µl LB-Medium (1% Pepton, 

0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl) hinzugegeben und bei 37°C eine Stunde geschüttelt. Der 

gesamte Ansatz wurde ausplattiert auf LB-Medium-Platten (LB-Medium + 1,5% Agar), denen 

zur Selektion das entsprechende Antibiotikum zugesetzt wurde. Dem LB-Medium wurden 

100 µg / ml Carbenicillin bzw. 50 µg / ml Kanamycin zugesetzt. Die Bakterien wurden auf den 

Platten über Nacht bei 37°C inkubiert. Für u. a. die Proteinexpression wurden Flüssigkulturen 

angesetzt, dazu wurde LB-Medium mit den zugesetzten Antibiotika verwendet. Die Kulturen 

wurden über Nacht bei 37°C unter schütteln inkubiert. 

3.8. Plasmidisolation (MiniPrep) 
Hierzu wurden ca. 3 ml Flüssigkultur mit 1000 x g 10 min abzentrifugiert und anschließend die 

Plasmide mit dem „NucleoSpin® Plasmid (NoLid) Kit“ (von Macherey-Nagel, Düren, 

Deutschland) die Plasmide aufgereinigt und in ddH2O eluiert. 

3.9. Fällung von Plasmid-DNA auf Goldpartikel und Teilchenkanone  
Für die Goldfällung wurden ca. 8 µg des Plasmides und 1,24 mg Gold verwendet. Beides 

wurde 15 s gevortext, bevor 50 µl einer 2,5 M CaCl2-Lösung dazugegeben wurden. 

Anschließend wurde wieder 15 s gevortext, 20 µl einer 0,1 M Spermidin-Lösung dazugegeben 

und 90 s gründlich durchmischt. Danach wurde maximal 10 s zentrifugiert und der Überstand 

abgenommen. Zum Waschen wurde dreimal 200 µl 100%-iger Ethanol hinzugegeben, 15 s 

gevortext, maximal 15 s zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Die Partikel wurden in 

60 µl Ethanol resuspendiert. 

Als Teilchenkanone wurde die Bio Rad Biolostic® Particle Delivery (Bio Rad, München, 

Deutschland) verwendet. Bei dieser Methode wird eine schnelle Druckänderung genutzt, um 

die Goldpartikel zu beschleunigen. Hierzu wird in der Kammer ein Unterdruck von 13 psi 

erzeugt, dann wird in einer zweiten Kammer ein hoher Druck mittels Stickstoffgas erzeugt, die 

beiden Kammern werden dabei von einer „rupture disk“ getrennt, welche eine Druckdifferenz 

von 1350 psi aushält, bis sie reißt. Nun wird eine Folie, ein sogenannter „Macrocarrier“, durch 

die Druckwelle schnell bewegt und durch ein Gitter gestoppt, welches lediglich die Goldpartikel 

passieren können. Auf diesen „Macrocarrier“ wurde nun ungefähr die Hälfte der 

Goldsuspension aufgetragen.  

3.10. Fixierung und Mikroskopie 
Zur Fixierung wurde eine 1:3 Mischung von einer 3,7%-iger Formaldehydlösung und 

Pollenschlauchmedium verwendet. Diese bildet Quervernetzungen aus und fixiert so die 

Ölkörper. Ebendiese wurden durch Nilrot (0.01 mg/ml) angefärbt. 

Um die zu untersuchende Proteine sichtbar zu machen, wurden entweder die Gene für die 

fluoreszierenden, GFP-ähnlichen Proteine mCherry oder mVenus hinter die Gene der zu 

untersuchenden Proteine eingefügt. Dabei fluoresziert mCherry im roten Lichtbereich und 

mVenus im gelben Bereich. 

Für die Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Olympus BX51 (Olympus, Hamburg, Deutschland) 

Epifluoreszenzmikroskop verwendet. Außerdem wurde ein Filter verwendet, um die 

Fluoreszenzsignale der Proteine von den restlichen Signalen aus zu selektieren. Hierzu wurde 

der Filter F41-028 HQ (Olympus, ebenda) verwendet, um mVenus anzuregen. Es wurden 

Bilder mit der Mikroskopkamera ColorView II Kamera (Olympus, ebenda) gemacht und mit 

dem Programm analySIS Docu (Soft-Imaging-Systems GmbH, Münster, Deutschland) 

ausgewertet. 
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Für die Co-Lokalisationsversuche sind diese Bilder aus dem Fluoreszenzmikroskop allerdings 

zu unscharf. Daher wurde hierzu das LSM 510 Konfokalmikroskop (Carl Zeiss Inc., Jena, 

Deutschland) verwendet.  

 

 

 

 Abbildung 3.1 schematischer Aufbau eines Konfokalmikroskops10  

 

Bei der Konfokalmikroskopie wird das Licht in einem Brennpunkt im Präparat gebündelt. 

Dadurch wird ein vergleichsweise kleiner Bereich in der Brennpunktebene angeregt, die 

entstehenden Fluoreszenzsignale werden nun in der Mitte eine Lochblende vor dem Detektor 

gebündelt. Ebendiese Lochblende hält nun die Strahlengänge aller anderen Ebenen zurück 

(siehe Abbildung 3.1). Dadurch wird das Bild schärfer, da kein Licht aus tieferen bzw. höheren 

Schichten den Detektor erreicht10
. 

Bei beiden Fluorophoren wurde der Hauptstrahlenteiler HFT 488/543 nm verwendet, allerdings 

wurden die Fluoreszenzsignale unterschiedlich gefiltert. Bei mCherry kam ein 560 nm 

Langpass zum Einsatz, der alle Signale oberhalb von 560 nm absorbiert und für mVenus ein 

505 nm Langpass. 
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4.Ergebnisse  

4.1. Gaschromatografie-Massenspektroskopie   
Bereits im Vorfeld wurde die Sterolesterzusammensetzung in Ölkörpern gemessen. Diese ist 

in Abbildung 4.1.1 zu sehen. Die Konzentration an freien Sterolen ist in Ölkörpern so klein, 

dass sie nicht mehr detektiert werden kann. Daher wird in Abbildung 4.1.1 die 

Zusammensetzung der freien Sterole, der Zusammensetzung der Sterolester gleich gesetzt. 

 

 

 

 Abbildung 4.1.1 Sterolzusammensetzung und Zusammensetzung 

der Sterole in Estern in Ölkörpern 
 

 

In Abbildung 4.1.2 sind die gleichen Zusammenhänge wie in Abbildung 4.1.1 für einen 

Gesamtextrakt dargestellt. In beiden Abbildungen ist mit „Sterol m=412d“ ein nicht bestimmtes 

Sterol bezeichnet (entsprechender Standard war nicht vorhanden). Die molare Masse dieses 

Sterols betrug 412 g mol-1. Damit ist es möglich, die Sterolzusammensetzung zwischen dem 

Gesamtextrakt und den Ölkörpern zu vergleichen.  

 

 

 

 Abbildung 4.1.2 Sterolzusammensetzung und Zusammensetzung 

der Sterole in Gesamtpollenschlauchextrakt 
 

 

Gemeinsam ist beiden Zusammensetzungen der hohe Anteil an Episterol und  

24-Methylencholesterol, sowie die geringeren Mengen an Cholesterol und Campesterol. 

Sitosterol und Stigmasterol sowie das unbestimmte Sterol liegen dagegen fast ausschließlich 

als freies Sterol vor. Des Weiteren ist ihre Konzentration im Gesamtpollenschlauchextrakt 

deutlich größer als in den Ölkörpern. 
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4.2. Dünnschichtchromatografie 
Diese Methode ermöglicht qualitative Aussagen zum Vorhandensein von einzelnen Lipiden, 

sowie den semi-quantitativen Vergleich der Verhältnisse von Konzentrationen einzelner Lipide.  

 

 

 

 Abbildung 4.2.1 Dünnschichtchromatografieplatte, aufgetragene 
Probe/ Standard von links nach rechts:  
1. Blattextrakt (B); 2. Pollenschlauchlipide (PT);  
3. Mono- und Digalactosyldiacylglycerol (MGDG, DGDG);  
4. Phosphatidylglycerol und Phosphatidylinositol (PG, PI);  
5. Phosphatidic acid (PA); 6. Sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQD); 
7. Phosphatidylethanolamine (PE); 8. Phosphatidylcholine (PC) 

 

 

Aus weiteren Vorversuchen erhält man für die die Standards folgendes Laufverhalten: DGDG 

läuft weiter als MGDG und PI läuft weiter als PG. Nun ist die Schwarzfärbung ein Maß für die 

Menge an Lipiden, die sich auf der Platte befanden. Allerdings fehlt ein Wert für die 

Gesamtmenge an Lipiden, folglich sind nur Aussagen zu den Lipidmengen zueinander 

möglich. So erkennt man, dass im Blattextrakt ungefähr gleiche Mengen an MGDG und DGDG 

vorhanden sind, wohingegen bei den Pollenschläuchen deutlich mehr MGDG als DGDG zu 

erkennen ist. Die Pollenschläuche enthalten relativ viel PE, PI und PC, dagegen relativ wenig 

SQD im Vergleich zum Blattextrakt. 

 

  

http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol
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4.3. Lokalisation der Lipase 
Hierbei geht es um die Struktur an/ in der die Lipase zu finden ist. Insbesondere ist aufgrund 

ihrer Funktion und den Vorexperimenten die relative Lage zu den Ölkörpern interessant. 

Bereits im Vorfeld wurden Expressionsversuche mit der nicht mutierten Lipase durchgeführt. 

Dabei wurden die Ölkörper mit dem rot fluoreszierenden Nilrot gefärbt (siehe Abbildungen 

4.3.1 (a)). Mit ihnen sind die markierten Lipase-Proteine co-lokalisiert, die man in Abbildung 

4,3,1 (b) als kleine Punkte von Aggregaten erkennen kann. 

 

 

 

 

 Abbildung 4.3.1 Co-Lokalisation der Lipase (a) Ölkörper (b) Lipase 
(c) Überlagerung der beiden Kanäle 

 

 

Bei der mutierten Lipase kann man ebenfalls eine Aggregation des Proteins beobachten. 

Diese ist deutlich stärker ausgeprägt, als bei der nicht mutierten Lipase (Siehe Abb. 4.3.2 (b)). 

Auch die Ölkörper sind nicht mehr gleichmäßig auf den ganzen Pollenschlauch verteilt (wie in 

Abb. 4.3.1 (a)), sondern sind in bestimmten Regionen angesammelt. Bei Überlagerung der 

Bilder (Abb.4.3.2. (d)) scheinen die Ölkörper um die Proteinaggregate angelagert zu sein. 

Zwischen diesen Ölkörper-Lipase-Aggregaten gibt es Bereiche ohne (bzw. wenige) 

Fluoreszenzsignale (siehe 4.3.2. (b)).  
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 Abbildung 4.3.2 Co-Lokalisation der mutierten Lipase (a) Ölkörper 
(b) Lipase (c) Überlagerung der beiden Kanäle 
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5.Diskussion  

5.1. Gaschromatografie-Massenspektroskopie 
Da die Zusammensetzung der Sterolester in den Ölkörpern und die der freien Sterole in den 

Membranen in ihren Hauptkomponenten übereinstimmen, kann vermutet werden,  dass die 

Sterolester wahrscheinlich als Vorstufe für die Synthese von freien Sterolen dienen.  

5.2. Dünnschichtchromatografie 
Über die Dünnschichtchromatografie konnte gezeigt werden, dass die Lipidzusammensetzung 

in Pollenschläuchen sich von der in Blättern stark unterscheidet. Weitere Erkenntnisse 

müssten durch fortführende Experimente gewonnen werden. So kann die etablierte 

präparative Methode genutzt werden, um gleichzeitig Phospholipide und Galaktolipide  zu 

trennen und ihre Fettsäurezusammensetzung zu messen. Im Falle der Pollenschläuche 

könnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Fettsäurezusammensetzung der 

Triacylglyceride in den Ölkörpern mit der der Membranlipide übereinstimmen könnte. Dies 

könnte wiederum dafür sprechen, dass diese Neutrallipide direkte Vorstufen der 

Membranlipide darstellen. (siehe Anhang 1) 

5.3. Lokalisation der Lipase 
Die getrennten Bereiche könnten ein Anzeichen für eine trennende Struktur, wie eine 

Membran, sein. Solche Strukturen könnte man bei einem Abbau der Ölkörper in einer Vakuole 

finden, denn durch die Mutation können die Ölkörper nur noch verlangsamt abgebaut werden, 

so sind Protein und Ölkörper in diesem Stadium sichtbar. Dies müsste aber noch durch weitere 

Co-Lokalisationsexperimente mit Vakuolenmarkern bewiesen werden.  

6. Fazit 
 

Für mich war dieses Praktikum eine große Bereicherung, sowohl in wissenschaftlichen, als 

auch in sozialen Aspekten. So erhielt ich Einblicke in wissenschaftliche Bereiche, zu denen 

ich bisher nur wenig Kontakt hatte, wie zum Beispiel viele der Messverfahren, mit denen 

gearbeitet wurde. Außerdem wurde mir bewusst, dass viele Dinge noch schwieriger und 

langwieriger sind, als man erwartet, an welchen Stellen es lange Wartezeiten gibt und wie man 

diese nutzen kann, beispielsweise durch andere Experimente. Auch gab mir das Praktikum 

Sicherheit in vielen praktischen Abläufen und Ideen, was man machen kann, wenn ein 

Experiment mal nicht funktioniert.  

Der Gruppenzusammenhalt in der Arbeitsgruppe hat mich sehr beeindruckt und ich hatte 

durchgängig das Gefühl gut betreut worden zu sein, auch außerhalb des Laborplatzes, an dem 

ich normalerweise stand.  

All dies hat mich in meiner Berufs- und Studienwahl beeinflusst und wird mir eine Hilfe für 

meine Zukunft sein. Daher möchte ich mich an dieser Stelle ganz herzlich bei Dr. Till Ischebeck 

und der gesamten Arbeitsgruppe von Prof. Ivo Feußner für die sehr gute Betreuung bedanken. 

Ein großer Dank geht ebenfalls an den Förderverein der Internationalen BiologieOlympiade für 

die Ermöglichung dieses Praktikum, insbesondere an Christina Gebler, die als Betreuerin von 

Vereinsseite mitgeholfen hat, dass Praktikum durchzuführen. 
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7. Anhänge 

 7.1. Lipidzusammensetzung 
 

Die Ergebnisse der Fettsäurezusammensetzungen der Lipide sind nach dem Praktikum mit 

Hilfe der von mir etablierten Methode gemessen worden: 

 

 

 

 

 Abbildung 7.1.1 Fettsäurezusammensetzung der Membran, 

aufgeschlüsselt nach den einzelnen Lipiden 
 

 

 

 

 

 Abbildung 7.1.2 Fettsäurezusammensetzung der Ölkörper  
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