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Vorne weg ...

Ich weil3 ja nicht, ob Sie's schon wul3ten, ...

... aber die vorliegende Arbeit habe ich als eingefleischter Westfale im Feindesland am
Rhein angefertigt. In den Wirren des von Zweifeln und Frust gepragten
Doktorantenlebens konnte ich feststellen, daf? die Mentalitdt des Rheinléanders an sich
nicht dem entspricht, was landlaufig behauptet wird. Im Gegenteil, er besticht durch
seine Sturheit genauso wie durch seine Quasseligkeit, deren Inhalt man aber in der
Regel kein besonderes Gewicht beimessen sollte, besonders wenn das
spllwasserartige Regionalgetrank (genannt ,Kdlsch*!) im Spiel ist.

So mag der Nicht-Rheinldander die Situation eines Westfalen nur allzuleicht verstehen,
der sich auf den langen und steinigen Weg gemacht hat, eine wissenschaftliche Arbeit
anzufertigen. Da ist es hilfreich - ja unverzichtbar -, dal3 einem die Mitarbeiter, Freunde
und Familienmitglieder unter die Arme greifen, wenn man nicht mehr aus noch ein
weil3. Ich hatte das Glick, liebenswerte Menschen um mich zu haben, die mir zur
rechten Zeit mit Rat und Hilfe, mit einem aufmunternden Wort oder nur mit einem
kalten Bier (Pils!) zur Seite standen, wenn ich es am dringendsten brauchte. Fir diese
Hilfe mdchte ich von Herzen ,Dankeschon” sagen. Ohne all diese auf ihre eigene Art
auBergewdhnlichen Menschen zu vergessen, méchte ich funf von ihnen hervorheben,
die mich in diesen viereinhalb Jahren begleitet und in besonderer Weise gepragt
haben:

Sehr geehrter Herr Leistner, ich danke Ihnen, daR sie mir die Méglichkeit gegeben
haben, in lhrer Arbeitsgruppe zu forschen, dal3 Sie mich jederzeit mit Rat und Tat
unterstitzt haben und dal3 Sie mir ohne Vorbehalte alle Freiheiten gaben, meine Ideen
zu verfolgen. Ganz besonders mochte ich lhnen dafir danken, dal3 sie es mir
ermoglichten, die Natur in ihrer gigantischen, detailverliebten, veschwenderischen,
filigranen und zugleich monumentalen Weise kennen zu lernen und voll Ehrfurcht zu
bestaunen.

Liebe Christel, ich danke Dir, daf? Du mich unter Deine wissenschaftlichen ,Fittiche*
genommen hast und mir gezeigt hast, wie man das macht, mit dem ,Gene-fischen".
Du standest mir mit kritischem Rat immer zur Seite. Darlber hinaus erinnere ich mich
gerne an die gemeinsamen Geniisse aus dem Laacher Raum. Ich hoffe, dal3 wir in
Zukunft auch trotz zunehmender Distanz Gelegenheit finden werden, diesen
gemeinsamen Freuden zu fronen.

Lieber Michael, Du hast in mir das Interesse fur das geweckt, was ich wahrend des
Studiums der Pharmazie halte wie die Pest: Botanik! Zusammen unternahmen wir
Ausflige auf die Rabenlai oder in die Eifel, um Blumen und die Natur zu bewundern.
Ich habe mit Dir einen Rheinlander kennengelernt, der viele der sonst dem Westfalen
eigenen Tugenden besitzt.



Lieber Pulli, ich danke Dir fur unsere gemeinsame Zeit am Institut und fur Deine
unkonventionelle Art, die Dinge mal von einer anderen Seite zu betrachten. Oft hat mir
dies geholfen, Problemen entspannter entgegen zu sehen. Ich danke Dir fur die
gemeinsame Musik und die Tipps und die Unterstitzung beim Zusammenstellen
dieser Arbeit.

Lieber Heiko, ich danke Dir flr unsere gemeinsame Zeit als Lebensab-
schnittsgefahrten! Fur ,Pellkartoffeln mit Frankfurter grine Sauce®, fur Apfelwein (ob
kalt oder hei mit Zimt), fur Eintracht-Frankfurt-Socken, fur die stundenlangen
Diskussionen, in denen wir die Probleme der Welt 16sten, den Hunger beseitigten und
die Grenzen von Zeit und Raum tUberwanden. Fur Deinen weiteren Weg wunsche ich
Dir alles Gute !

Allen Mitarbeitern des Instituts fir Pharmazeutische Biologie, mit denen ich im Laufe
der Jahre zusammengearbeitet habe, danke ich flr ihre Hilfsbereitschaft und ihre
Zusammenarbeit. Ohne ihre Unterstitzung, auch in den kleinen Dingen des
Tagesablaufs, ware diese Arbeit nicht mdglich gewesen. Ich habe in diesen Jahren
viele Menschen kennen- und schétzengelernt und habe mich im Hause sehr wohl
gefuhlt. Dafur herzlichen Dank!
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1 EINLEITUNG

Obwohl Vitamin Bs eine essentielle Komponente des Stoffwechsels aller Lebewe-
sen ist, ist seine Biosynthese nur im Enterobakterium Escherichia coli gut studiert.
Uber die Biosynthese des Vitamin in anderen Bakterien sowie Organismen der iibrigen
Phyla herrscht gro3tenteils Unklarheit.

1.1 Die Vitamere der Bs-Gruppe

Vitamin B spielt eine zentrale Rolle im Stoffwechsel aller Organismen. Wie die
Stoffe Thiamin (Vitamin B.), Riboflavin (Vitamin B), Cyanocobalamin (Vitamin Bi.),
Pantothensaure, Nikotinsdure (-amid) und Folséure gehdrt es zum Vitamin B-Komplex.
Chemisch betrachtet verbergen sich hinter der Bezeichnung sechs &hnliche Stoffe mit
einem Pyridin-Grundgerust und verschiedenen funktionellen Gruppen (siehe Abbil-
dung 1.1): Pyridoxin (PN), Pyridoxal (PL), Pyridoxamin (PM), sowie deren 5°- Phos-
phorséaureester (PNP, PLP, PMP). Die Nomenklatur der einzelnen als ,Vitamere" be-
zeichneten Stoffe war lange Zeit nicht eindeutig und fuhrte seit der Entdeckung der
Leitsubstanz Pyridoxin im Zusammenhang mit der Untersuchung des Vitamin B,-
Mangelsyndroms Pellagra in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts immer wieder
zu Verwirrung. Als erster Stoff der Gruppe wurde Pyridoxin (PN) als 4,5-Di(hydroxyme-
thyl)-2-methylpyridin-3-ol beschrieben. Aufgrund der prominenten alkoholischen
Gruppe am 4’-Kohlenstoffatom empfahl die IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) den Namen Pyridoxol, revidierte diesen jedoch spater, als es zu
Verwechselungen mit dem analogen Aldehyd Pyridoxal kam.

Schon 1939 gelang einer japanischen und einer deutschen Arbeitsgruppe die
chemische Synthese des Pyridoxins durch Abbau des Isochinolins 3-Me-
thoxy-2-methylisochinolin. Seither wurden zahlreiche weitere Synthesewege erarbeitet.
Isler (1988) gibt einen Uberblick tber diese Verfahren und beschreibt die heute ge-
brauchliche Methode zur grof3technischen Produktion von Pyridoxin: Auf der Basis ei-
ner Diels-Alder-Kondensation von Oxazolen mit Malein- oder Fumarséurederivaten
wird nach weiteren Modifikationen des Molekils Pyridoxin erhalten. Auf diese Weise
werden jahrlich ca. 1700 t der Vitamere produziert (R6mpp [Begr.], 1995).

Nur Pflanzen und Mikroorganismen sind in der Lage, die Vitamere der Bs-Gruppe in
vivo zu synthetisieren. Fur tierische Organismen haben die Verbindungen Vitamincha-



2 1 ENLETUNG

CHO NH,
HO HO
| o OH | N OH
= =
H,C N H,C N
Pyridoxin = Pyridoxol (PN) Pyridoxal (PL) Pyridoxamin (PM)
H PdxK H PdxK/PdxY H PdxK
OH NH,
CHO
HO HO HO
X OPi AN OPi N OPi
. . P
— PdxH o~
H,C N H,C N PdxH HC™ N
Pyridoxin-5"-Phosphat (PNP) Pyridoxal-5"-Phosphat (PLP) Pyridoxamin-5"-Phosphat (PMP)
Abbildung 1.1 Die Vitamere der Be-Gruppe sind durch den ,Salvage Pathway“ ineinander

Uberfuhrbar

Die Pyridoxinkinase PdxK vermag in Escherichia coli alle drei unphosphorylierten Vitamere (PN, PL, PM)
an Position 5” zu phosphorylieren. Das Isoenzym PdxY ist in dem Bakterium spezifisch fiir Pyridoxal. Durch
die Oxidoreduktase PdxH (Pyridoxamin-5"-Phosphat: O,-Oxydoreduktase [EC 1.4.3.5]) k6nnen Pyridoxin-
5’-Phosphat (PNP) und Pyridoxamin-5"-phosphat (PMP) in Pyridoxal-5"-Phosphat (PLP) Uberfiihrt werden.
Diese Oxidation gelingt nicht mit den unphosphorylierten Produkten PN, PL und PM (Notheis, 1995). Ver-
schiedene Autoren vermuten, dal} der Salvage-Pathway in zahlreichen Organismen — auch solchen, die
nicht zur Vitamins Be-Biosynthese befahigt sind — existiert (Mittenhuber, 2001).

rakter. Allen Organismen gemeinsam ist jedoch die Fahigkeit, die Vitamere Uber den
sogenannten Salvage-Pathway ineinander zu Uberfihren (vgl. Abbildung 1.1, Seite 2).
Uber die Enzyme PdxK/PdxY und PdxH ist es ihnen moglich, die physiologisch aktiven
Formen Pyridoxal-5"-Phosphat (PLP) und Pyridoxamin-5"-Phosphat (PMP) unabhéan-
gig von der aufgenommenen Struktur zu erzeugen (Wada und Snell, 1961). Als Coen-
zyme sind sie beteiligt an zahlreichen Stoffwechselreaktionen, vor allem an solchen
des Aminosaurestoffwechsels wie z. B. Decarboxylierungen, Transaminierungen,
H.O-/H,S-Abspaltungen, Aminosaurespaltungen, etc. lhre Funktionen entfalten sie
immer Uber die Bildung einer Schiffschen Base der Aldehyd- oder Amino-Funktion am
4’-C-Atom des Vitamins mit dem a-Kohlenstoffatom des Substrates. Hayashi (1995)
gibt einen Uberblick liber die Reaktionen und den Mechanismus PLP-abh&ngiger En-
zyme. In allen Féllen dieser Reaktionskatalyse wird eine Bindung des a-Kohlenstoffa-
toms labilisiert (vgl. Abbildung 1.2, Seite 3) und in der Folge vom Enzym gedéffnet. Die
Schiffsche Base wird anschlie3end hydrolysiert (Stryer 1996).
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1.2 Biosyntheseweg der Pyridoxin-Vitamere

Obwohl seit dem Ende der 30er Jahre des 20. Jah- C a
hunderts eine Méglichkeit der chemischen Synthese des w R
Pyridoxins bekannt ist, ist bis heute nicht vollstandig RJfCOOH
geklart, wie die Natur diese Strukturen erhalt. Grinde N b
hierfur sind u. a. das relativ geringe Molekulargewicht & | H
sowie die damit verbundene einfache Struktur. Da die

Vitamere der Bes-Gruppe klassische Vertreter des Pri- OPi
marstoffwechsels darstellen (Leistner [1993], vgl. auch

Kapitel 1.3, Seite 8), sollte sich ihr Aufbau auf Metabolite

zurlckfuhren lassen, die ebenfalls ein geringes Moleku- Abbildung 1.2 PLP-

Substratbindung in PLP-
abhangigen Enzymenreak-

largewicht besitzen und gleichzeitig in zahlreichen an-

deren Stoffwechselwegen zugegen sind. Da die Unter-

suchung von Biosynthesewegen zu Beginn der For- tionen

PLP labilisiert je nach Reak-

schung an den Bs-Vitameren zu einem grofRen Teil auf
der Isolierung von Intermediaten eines Stoffwechsel-
weges fuldte, wirkte sich dieses Handicap besonders
nachteilig aus. Auch die in der Biosyntheseforschung
Ublichen Einbauexperimente mit Isotopenmarkierten
Vorstufen kénnen in diesem Fall problematisch sein.
Durch die Abwanderung des markierten Substrates in

tion eine der gekennzeichne-
ten Bindungen des a-Koh-
lenstoffatoms im Substrat: a
bei Aminotransferasen., b bei
Decarboxylasen oder c¢ bei
Aldolasen. Die Abbildung
wurde Stryer (1996), S. 667,
Abb 25.5 entnommen.

benachbarte Stoffwechselwege entsteht entweder eine

mit Detektionsproblemen verbundene Verdinnung der

Nuklidmarkierung in der zu analysierenden Verbindung oder - je nach Markierungsart
des Substrates - das Risiko, einen falschen Metaboliten zu verfolgen.

Erst der Einsatz molekularbiologischer Methoden in Kombination mit herk6mmli-
chen Analysetechniken fihrte im Laufe der Zeit zu einem umfangreichen Verstandnis
des Biosyntheseweges des Vitamin-Bs-Komplexes im Enterobakterium Escherichia
coli. Es kann davon ausgegangen werden, dal3 der Biosyntheseweg im aeroben sowie
anaeroben Stoffwechselzustand bis auf wenige mechanistische Fragestellungen ver-
standen wird. Abbildung 1.4, Seite 7, faf3t den Stand der Forschung zur Biosynthese
des Vitamin Bg-Komplexes in Escherichia coli zusammen, wie er sich zu Beginn der
vorliegenden Arbeit darstellte:

Dempsey erzeugte als erster in groRer Zahl Mutanten des Enterobakteriums
Escherichia coli, die eine Vitamin Bs-Auxotrophie besalien. In Abhangigkeit von den
Nahrstoffen, die diese Auxotrophie supplementierten, lieBen sich alle der tber 250
Mutanten in finf Gruppen klassifizieren (Dempsey, 1969). Einbaustudien mit nuklid-
markierten Vorstufen (durch Spenser und Hill) seit den achziger Jahren sowie geneti-
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sche Studien an den von Dempsey erzeugten Mutanten (Winkler und Mitarbeiter sowie
Leistner und Mitarbeiter) fihrten zu einem eingehenderen Verstandnis der einzelnen
Biosyntheseschritte.

Die Studien zeigten, daf? der Ringbildung des Pyridoxin-Grundgertstes zwei Vor-
stufen zugrunde liegen: Die ,rechte Seite" des Molekils - die Atome N-1, C-6, C-5,
und C-5" (in Abbildung 1.4, Seite 7, blau dargestellt) - stammt aus der nicht proteino-
genen Aminosaure 4-Phosphohydroxy-L-threonin (Hill und Spenser, 1986, 1996;
Drewke, 1993). Die ,linke Seite* - die Atome C-2°, C-2, C-3, C-4, und C-4" (in Abbil-
dung 1.4, Seite 7, rot dargestellt) — entsteht aus der Pentose 1-Desoxy-D-xylulose-5-
Phosphat. Diese wird Uber einen von Rohmer (1996) entdeckten alternativen Weg zur
Bildung von Isopreneinheiten zur Verflgung gestellt wird.

Biosynthese des 4-(Phosphohydroxy)-L-threonins in Escherichia coli

Die Biosynthese der Vorstufe 4-Phosphohydroxy-L-threonin geht von der im Calvin-
Zyklus gebildeten Aldose Erythrose-4-Phosphat aus (siehe Abbildung 1.3, Seite 5).
Diese wird durch die NAD*-abhangige Erythrose-4-Phosphat-Dehydrogenase (Epd)
zur entsprechenden S&ure oxidiert. Zaoh und Winkler gelang es, das Enzym zu reini-
gen und zu charakterisieren (Zaoh et al., 1998). Yang und Winkler klonierten das
schon als gapB bekannte, spater in epd umbenannte, zugehérige Gen. Die Gense-
guenz besitzt groRe Homologie zur Sequenz der aus dem Serinstoffwechsel bekann-
ten Dehydrogenase gapA, die Glycerinaldehyd-3-phosphat oxidiert. Epd, das zur Py-
ridoxin-5"-Phosphat-Synthese bendétigt wird, kann durch das Enzym GapA des Serin-
stoffwechsel ersetzt werden (Yang et al., 1998b, vgl. Abbildung 1.3, Seite 5).

Im Folgeschritt der 4-Phosphohydroxy-L-threonin-Synthese wird 4-Phosphoery-
thronat durch das ebenfalls NAD*-abhangige Enzym Erythronat-4-phosphat-Dehydro-
genase (PdxB) am a-Kohlenstoffatom zum Keton oxidiert. Schoenlein et al. (1989) ge-
lang die Klonierung des zugrundeliegenden Gens. Die Gensequenz besitzt ebenfalls
groRe Homologie zu der der Dehydrogenase SerA, die im Serin-Biosyntheseweg ana-
log Pyruvat bildet. Die bis dahin nur auf Sequenzvergleichen beruhende Datenlage
konnte von Leistner und Mitarbeitern durch Komplementierungsstudien an pdxB - und
pdxC-Mutanten von Escherichia coli untermauert werden: Die Experimente zeigten,
daf} beide Gene zum untersuchten Biosyntheseweg gehoren (Drewke et al., 1993).

Im folgenden Schritt der 4-Phosphohydroxy-L-threonin-Bildung wird die zuvor durch
PdxB erhaltene a-Ketosaure durch eine 4-Phosphohydroxy-L-threonin:a-Ketoglutarat-
Transaminase (PdxC/SerC) transaminiert (Abbildung 1.3). Das fiir das Enzym PdxC
kodierende Gen pdxC war im Gegensatz zu den zuvor besprochenen Genen epd und
pdxB identisch mit serC des Serin-Stoffwechsels. Werden in E. coli in den beiden ers-
ten Stufen der parallelen Synthesewege zwei homologe, aber unterschiedliche Gene
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Biosynthese des 4-Phosphohydroxy-L-threonin:

CHO COOH COOH PdxC COOH
H C‘Z—OH Epd H(‘I—OH oz‘c (:(iﬁ;%) HZN—C‘ZH
H C‘Z—OH H(‘:—OH H (‘I—OH HC‘Z—OH
HZC‘;_O NAD*  NADH Hzé—o NAD*  NADH HZC‘I—O Glutamat iha HZC‘Z—O
Erythrose-4-Phosphat 4-Phosphoerythronat 3-Hydroxy-4-phospho- tho- 4-Phosphohydroxy-
2-oxo-butyrat glutarat L-threonin

Biosynthese des 3-Phospho-L-Serin:

PdxC
(=SerC)
HC— OH Ho—OH o=c FN—CH
| |
_ H,C—O ) _ { i _
HC—O—(FD) NAD" yapy 12 naDt napy | ET O H,C—0—(Pi)

Glutamatalpha_
Glycerinaldehyd- 3-Phosphoglycerat 3-Phospho- Keto- 3-Phospho-L-Serin
3-Phosphat hydroxypyruvat glutarat
Abbildung 1.3 Vergleich der Biosynthesewege von 4-Phosphohydroxy-L-threonin und 3-

Phospho-L-Serin in Escherichia coli

Die beteiligten Enzyme sind: Erythrose-4-phosphat-Dehydrogenase (Epd), Erythronat-4-Phosphat-Dehy-
drogenase (PdxB), 4-Phosphohydroxy-L-threonin:a-Ketoglutarat-transaminase (PdxC/SerC), Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GapA), 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase (SerA), NAD* und NADH
sind Redoxaquivalente, PLP ist Pyridoxal-5"-Phosphat.

und damit Enzyme verwendet (vgl. Abbildung 1.3, Seite 5), so wird der letzte Schritt
beider Aminosauresynthesewege durch ein und dasselbe Enzym katalysiert (Lam et
al., 1990). Die Arbeitsgruppen von Leistner und Winkler konnten anhand von En-
zyminkubationen mit einem PdxC-Fusionsprotein (Drewke et al., 1996; Zaoh et al.,
1996) zeigen, dal? dieses Protein eine Glutamat-abhéngige Transaminase ist, die —
wie alle derartigen Transaminasen — Pyridoxalphosphat als Cofaktor bendétigt. Dieses
Ergebnis verdeutlicht, dal3 das aus 4-Phosphohydroxy-L-threonin gebildete Be-Vitamer
an seiner eigenen Biosynthese beteiligt sein muf3. Desweiteren konnte gezeigt wer-
den, dal? PdxC im Serin- wie im Threonin-Stoffwechsel phosphorylierte Edukte um-
setzt. Diese Feststellung implizierte, dal3 das im weiteren Verlauf der Biosynthese aus
der Ringschluf3-Reaktion durch PdxA/PdxJ (siehe Abbildung 1.4, Seite 7) gebildete
Primar-Vitamer ebenfalls ein phosphoryliertes Produkt sein sollte.

Im letzten Schritt vor dem Ringschlu? zum Pyridin wird das gebildete 4-Phospho-
hydroxy-L-threonin oxidativ decarboxyliert (vgl. Abbildung 1.4, Seite 7). In einer durch
die NAD-abhangige 4-Phosphohydroxy-L-threonin-Dehydrogenase (PdxA) katalysier-
ten Reaktion wird zunachst der zur Carbonsaure (-standige Alkohol zum Keton
2-Amino-3-0xo0-4-(phosphohydroxy)-butyrat oxidiert (Cane et al., 1998). Dadurch ent-
steht ein acides Proton am a-Kohlenstoffatom. In einer Decarboxylierung, deren Me-
chanismus nicht vollstandig geklart ist, entsteht 3-Phosphohydroxy-1l-aminoaceton.
Dieses geht eine darauffolgende RingschluRreaktion mit 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat ein (siehe Bildung von Pyridoxal-5"-phosphat).
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Biosynthese von 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphates in Escherichia coli

Die zweite, neben der Aminosaure 4-Phosphohydroxy-L-threonin, zur Bildung des
Pyridin-Ringsystems bendtigte Komponente ist 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat
(siehe Abbildung 1.4, Seite 7). lhre Synthese wird katalysiert durch die Transketolase
1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (Dxs). Das Enzym kondensiert durch
Thiaminpyrophosphat aktiviertes Pyruvat mit Glycerinaldehyd-3-phosphat (Lois et al.,
1998). Das fur das Protein kodierende Gen (dxs) ist in Escherichia coli mit den fir
Farnesyldiphosphat-Synthasen kodierenden Genen ispA und ispB zusammen in ei-
nem Operon lokalisiert (Lois et al., 1998; Sprenger et al., 1997). Diese Lokalisation
bedingt, dal? die Kontrolle der Expression des Gens im Zusammenhang mit dem (bri-
gen Operon erfolgt (siehe unten und vgl. Kapitel 4.1.2,Seite 113). Diese in Pflanzen
und Mikroorganismen — aber nicht in Tieren - vorkommende Transketolase (Lange et
al., 1998) bildet eine hochkonservierte Genfamilie. Sie ist Teil eines von Rohmer ent-
deckten alternativen, von Mevalonat unabhangigen Syntheseweges fir Isoprene in
diesen Organismen (Rohmer et al., 1996).

Bildung von Pyridoxal-5"-phosphat

Die Funktion des ,Ringschlu3-Enzyms* PdxJ in Escherichia coli wurde von Laber et
al. (1999) geklart. Der Gruppe gelang es, die Funktion dieses Proteins in vitro nach-
zuweisen. Um das Produkt der PdxA-Reaktion zur Verfligung zu stellen, verwendeten
sie ein System, das neben den Vorstufen 1-Desoxy-D-xylulose und 4-Phosphohy-
droxy-L-threonin auch PdxA und NAD beinhaltete. Sie zeigten, dal nur unter Zusatz
von PdxJ Pyridoxin-5"-Phosphat gebildet wird. Aus dem weiteren Befund, daf beide
Vorstufen nur in der phosphorylierten Form in die PdxJ-Reaktion eingehen und Pyri-
doxin-5"-Phosphat liefern, konnten sie weitere SchluR3folgerungen ziehen: Wie schon
Drewke et al. (1996) und Zaoh et al. (1996) folgerten, muf3 das im Rahmen dieses
Biosyntheseschrittes entstehende Vitamer eine Verbindung sein, die an der 5°-Position
phosphoryliert ist. Mittels HPLC-Co-Chromatographie konnten Laber und Mitarbeiter
diese Verbindung als Pyridoxin-5"-Phosphat identifizieren. Ferner modifizierte die Ar-
beitsgruppe den von Cane et al. (1999) postulierten Mechanismus der Ringschluf3re-
aktion. Dieser Mechanismus kann jedoch nur als hypothetisch gelten und bedarf einer
NMR-analytischen Bestatigung.
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Abbildung 1.4 Biosyntheseweg von Pyridoxin-5"-Phosphates in Escherichia coli

Die beteiligten Enzyme sind: Erythrose-4-phosphat-Dehydrogenase (Epd), Erythronat-4-Phosphat-De-
hydrogenase (PdxB), 4-Phosphohydroxy-L-threonin:a-Ketoglutarat-transaminase (PdxC/SerC), 4-
Phosphohydroxy-L-threonin-Dehydrogenase (PdxA), Pyridoxinphosphat-Synthase (PdxJ), 1-Desoxy-D-
xylulose-5-Phosphat-Synthase (Dxs). TPP ist Thiaminpyrophosphat. Zu den Enzymen PdxH (Pyrido-
xamin-5"-Phosphat: O,-Oxydoreduktase [EC 1.4.3.5]) und PdxK/PdxY (Isoformen der Pyridoxinkinase)
siehe Abbildung 1.1, Seite 2.

Die genetischen Studien zu den einzelnen an den Biosyntheseschritten beteiligten
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Enzymen haben gezeigt, dal’ die den Enzymen zugrundeliegenden Gene voneinander
getrennt im Genom von Escherichia coli vorliegen. Aufgrund der Struktur des Genoms
dieses Enterobakteriums ware eine Clusterung der an der Synthese beteiligten Gene
zusammen unter der Kontrolle eines eigenen Promotors innerhalb eines Operons zu
erwarten gewesen. Ganz im Gegenteil konnten verschiedene Autoren zeigen, daf je-
des Gen in einem anderen Operon unter der Kontrolle des jeweiligen Promotors liegt.
Bei einer solchen Struktur stellt sich die Frage, wie es dem Organismus gelingt, die
jeweiligen Gene zu regulieren, um die fur die Synthesen bendtigten Enzyme bereitzu-
stellen.

Die 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (Dxs) ist in einem Operon mit Ge-
nen lokalisiert, die fir den Isoprenstoffwechsels kodieren. In diesem Fall laRt sich
nachvollziehen, dalR der fur die Vitaminsynthese verwendete Teil der durch Dxs gebil-
deten Pentose Desoxyxylulose im Vergleich zum Verbrauch im Isoprenstoffwechsel
nur gering ist. Daher dirfte eine zusatzliche Regulation nicht notwendig sein. Gleiches
sollte fur die Regulation der Transaminase PdxC/SerC gelten. Sie stellt primar die
Transaminierung der proteinogenen Aminosaure Serin sicher. Auch hier ist die Funk-
tion im Pyridoxinstoffwechsel nur als Nebenreaktion zu verstehen. Anders gestaltet
sich die Situation bei den Genen fur Epd und PdxB. In diesem Fall leistet sich der Or-
ganismus aus 6konomischer Sicht zusatzliche biosynthetische Strukturen. Anstelle von
Epd und PdxB stehen homologe Proteine des Serinstoffwechsels zur Verfigung (vgl.
Abbildung 1.3, Seite 5), die diese Aufgabe Gbernehmen kénnten.

Um die regulatorischen Zusammenhange dieser zunéchst aufwendigen Vernetzung
der Proteine besser zu verstehen, bedarf es weiterer Untersuchungen der einzelnen
Operons sowie des Vergleiches der analogen Strukturen anderer Organismen, die die
Biosynthese der Bes-Vitamere auf die gleiche bzw. abweichende Weise vollziehen (vgl.
Kapitel 4.1.2, Seite 113).

1.3 4’-Methylpyridoxin, ein Strukturanalogon von Vi-
tamin Be in Ginkgo biloba L.

Botanisch und pharmazeutisch zieht die heute nur noch in Zentralchina nattrlich
vorkommende Spezies Ginkgo biloba L. aus der Familie der Ginkgoaceae viel Auf-
merksamkeit auf sich. Der oft als ,lebendes Fossil“ bezeichnete Baum war schon im
Jura ubiquitar verbreitet. Zu dieser Zeit umfafite die Familie der Ginkgoaceae insge-
samt ca. 15 Gattungen mit ca. 60 verschiedenen Arten, die sich archaologisch belegen
lassen (Melzheimer, 1992). Heute existiert aus dieser Familie nur noch der Ginkgo-
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Baum, Ginkgo biloba, der neben seinem natirlichen Vorkommen weltweit vor allem in
Parks und an Wegesrandern kultiviert wird.

Von pharmakologischem Interesse ist er wegen seiner Hauptinhaltsstoffe, der Fla-
vonoidderivate (Flavonglycoside, Proanthocyanidine) und Terpene (Ginkgolide A/B/C/J
und Bilobalid, Holzl [1992]), denen zentral und peripher durchblutungsférdernde Wir-
kungen zugesprochen werden. In Arzneizubereitungen fester und flissiger Form wird
deshalb der Extrakt der Blatter bei zahlreichen Indikationen eingesetzt. Diese reichen
in der Praxis von peripheren und zentralen Durchblutungsstdhrungen, Demenzer-
scheinungen tber Schwindel jeglicher Genese bis hin zu durch Mangeldurchblutungen

hervorgerufenen Ohrgerauschen (Tinnitus).
Pharmakologisch weit weniger bekannt ist
die Tatsache, daR in Blattern und Frichten der
Pflanze neben den Vitameren der Bs-Gruppe ein
Antivitamin akkumuliert:  4°-O-Methylpyridoxin
und das Phosphorsaureesterderivat 4-O-Me-
thylpyridoxin-5"-Phosphat bzw. deren Glykoside
(Wada et al. [1985], Arenz et al. [1996], siehe
Abbildung 1.5). Gegenuber dem Vitamin fihrt
die Methylierung der fir die Vitamineigenschaft
essentiellen funktionellen Gruppe am 4'-
Kohlenstoffatom zum Verlust der Cofaktorei-
genschaften (vgl. Abbildung 1.2, Seite 3). Das
Antivitamin kann die fir die Vitaminwirkung
notwendige Bildung der Schiffschen Base mit
einer a-Aminogruppe einer Aminosaure nicht
eingehen. Wird dem Organismus neben dem
Vitamin auch das Antivitamin zugefihrt, sollten
beide Verbindungen um die Bindung an Pyrido-
xal-5"-phosphat abhéngigen Enzymen kompeti-
tiv konkurrieren. Uberwiegt die Bindung des An-
tivitamins, auert sich dieses Phanomen phar-
makologisch durch verschiedene Symptome;
vor allem sind dies tonische und tonisch-kloni-
sche Krampfe, die epileptiformen Mustern &h-
neln, sowie Bewul3tlosigkeit und Paralyse der
Extremitaten (Wada, [1985], Yagi, 1993, Yanai

R =H : 4°-O-Methylpyridoxin
(MPN)

R = Pi : 4"-O-Methylpyridoxin-
5’-phosphat (MPNP)

Abbildung 1.5 4’-O-Methylpyrido-
xin und 4°-O-Methylpyridoxin-5-
Phosphat (Ginkgotoxin)

Die hervorgehobenen Bindungen und
Kohlenstoffatome zeigen den durch
Futterung von Ginkgo biloba mit D-[U-
13Cq]-Glucose erhaltenen Einbau des
schweren Kohlenstoffisotops in MPN
bzw. MPNP. Diese stimmt Uberein mit
dem durch analoge Fitterung erhalte-
nen Einbauschema des Pyridoxin-5"-
phosphat aus Escherichia coli.
Unterstrichen dargestellt ist die durch
Inkubatuion mit (Methyl-*3C,)-Methionin
erhaltene Markierung.

[1990]). Diese als ,Gin-nan-Sitotoxismus® (gin-nan, chinesisch fur: Ginkgo-Samen)
bekannten Symptome sind durch Gabe von Vitamin Be reversibel. In den 30 er und 60
er Jahren des vorigen Jahrhunderts traten die Symptome in den Zeiten von Nah-
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rungsmangel auf, in denen die traditionell auf dem chinesischen und japanischen
Speiseplan vorhandenen Samen des Ginkgobaums verstarkt als Nahrungsquelle
dienten. Aufgrund ihres geringen Korpergewichts waren vor allem Kinder von der oft
letalen Vergiftung betroffen (Wada, 1985).

Auf molekularer Ebene werden das 4" -Methylpyridoxin sowie andere durch Deriva-
tisierungsexperimente am Pyridoxin erzeugte Strukturen mit Antivitamincharakter (z. B.
4’-Desoxypyridoxin) als Inhibitoren der Pyridoxalkinase, der Pyridoxin/Pyridoxamin-5"-
phosphatoxidase (siehe Abbildung 1.1, Seite 2) sowie einiger Pyridoxal-5"-phosphat
abhangiger Enzyme diskutiert. Nachdem beobachtet wurde, daf3 4"-O-Methylpyridoxin
und andere konvulsiv wirkende Substanzen die Konzentration des inhibitorischen
Neurotransmitters ?-Aminobuttersaure (GABA) kurz vor Beginn eines epileptiformen
Krampfanfalls senken (Horton et al., 1982), wurde jedes Enzym, das an der Bildung
dieses Neurotransmitters beteiligt ist, als moégliches Ziel des Toxins in Betracht gezo-
gen. Der limitierende Schritt in der Synthese der >Aminobuttersdure (GABA) ist die
Decarboxylierung der Aminosdure Glutamat durch eine L-Glutamat-1-carboxy-Lyase
(Glutamat-decarboxylase; GAD; E. C. 4.1.1.15) zu GABA. Da diese Reaktion Pyrido-
xal-5"-Phosphat abhangige ist, konzentrierten sich die Untersuchungen zunachst auf
den Einflul? der dem Vitamer strukturverwandten Stoffen auf die Decarboxylase. Buss
et al. (2001) untersuchte zwei Isoformen des Enzyms, die beide im menschlichen Hirn
vorkommen: GADgsiwoa UNd GAD s70a. Sie konnte einen aktivitatsmindernden Einfluf3
von Ginkgotoxin und anderer Strukturanaloga mit Antivitamincharakter auf die rekom-
binant exprimierten Enzyme in vitro feststellen. Dieser war im Falle der phosphorylier-
ten Metabolite PNP und Desoxypyridoxin-5-phosphat, nicht aber im Fall der
unphosphorylierten Analoga messbar und durch Gabe von Pyridoxal-5"-phosphat re-
versibel. Da die Effekte der Inhibitoren auf die Enzymaktiviat der Glutamat-decarboxy-
lasen in Konzentrationsbereichen auftraten, die in vivo schwerlich erreicht werden,
wurde gefolgert, dal3 die Hemmung dieser Isoenzyme nicht allein fur das Auftreten der
Intoxikationssymptome verantwortlich sein drfte.

Entgegen alterer Angaben (Wada et al., 1993) konnte Arenz (1996) 4"-O-Methylpy-
ridoxin (MPN) nicht nur in den Ginkgo-Samen, sondern auch in den Blattern und den
aus ihnen durch Extraktion hergestellten Fertigarzneimitteln nachweisen. Da fir Bilo-
balid, einem Hauptinhaltsstoff des Blattextraktes, eine Wirkung gegen Krampfe be-
richtet wird, die durch 4"-O-Methylpyridoxin hervorgerufene worden sind (Sasaki et al.,
1995, 1997), kann davon ausgegangen werden, dal’ die Einnahme von Blattextrakten
unbedenklich ist.
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1.4 Biosynthese des Vitamin Bgs in Ginkgo biloba

Parallel zu den am Enterobakterium Escherichia coli gewonnenen Erkenntnissen
widmeten sich Leistner und Mitarbeiter der Biosynthese der Vitamere in Ginkgo biloba
Es sollte gezeigt werden, dal® die Pflanze als alternatives System zur Untersuchung
der Vitamin Be-Biosynthese dienen kann. Die Pflanze besitzt die Besonderheit, neben
den Vitameren auch das 4"-Methyletherderivat des Pyridoxins, das 4 -O-Methylpyrido-
Xin, zu produzieren, das in den Samen und Blattern akkumuliert (siehe Abbildung 1.5,
Seite 9).

Arenz (1996) und Fiehe (1999) gelang es, die von Hill und Spenser (1996) gefun-
denen Daten zum Einbau von D-[U-C¢]-Glucose in das Kohlenstoffgeriist des Hete-
rozyklus im pflanzlichen System nachzuvollziehen. Die kanadische Arbeitsgruppe
zeigte, dalR das Bakterium die aus der markierten Glucose stammenden Kohlen-
stoffatome in den drei zusammenhéngenden Bausteinen C»-C,, Cs-Cs-Cs und Cs-Cs-
Cs in das Kohlenstoffgerlst des Pyridoxin einbaut (siehe Abbildung 1.5, Seite 9). Eben
diese Markierungsmuster erhielten auch Arenz und Fiehe, als sie eine pflanzlichen
Zellsuspensionskultur von Ginkgo biloba mit in gleicher Weise markierter Glucose als
Kohlenstoffquelle versetzten. 4°-O-Methylpyridoxin wurde aus den Zellen und dem
Medium der Zellsuspensionskulturen isoliert. Die Abbildung 1.5 (Seite 9) zeigt das
durch BC-NMR-Analyse des MPN erhaltene Einbaumuster des Kohlenstoffisotops.

Ferner zeigten Fiehe et al. (1999, 2000) durch Versuche mit (Methyl-*3C,)-Methionin
an Zellsuspensionskulturen der Pflanze, da’ die Etherbildung am Kohlenstoffatom 4
zum 4°-O-Methylpyridoxin (MPN) bzw. 4"-O-Methylpyridoxin-5"-phosphat (MPNP, siehe
Abbildung 1.5, Seite 9) zu einem spaten Zeitpunkt der Biosynthese erfolgt. Diese
funktionelle Gruppe wird nicht durch einen methylierten Precursor in den Heterozyklus
eingefihrt. Die Ergebnisse zum Einbau der Glucose in das Ringsystem und die zur
Einfuhrung der Etherfunktion legten die Vermutung nahe, die Bildung des Vitamin Bs
verliefe in der Pflanze Ginkgo biloba in ahnlicher Weise wie im Bakterium Escherichia
coli . Das Ginkgo-System sollte bei der Erforschung des Biosyntheseweges als Alter-
native zum bakteriellen dienen kénnen.

Um den Biosyntheseweg in beiden Organismen besser miteinander vergleichen zu
koénnen, flhrte Fiehe zahlreiche Inkubationen an einem pflanzlichen in vitro-System
zur zellfreien enzymatischen Synthese von Ginkgotoxin durch (Fiehe, 1999). Neben
nicht-isotopenmarkierten Vorstufen setzte sie auch ?H- und **C-markierte Precursoren
ein und verfolgte den Einbau dieser Isotope in das Ginkgotoxin. Fir den Einbau ent-
sprechend markierter 1-Desoxy-D-xylulose und des korrespondierenden 5-Phosphates
in das Kohlenstoffgertist des PNP konnte sie keine Anhaltspunkte finden (vgl. Kapitel
4.1, Seite 111).
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Im Gegensatz zu den aus den
Experimenten mit markierter Glu-
cose erhaltenen Daten legten diese
Ergebnisse nahe, dal3 die Biosyn-
these von Vitamin Bs in Ginkgo bi-
loba auf einem anderen als dem aus
Escherichia coli bekannten Weg
verlauft. Diese Annahme wurde ge-
stitzt durch Ergebnisse von neue-
ren molekularbiologischen Experi-
menten der Arbeitsgruppe von Eh-
renshaft. Aus dem pflanzenpatho-
genen Pilz Cercospora nicotianae
wurde das Gen sorl (single oxygen
resistence gene 1, spater zu pdxl
umbenannt) kloniert (Ehrenshaft et
al.,, 1999). Ehrenshaft konnte eine
doppelte Funktion des Genproduk-
tes nachweisen. Zum einem ist Sorl
beteiligt an der Resistenz des Pilzes
gegenlber Singulett-Sauerstoff, der
durch das pilzeigene Perylenchinon
Cercosporin unter Lichteinstrahlung
gebildet wird. Cercosporin - ein
Strukturverwandtes des aus Hyper-
icum perforatum bekannten photo-
toxischen Hypericins - fuhrt nach
Ausscheidung auf die Pflanzen-
membran unter Lichteinflu3 zur Bil-
dung von Singulett-Sauerstoff, der
die Pflanzenzelle schadigt und zum
Zelltot fuhrt. Durch die Verletzung
der Pflanzenoberflaiche wird dem
Pilz Zutritt zum Pflanzenorgan ge-
wahrt, der ihm zahlreiche Vorteile im
Hinblick auf seine Ernahrung und
Fortpflanzung bietet (Daub, Eh-
renshaft., 2000). Desweiteren besitzt
das Genprodukt eine essentielle

Tabelle 1.1

und der aus Escherichia coli bekannten Gene
pdxA und pdxJ in Organismen deren Genom
partiell oder komplett* sequenziert ist

(entlehnt Daub, 2000, Table 1)

Vorkommen des pdx1-Gens

Organismus

pdx1l pdxA/d

Pflanzen

Arabidopsis thaliana

Hevea brasiliensis

Stellaria longipes

Pilze

Saccharomyces cerevisiae®

Aspergillus nidulans

Archaebacterien

Methanococcus jannaschii®

Pyrococcus horikoshii®

Aeropyrum pernix®

Eubacterien

Haemophilus influenzae®

Bacillus subtilis?

Mycobacterium tuberculosis®

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Helicobacter pylori

Burkholderia cepacia®

Yersinia pestis

Bordetella pertussis

Borrelia burgdorferi?

Chlamydia pneumoniae?

Rickettsia prowazekii®

Tiere

Caenorhabditis elegans
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Funktion fUr die Biosynthese des Vitamins B in diesem Pilz. Sor-Mutanten von Cer-
cospora nicotianae wachsen Pyridoxin-abhangig. Diese Abhéangigkeit 141t sich durch
Transformation mit dem organismeneigenen Gen komplementieren (Ehrenshaft et al.,
1999).

Zahlreiche Homologe des sor-Gens wurden in verschiedenen Organismen gefun-
den - in Eubakterien, Archaebakterien, Pilzen und Pflanzen. Desweiteren zeigte ein
Sequenzvergleich der bekannten Genome einiger Organismen, dal solche, die ein
sor-homologes Gen besitzen, keine der bisher fir die Pyridoxin-Biosynthese als not-
wendig vorausgesetzten Gene trugen (pdxA, pdxJ, siehe Tabelle 1.1).

Zusammen mit den von Fiehe im Rahmen der Versuche am zellfreien pflanzlichen
System getatigten Beobachtungen legen diese von Ehrenshaft und Daub erhaltenen
Daten folgenden Schlul® nahe: In der Natur existiert mehr als ein universeller Biosyn-
theseweg fur die Vitamere der Bs-Gruppe - ein erster, in Escherichia coli weitgehend
erforschter Weg - bendétigt die Gene der pdx Gruppe, unter anderem pdxA und pdxJ
(vgl. Abbildung 1.4, Seite 7); ein weiterer, in Cercospora nicotianae und anderen Eu-
karyonten wahrscheinlicher Weg, kann auf Genen der sor-Familie basieren.

Aufgabenstellung und Ziel dieser Arbeit

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgeftihrten Arbeiten sollten Aus-
kunft geben, welchen der beiden Biosynthesewege zur Bildung der Bs-Vitamere die
Pflanze Ginkgo biloba verwendet. Um diese Fragestellung zu klaren, sollte das Genom
der Pflanze nach einer homologen Sequenz der sor(pdx1)-Familie durchsucht werden.
LieRBe sich eine solche nachweisen, kénnte man vermuten, die Pflanze betreibe in der
gleichen Weise die Vitamin Bs-Biosynthese wie dies die anderen Trager des konser-
vierten Gens — insbesondere der Pilz Cercospora nicotianae - tun. Da dieser Weg von
dem aus Escherichia coli bekannten zu differieren scheint, sollten auch Vertreter der
aus dem Enterobakterium bekannten Genfamilien der Gruppe epd, pdxB, pdxA und
pdxJ nicht nachweisbar sein (vgl. Kapitel 1.2, Seite 3 und Abbildungen 1.3 und 1.4).

Um Hinweise auf die Expression des Gens im pflanzlichen System zu bekommen,
sollte diese in einer von Arenz etablierten, MPN-produzierenden Zellsuspensionskultur
von Ginkgo biloba (Arenz, 1996) Uberprift und die zugehdrige cDNA kloniert werden.
Angesichts der geringen Mengen MPN, die die Zellkultur produzierte, liel3 sich eine
ebenso geringe Expressionsrate des Gens erwarten. Daher soll alternativ zur Herstel-
lung einer Phagen-cDNA-Bibliothek eine sensitivere Methode etabliert werden, die es
erlaubt, extrem niedrig exprimierte Transkripte nachzuweisen.

Um die Eigenschaften des Sorl(Pdx1)-homologen Proteins und dessen Einflu3 auf
die Vitamin Be-Biosynthese zu verstehen, sollte der offene Leserahmen selektiv ex-
primiert und das Enzym mittels Affinitditschromatographie gereinigt werden. Durch
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Einsatz des Proteins in dem von Fiehe (1999) entwickelten zellfreien System zur Syn-
these des Ginkgotoxins sollte sich dessen Einflu3 auf die MPN-Bildung charakterisie-
ren lassen. Daraus kénnten sich bei entsprechender Versuchsanordnung neue Hin-
weise auf mogliche Precursoren der Vitamin Be-Bildung in diesem Organismus erge-
ben.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Chemikalien, L6sungen, Verbrauchsmaterialien
2.1.1 Organische und anorganische Chemikalien

Im Rahmen der Arbeiten zur vorliegenden Dissertation fanden die in Tabelle 2.1

aufgelisteten Chemikalien Verwendung:

Tabelle 2.1 Bezugsquellen wichtiger Chemikalien

Substanz

Bezugsquelle

Acrylamid (Roti-Phorese)

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Agar Fluka = Sigma-Aldrich, 30926 Seelze
Agarose Life Technologies (Gibco BRL), 76131 Karlsruhe
Alconox® Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

APS, Ammoniumperoxodisulfat

Merck-Eurolab, Darmstadt

Bradford-Reagenz

Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Calciumchlorid

Fluka = Sigma-Aldrich, 30926 Seelze

Chloroform

Merck-Eurolab, Darmstadt

Coomassie-Brillant blue G250°

Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

CSPD-Star®

Roche-Diagnostics, 68305 Mannheim

Dig-Fas-Fragment

Roche-Diagnostics, 68305 Mannheim

Essigsaure, Eisessig

Merck-Eurolab, Darmstadt

Ethanol

SDS GmbH, 76437 Rastatt

Ethidiumbromid-Lésung, 1 %

Merck-Eurolab, Darmstadt

Formaldehyd-L6sung, 37 % (=12,3M)

Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Galactose Fluka = Sigma-Aldrich, 30926 Seelze
Glucose Merck-Eurolab, Darmstadt
Glycin Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Hefe Extract (=Select® Yeast Extract)

Life Technologies (Gibco BRL), 76131 Karlsruhe

HPLC-Wasser (Lichrosolv®)

Merck-Eurolab, Darmstadt
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Substanz

Bezugsquelle

Kaliumacetat

Merck-Eurolab, Darmstadt

Licrosolv®, HPLC-Wasser

Merck-Eurolab, Darmstadt

Maleinsaure

Merck-Eurolab, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck-Eurolab, Darmstadt

Phenol (Roti-Phenol®), pH 8

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Phenol (Aquaphenol®), pH 4,5

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Ponseau S

Serva, 69115 Heidelberg

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

TEMED

Merck-Eurolab, Darmstadt

Tris-Base

Merck-Eurolab, Darmstadt

Trypton (=Select® Pepton 140)

Life Technologies (Gibco BRL), 76131 Karlsruhe

UltraHyb® Ambion, Huntingdon, Cambridgeshire
PE29 6XY, United Kingdom

Zitronensaure Merck-Eurolab, Darmstadt

2.1.1.1 Oligonukleotide (, Primer*)

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.2 auf-
gelistet. Sie wurden von der Firma MWG Biotech, Eggenstein, bezogen. Sie wurden
salzfrei in lyophylisierter Form angeliefert und muf3ten fir die Polymerisationsreaktion
mit autoklaviertem HPLC-Wasser gelost werden. Fir die RT-PCR wurden die Oligo-

nukleotide in RNAse-freiem Wasser geltst.

Tabelle 2.2 Desoxyoligonukleotide (,Primer")

Fir degenerierte Oligonukleotide gilt: W = A/T, Y =T/C, S = CIG, R = A/G, M = AIC, K=T/G, D = T/IAIG, H

=A/CIT, V = AICIG, N = AITICIG, | (Inosin).

Bezeichnung DNA-Sequenz (5->3")

?T[°C] bp M Funktion

Sor-1-Hinl GCH GTI ACD ATY CCI GTIATG

56,2 21 6424

Sor-1-Rickl HCC ITC ICAICC SAR YTG CAT

58,5 21 6315

SNZ-1-Hin ATT GGA TCC ATG ACT GGA GGA 30 Hefe-Primer

GACTTT AAG
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Bezeichnung DNA-Sequenz (5->3") ?T[°C] bp M Funktion
SNZ-1-Riick TCA CCC GGG TCA CCA CCC AAT 30 Hefe-Primer
TTC GGA AAG
Sor-1-Race GTG CAT ATC ATC TGC AGG AGT 24 GSP,
GAG
Sor-2-Race CGG CAA TTC CGA CAT CCA CAC 23 GSP;
AC
Sor-3-Race GAG GCA GTG AGG CAT GTG GAA 23 GSP;
GC
Sor-4-Race CAG ATT GCT GCT CCC TAT GAG 25 GSP,
CTTG
3’RACECDNA AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA 67,3 56 17174 Ersttrangsynthese bei
GTACTTTTITTTITTTITTITTTITTTT 3’-RACE, Qr (Anker-
TTITTTTTTT (AGC) N mod. oligo-dT-Primer)
Qr CGA GTG AGC AGA GTG ACG AGG 51 Ersttrangsynthese bei
ACT CGAGCT CAAGCT TTTTTT 3"-RACE, Qr (Anker-
TTITTTTTT mod. oligo-dT-Primer)
Qo CGA GTGAGC AGA GTG ACG 18 Qo
Q1 GAG GAC TCG AGC TCAAGC 18 Q:
Qn GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA 39 Ersttrangsynthese bei
CTTTTTTITTITTITTTV 3"-RACE, Qr (Anker-
mod. oligo-dT-Primer)
Qr GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA 22 Q:
C
5"RACECcDNA TITTTITTTITTITTTITTITTITTIT 47 27 8162 Ersttrangsynthese bei
T(AGC) N 5"-RACE, Qr (mod.
oligo-dT-Primer)
SMART II-5 AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA 70,9 30 9339 SMART-Oligomit Stan-
GTA CGC GGG dard-Primersequenz
RACE ong CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG 74 45 13896 SMARTong,
CAA GCA GTG GTAACA ACG CAG Standard-Primerse-
AGT quenz
RACE:shor CTAATACGACTC ACTATAGGGC 58,4 22 6703 SMART;mor,
Standard-Primerse-
quenz
RACE nested AAG CAG TGG TAA CAACGC AGA 60,6 23 7131 SMART nested,

GT

Standard-Primerse-
quenz
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Bezeichnung DNA-Sequenz (5->3") ?T[°C] bp M Funktion
SorGh-Start GGG ATC CAT GGC CAG CGA CGG Sorgs-StartPri-

AGT TGT GAC 30 mer(BamH I)
SorGb-Stopp TGC GTC GAC CTACTC TGACCT 33 Sores-StoppPri-

CTC TGC ATATCG mer(Sall)
Sor-GBfl-pMal TTG AAG GAATTC ATGGCCAGC 71,8 35 10876 Sorcs-StartPrimer (Eco
EcoHin GAC GGA GTT GTG AC R1)
Sor-GBfl-pMal GCC TGCICTAGACTACTCTGA 72,9 36 10898 Sorcs-StoppPrimer
XbaRuck CCT CTC TGC ATATCG (Xbal)
Mal-MCS-Hin GGT CGT CAG ACT GTC GAT GAA 62,1 22 6815 Sequenzierprimer

pMal-c2

Mal-MCS-Ruck  TGG CGA AAG GGG GAT GTG CTG 65,8 22 6896 Sequenzierprimer

C pMal-c2
Mi3.0a-20 GTA AAA CGA CGG CCAGT 17 univ. Sequenzierprimer
Mizrev GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 19 univ. Sequenzierprimer
SPs CAT ACG ATTTAG GTG ACA CTA univ. Sequenzierprimer

TAG
T, GTAATACGACTC ACTATAGGGC 22 univ. Sequenzierprimer
Ts AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 20 univ. Sequenzierprimer
2112 Plasmide und Vektoren

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Klonierungs- und Sequenzierungsplas-
mide sowie Expressionsplasmide sind in den Tabellen 2.3 und 2.4 aufgelistet.

Tabelle 2.3

Klonierungs- und Sequenzierungsplasmide

Bezeichnung wichtige Eigenschaften Grole Referenz/Bezugsquelle

pBluescript® Il KS(-)  Amp', lacPOZ 2961 bp Alting-Mees et al.
(1992)/Startagene, La Jolla,
USA

pBlueT 3’-T-Uberhangvektor auf der 2961 bp im Haus erzeugt

Grundlage von pBluescript® Il KS(-)
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Bezeichnung wichtige Eigenschaften GroRRe Referenz/Bezugsquelle

pCR®2.1-TOPO Amp', Kan', lacPOZ, 3'-T-Uber- 3908 bp Invitrogen, 9704 CH Gro-
hangvektor ningen, Niederlande

pGem3Zf(+)® Amp', lacPOZ, 3 -T-Uberhangvek- 3197 bp Promega, 68199 Mannheim
tor

pGem-Teasy® Amp', lacPOZ, 3'-T-Uberhangvek- 3015 bp Promega, 68199 Mannheim
tor

Tabelle 2.4 Expressionsplasmide

Bezeichnung Eigenschaften GroRRe Referenz/Bezugsquelle

pBargpel gdpA, Amp', pUC-origin, bar 5500 bp Martin,L. et al., Washington
(Expressionsvektor fur Cercospora State University
nicotianae)

pMal-c2® Amp', lacPOZ, Mal E 6721 bp NEB, Frankfurt a. M.
(Expressionsvektor fur E. coli)

PQEveas®30 Amp', Peau1 Ura, Shuttlevektor 8910 bp Qiagen, 40724 Hilden (in

(Expressionsvektor fiir S. cerevi-
siae)

der Entwicklung)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch Klonierungen folgende rekombinante

Plasmide erhalten:

Tabelle 2.5 eigene Klonierungs- und Sequenzierungskonstrukte

Bezeichnung GroRRe Vektorursprung Klonierte DNA/Klonierungsstrategie

pL5-1/2 7651 bp pGem3Zf(+) soresfl(Thr)-Pwo-Pol.-Prod-BamH I/Sal | in
pGem3Zf(+)- BamH I/Sal |

pL6-1 7651 bp pGem3Zf(+) sorgsfl(Meth)-Pwo-Pol.-Prod- BamH I/Sal |
in pGem3Zf(+)- BamH I/Sal |

Tabelle 2.6 eigene Expressionskonstrukte

Bezeichnung GroRRe Vektorursprung Klonierte DNA/Klonierungsstrategie

pL53-35 7651 bp pMal-c2 sorGb(Thr)-BamH 1/Sal | in pMal-c2-BamH
I/Sal |

pL60-1 7651bp pMal-c2 sorGb(Meth)-BamH I/Sal | in pMal-c2-

BamH I/Sal |
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Bezeichnung GroRRe Vektorursprung Klonierte DNA/Klonierungsstrategie

pL58-1/2/3/4/5/6/7/8/9 9843 bp pQE,30 sorGb(Thr)-BamH I/Sal | in pMal-c2-BamH
I/Sal |

pl63-9 9843 bp pQE,30 sorGb(Meth)-BamH I/Sal | in pMal-c2-
BamH 1/Sal |

pL40-1/2/3/4/516/7 6430 bp pBargpel sorGb(Thr)-BamH I/Sal | in pMal-c2-BamH
I/Xho |

pL45-1/2/3/4/516/7 6430 bp pBargpel sorGb(Thr)-BamH I/Sal | in pMal-c2-BamH
I/Xho |

pL56-1/2/3/4/8/9/10 6430 bp pBargpel sorGb(Meth)-BamH I/Sal | in pMal-c2-
BamH I/Xho |

pL57-1/2/3/4 6430 bp pBargpel sorGb(Meth)-BamH I/Sal | in pMal-c2-

BamH I/Xho |

2113

Enzyme, Gro3enstandards und Reagenzienséatze

In der Tabelle 2.7 sind die verwendeten Enzyme, GroRR3enstandards und Reagen-

Ziensatze zusammengestellt.

Tabelle 2.7

Enzyme, GroRBenstandards und Reagenziensatze

Bezeichnung

Hersteller

Penta-His™-Mouse-Antibody (Antikorper I)

Qiagen, 40724 Hilden

anti-Mouse 1gG-HRP: polyclonales HRP-konjugier-
tes Ziegen-1gG (Antikorper II)

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

ATP, TTP, CTP,GTP (je 100 mM)

MBI-Fermentas, 68789 St. Leon-Rot

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit |

Perkin EImer/ABI Prism, 64331 Weiterstadt

Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus
(Enhanced Luminol)

NEN Lifescience Products, B-1930 Zaventem, Bel-
gien

Endonucleasen

MBI-Fermentas, 68789 St. Leon-Rot,
NEB-Biolabs, 65926 Frankfurt am Main

Faktor Xa-Kit

Novagen

GeneRuler Ladder Mix

MBI-Fermentas, 68789 St. Leon-Rot

Laoding Dye, 6x (DNA-Auftragspuffer)

MBI-Fermentas, 68789 St. Leon-Rot

Low Molecular Weight Marker

Amersham-Pharmacia Biotech, 79111 Freiburg
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Bezeichnung

Hersteller

Perfect Protein™ Marker

Novagen, Madison, WI 53711, USA

pGEM-T-Easy-Vektor-Kit

Promega, 68199 Mannheim

pMal™ Protein Fusion and Purification System

NEB-Biolabs, 65926Frankfurt am Main

Pwo-Polymerase

Roche-Diagnostics, 68305 Mannheim

Qiaquick Gel Extraktion Kit

Qiagen, 40724 Hilden

Ready-To-Go® RT-PCR Beads

Amersham-Pharmacia Biotech, 79111Freiburg

RNAsin, RNAse-Inhibitor

Promega, 68199 Mannheim

RT-PCR-Beads

Amersham-Pharmacia Biotech, 79111Freiburg

Superscript 1l, Reverse Transcriptase

(incl. 5xFist-Strand-Buffer, MgCl,, DTT)

Life Technologies, 76131 Karlsruhe

Tag-Polymerase

Q-biogene, 68123 Heidelberg

TOPO-TA-Cloning Kit, Version K2

Invitrogen, 9704 CH Groningen, Niederlande

Wizard Plus Midipreps DNA purification System

Promega, 68199 Mannheim

2.1.2
sowie Plastikware

Material fur Chromatographie, Filtration und Blotting

In der Tabelle 2.8 sind die verwendeten Materialien zur Chromatographie, Filtration

und zum Nukleinsdureblotting zusammengestellt.

Tabelle 2.8

Material fir Chromatographie, Filtration und Blotting

Bezeichnung Hersteller

Verwendung

0,2ml,0,5ml, 1,5ml, 2,0 ml,
Sale-lock

Fa. Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalie

Agfa Curix HC 1.000G X-Ray Film Agfa-Geavert, Mortsel, Belgien

Autoradiographiefilme

Biodyne Plus

Hybridisierungsmembran

Gel-Blotting Papier
Dassel

Schleicher und Schiill, 37586

Nukleinsauren

Southern- /Northern-Transfer von

Hybridisierungsschlauch

Merck-Eurolab, Darmstadt

Northern-Hybridisierung,
Western-Transfer

Kryorohrchen, 2 ml, Nalgene®
heim

Uber Fa. Faust, 53340 Mecken-

Dauerkulturen
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Bezeichnung

Hersteller

Verwendung

Membranfilter 0,2 pm

Schleicher und Schiill, 37586
Dassel

Sterilfiltration

Polyvinylidenfluorid.Membran
(PVDF)

Pall Gellmann, Rosdorf

Western-Transfer

2.1.3 L6ésungen, Kulturmedien

2.1.3.1 Losungen fur Arbeiten mit DNA

Die Zusammensetzungen der fur Arbeiten mit DNA verwendeten Puffer sind in Ta-
belle 2.9 aufgelistet. Falls nicht anders beschrieben, wurde Reinstwasser fur die Her-

stellung verwendet (siehe Kapitel 2.2.1, Seite 32).

Tabelle 2.9 Lésungen fur Arbeiten mit DNA

Puffer / Losung

Zusammensezung

Herstellung

ATP, 10 mM

in Wasser losen

Sterilfiltration

BSA, 10x

BSA, 100x [10 mg/ml] 0,1 VT Endkonzentration 1 pg/pl

Chloroform/Isoamylalkohol

24NVT/2VT

Einzelstrangheringssperma-DNA

Heringssperma-DNA 10 pg/pl Lésen; vor Gebrauch 5 min bei 90

°C denaturieren

in DMSO
Ethanol 70 % Ethanol 100 % 70 ml mischen

Wasser 30 ml
Kirby-Mix Phenol (Tris-HCI-

pH 8-gepuffert) 24 VT

Chloroform 24 VT

Isoamylalkohol 2 VT
LiAc-L6sung (10fach, pH 7,5) LiAcetat 1 M in Wasser l6sen, pH 7,5 mit Es-

sigsaure einstellen, Sterilfiltration

Lysepuffer P N-Laurylsarkosin 1 g

EDTA, O5M 20 M

Proteinase K 20 mg

H,O ad 100 ml Die Lésung wird sterilfiltriert
Natriumacetat-Losung NaAc 3 M pH 4,6
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Puffer / Lésung Zusammensezung Herstellung
PEP 4000, 50 % PEG 4000 50 g unter Erwarmen lésen, Sterilfiltra-
Wasser 50 m| tion
PEG-P-L6sung PEG 6.000 30 g heil3 (60 °C) sterilfiltrieren
Nacl, 2 M
H-O ad 100 ml
Puffer fir Restriktionsenzyme nach Herstellerangaben
Puffer P1 Tris 50 mM
EDTA 10 mM
RNAse A 100 pg/ml pH 8
Puffer P2 NaOH 0,2 M
SDS 1,0 % Mischen
Puffer P3 KACc 2,55 M pH 4,8 mit Eisessig
Sequenzierpuffer Formamid 5 VT
EDTA (25 mM,pH 8) 1 VT mischen
Sphaeroastenpuffer Sorbitol 1 M + 10 ul B-Mercaptoethanol pro 0,5
Na Pi, pH 7,5 0,05 m mi Puffer
STE-Puffer Tris HCI 25 mM
EDTA, pH 8 25 mM
Saccharose 300 mM
Lysozym 10 mg/ml pH 8
TAE-Puffer, 1x TAE-Puffer 1/50 VT Mit Wasser mischen
TAE-Puffer, 50x Tris 2 M
Eisessig 1 M
EDTA 0,05 M pH 8,3
TB-Puffer HEPES oder PIPES 10 mM Die Lésung wurde vor Gebrauch
caCl, 15 mm frisch hergestellt und sterilfiltriert
KCL 250 mM
pH 6,7 mit KOH
MnCL; 55 mM
TBE-Puffer, 10 fach Tris 0,9 M
Borsaure 0,9 M
EDTA 0,2 M mischen
TBE-Puffer, 1 fach TBE-Puffer,10 fach 0,1 VT mischen
TE-Puffer (0,1 fach), pH 8 Tris HCL 10 mM
EDTA, pH 8 1 mM pH 8 einstellen
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Puffer / Lésung Zusammensezung Herstellung

TE-Puffer (10fach, pH 7,5) Tris 1 M in wenig Wasser Losen und mit
EDTA 10 mM HClen: pH7,5 einstellen, Volumen

auffullen, Sterilfiltration

TE-Puffer (1fach, pH 7,5) TE-Puffer (10fach, pH 7,5) /
Wasser 1/10 mischen

TE-LIAC-Lésung (1fach, pH 7,5)  TE-Puffer (10fach) 1 VT Vor Gebrauch frisch herstellen
LiAc-Lésung (10fach) 1 VT
steriles Wasser 8 vT

2.13.2 Losungen fur Arbeiten mit RNA

Die Zusammensetzungen der fur Arbeiten mit RNA verwendeten Puffer sind in der
Tabelle 2.10 gelistet. Falls nicht anders beschrieben, wurde immer mit RNAse-Inhibi-

toren behandeltes Reinstwasser fur die Herstellung verwendet (siehe Kapitel 2.2.1,

Seite 32).

Tabelle 2.10 Ldsungen fir die Arbeit mit RNA

Puffer / Lésung Zusammensezung Herstellung/Anmerkung
Blockierungsreagenz 10 %- Blocking Reagenz 10 % In DMPC-H.O Idsen, autoklavie-

Stocklésung

ren

Blockierungslésung

Blocking Reagenzl 10

%

in der Warme losen und autokla-

Maleinsaurepuffer q.s. Vieren
CSPD-Star Fertiglésung siehe Tab. 2.1
Dig-Fas-Antikdrper Fertigldsung siehe Tab. 2.1
Detektionspuffer Tris-HCI 01 M
NaCl 0,1 M pHB9,5; In DMPC-H;0O lésen
DMPC-H.0O DMPC 0,1 % DMPC in 100 ml Ethanol / Wasser
Ethanol 50 ml (1:1) vorlésen und mit 900 ml H,O
H,0 950 mi mischen:
1h inkubieren, autoklavieren
EDTA, 0,5M (RNA) EDTA 0,5 M lésenin DMPC-H.O
Ethidiumbromidlésung, 1 % Fertiglsg., siehe Tab 2.1 Merck-Eurolab, Darmstadt
Formaldehyd-Gel-Puffer-1x Formaldehyd-Gel-Puffer-5x
0,2 VT

mit DMPC-H,0 auffiillen
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Puffer / Lésung Zusammensezung Herstellung/Anmerkung
Formaldehyd-Gel-Puffer-5x MOPS, pH 7 0,1 M >aus MOPS, 10x

NaAc 40 mM

EDTA, pH 8 (RNA) 5 mM >aus EDTA, 0,5M, pH 8

mit DMPC-HO auffullen

Hybridisierungslésung Ambion Ultrahyb Fertigprodukt, siehe Tab 2.1
Maleinsaurepuffer Maleinséure 100 mM

NaCl 150 mM  pH 7,5; In DMPC-H.0 lésen!
MOPS, 10x MOPS 41,9 g -pH7einstellen

NaAc 41 g -0,1% DMPC zugeben, 1h inku-

NaEDTA - 2 H,O 37 g Dbierenund autoklavieren

DMPC-H,O ad 1.000 m| - Vvor Licht geschitzt lagern
RNAse-Denaturierungslésung NaOH 0,1 M Zureinigendes Material 1h darin

H,O, 0,3 9% badenund mit DMPC-Wasser

abspuhlen

SDS, 10 % SDS 10 g

DMPC-H0O ad 100 mi
SSC, 20-fach NaAc 3 M

NaCitrat 0,3 M pH7,0; autoklavieren
SSC, 10fach SSC, 20-fach 1 VT

DMPC-H.O 1 VT mischen
Waschlésungak Maleinséure 100 mM

NaCl 150 mM

Tween 20 03 % pH?7,5; In DMPC-H,0 lésen!
Waschpuffer-2 fach SSC 2 fach

SDS 01 % Mit DMPC-H,O mischen.
Waschpuffer-0,5 fach SSC 0,5 fach

SDS 0,1 % Mit DMPC-H,O mischen.

2133

Lésungen fir chemisches / proteinchemisches Arbeiten

Die Zusammensetzungen der fur chemische/proteinchemische Arbeiten verwende-

ten Puffer sind in Tabelle 2.11 aufgelistet. Falls nicht anders beschrieben, wurde

Reinstwasser fur die Herstellung verwendet (Reinstwasserherstellung siehe Kapitel

2.2.1, Seite 32).
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Tabelle 2.11

Puffer fir chemisches/proteinchemisches Arbeiten

Puffer / Lésung

Zusammensetzung

Herstellung

Acrylamid-Ldsung

siehe Tab. 2.1, Roti-Phorese

Antikorperldsung | bzw. Il Waschlésung | 40 mi

(Western-Transfer) Antikorper | 1/ 500
bzw.
Antikorper |1 1/ 2000

APS, 20 % APS 2 g lésen, bei -20 °C lagern
H.0 ad 10 ml

Blockierungslésung (Western- PBS 1 X

Transfer)

Milchpulver, entfettet 5 %

Bradford-Reagenz

Fertiglésung

siehe Tab. 2.1, Seite 15

Butanol, wassergesattigt

Butanol mit etwas Wasser mi-
schen

Column Buffer (pMal-System)

Tris-HCI (pH 7,4; 1M) 20 ml

NaCl 117 g
EDTA (0,5M) 20 ml
H.0 ad 1.000 ml

I6sen und autoklavieren

Coomassie blue-Féarbeldsung

Coomassie-Brillant blue G250®

1 g
H20 1.000 ml
Eisessig 75 mi
MeOH 500 ml
Elektrodenpuffer Tris 03 % (=7,5g Tris, 38,59 Glycin + 2,59
Glycin 144 o SDS/5.000 ml)
SDsS 01 %
Elutions-Puffer (pMal-System) Maltose 10 mM < auf sterilfiltrierter Stocklésung
in Column Buffer (Im)
Entfarbeldsung H.O 1810 mi
Eisessig 190 ml
MeOH 500 ml
PBS-Puffer (10fach, Phosphate ~ Na,HPO, 058 M
Buffered Saline, fur Western- NaH,PO, 0,17 nach 1/10-Verdiinnung sollte
Transfer) NaCl 068 M PH 7374 emreicht werden
Ponceau-S-Ldsung Ponceau S 02 %

Trichloressigsaure 3 %
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Puffer / Lésung

Zusammensetzung

Herstellung

Sammelgel-Ldsung, 3 % Sammelgelpuffer 25 ml Sammelgelpuffer, Acrylamid-Lsg.
Acrylamid-Lsg. 1,0 ml und Wasser mischen und entga-
Wasser 60 ml sen, ,_APS und TEMEP anJgeben
und die Ldsung sofort in Giel3vor-
0,
APS, 20 % [ richtung geben; 30 min polymeri-
TEMED 15 W sjeren lassen
Sammelgelpuffer (Upper Tris) SDS 04 % (1gSDS+15,2g Tris in 250 ml);
Tris-HCL 05 M PHG68
SDS-Page-Ladepuffer-5-fach Glycerin (87 %) 5,75 g
3-Mercaptoethanol 25 mi
SDS 90 g

Bromphenolblaulésung (1 %w/v)

Komponenten mischen und unter

0,1 ml Erwarmen losen,
Tris-HCI (1,9 M, pH 6,8) kihl lagern (Losung erstarrt),
1,65 ml vor Gebrauch auf RT erwérmen
Transferpuffer (Western-Transfer) Tris 48 mM
Glycine 39 mM
Methanol 20 % pH92
TEMED siehe Tab. 2.1, Seite 15
Trenngelpuffer (Lower Tris) SDS 04 % (1gSDS +45,5(g Tris /250 ml);
Tris-GCL 1,5 M PH8B8
Trenngel-Losung, 10 % Trenngelpuffer 7,5 ml Trenngelpuffer, Acrylamid-Lsg.
Acrylamid-Lsg. 75 ml und Wasser mischen und entga-
Wasser 148 m sen, APS und TEMED zugeben
| und die Losung sofort in GielRvor-
0,
APS, 20 % 150w richtung geben. 30 min polymeri-
TEMED 185 Hl sjeren lassen
Waschldsung | (Western-transfer) PBS-Puffer 10fach 50 ml pH 7,45 einstellen,
Milchpulver, entfettet 5 g fakultativ kann Tween 20 bis
Wasser, ad 500 ml 0.1 % zugesetzt werden
Waschlésung Il (Western-Trans-  PBS-Puffer 10fach 30 mi
fer) Milchpulver, entfettet 3 g
Tween 20 0,3 %
Wasser, ad 300 ml pH 7,45 einstellen,
YA-Puffer incl. Zymolyase wie YA-Puffer Zymolyase: 2,5 mg/mg Feucht-
Zymolyase g.s. gewicht der Hefezellen zusetzen
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2.1.34 Kulturmedien/Lésungen fur die Arbeit mit Mikroorganismen

Die Zusammensetzungen von Medien fir die Anzucht von bakteriellen Zellkulturen
sind in Tabelle 2.12 zusammengestellt. Falls nicht anders beschrieben, wurde
Reinstwasser fur die Herstellung verwendet (siehe Kapitel 2.2.1, Seite 32).

Tabelle 2.12 Medien/Lésungen fir die Arbeit mit Mikroorganismen
Medium Zusammensetzung Herstellung
LB-Medium Trypton 1 %
(nach Luria-Bertani) Hefeextrakt 0,5 % pH 7,0 mit NaOH einstellen, au-
NaCl 1 o toklavieren
LBmod-Medium Trypton 1 %
(modifiziert nach Hefeextrakt 05 %
Luria-Bertani) Glucose 05 % pH 7,0 mit NaOH einstellen, au-
NaCl 1 o toklavieren
Rich-Medium + Glucose Trypton 1 %
Hefeextrakt 05 %
Glucose 02 %
NaCl 1 % autoklavieren
YT-Medium Trypton 16 %
Hefeextrakt 1,0 % pH 7,0 mit NaOH einstellen, au-
NaCl 05 % toklavieren
SD-Medium Yeast Nitrogen Base without
Amino Acids 6,7 g
Wasser ad 910 ml > autoklavieren
Adenin 20 mg
Histidin 20 mg
Leucin 20 Mg > den Rest in 25 ml Wasser I6-
Lysin 20 mg sen, sterilfiltrieren, dem Medium
Tryptophan 20 mg nach dem Autoklavieren zusetzen
SD-Glucose-Medium wie SD-Medium Glucose-L6sung sterilfiltrierem
Glucose (50 % wiv) 40 ml und nach dem Autoklavieren dem

Medium zusetzen
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Medium Zusammensetzung Herstellung
SOC-Medium Trypton 20 %
Hefeextrakt 05 %
Glucose 20 mM
NaCl 10 mM
MgCl, 10 mM
MgSO. 10 mM
KCI 2 mM autoklavieren
YP-Medium Bacto Pepton 20 g
Yeast Extract 10 g
Wasser ad 960 ml autoklavieren
YP-Glucose wie YP-Medium
Glucose (50 % wi/v) 40 ml siehe SD-Glucose
YP-Galactose wie YP-Medium Galactose-Ldsung sterilfiltrierem
Galactose (50 % w/v) 40 ml und nach dem Autoklavieren dem

Medium zusetzen

Fur die Kultivierung von Mikoorganismen wurde durch den Einsatz von Antibiotika

immer dann ein Selektionsdruck ausgetbt, wenn dieser zum Erhalt plasmidkodierter

Eigenschaften unerlaRlich war. Zu diesem Zweck wurden die Antibiotika in sterilfiltrier-
ten Stockldsungen (1000 fache der Endkonzentration) vorgehalten, aus denen die
Verdunnung auf die Endkonzentration im Kulturmedium vorgenommen wurde. Tabelle

2.13 gibt eine Ubersicht tiber die eingesetzten Konzentrationen.

Tabelle 2.13 Antibiotikazusétze zur Anzucht von Escherichia coli

Antibiotikum Konzentration der Stockldsung Endkonzentration im Kultur-
(Losungsmittel) medium

Penicillin G 100 mg/ml (Wasser) 100 pg/ml

Kanamycin 60 mg/ml (Wasser) 60 pg/ml

Tetracyclin 10 mg/ml (Ethanol) 10  pg/ml

2135 Kulturmedien/Ldsungen fur die Arbeit mit Zellkulturen von Ginkgo

biloba

Die Zusammensetzungen von Medien und Ldsungen flr die Anzucht von Zellkultu-

ren von Ginkgo biloba sind im folgenden zusammengestellt. Falls nicht anders be-
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schrieben, wurde Reinstwasser fur die Herstellung verwendet (siehe Kapitel 2.2.1,
Seite 32).

Tabelle 2.14 Kulturmedien / Losungen fur die Arbeit mit Zellkulturen von Ginkgo biloba L.

Medium / Lésung Zusammensetzung
4x — Medium Makroelemente:  KNO; 2500,0 mg/L
(Zenk et al., 1975) MgSO. -7 H,0O 250,0 mg/L
NaHPO, 2 H.O 169,6 mg/L
CaCl; -2 H0 150,0 mg/L
(NH.)2S0, -2 H,0 134,0 mg/L
Mikroelemente: Na,EDTA 30,2 mg/L
FeSO, -7 H.O 25,6 mg/L
MnSO. -4 H,O 13,2 mg/L
HsBOs 3,0 mg/L
ZnS0, -7 H,0O 3,0 mg/L
Kl 0,75 mg/L
Na,MoO, -2 H.,O 0,25 mg/L
CuSO, -5 H,0 0,025 mg/L
CoCl, -6 HO 0,025 mg/L
Vitamine: myo-Inositol 100,0 mg/L
Thiaminchlorid-HCI 10,0 mg/L
Nicotinsaure 1,0 mg/L
Pyridoxin-HCI 1,0 mg/L
Auxine/Kinine: 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure 2,0 mg/L
3-Indolessigsaure 0,5 mg/L
1-Naphthylessigsaure 0,5 mg/L
6-Furfurylaminopurine 0,2 mg/L
(Kinetin)
Zucker: Saccharose 20,0 g/L
Aminoséauren: NZ-Amine A (Pepton) 2,0 g/L

pH-Wert 55
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Medium / Lésung

Zusammensetzung

4x OP — Medium

(modifiziert nach Zenk et al.,
1975)

Bei diesem pyridoxinfreien Medium handelt es sich um das vorange-

hend beschriebene 4x-Medium ohne Zusatz von Pyridoxin-HCI.

MSw — Medium
(modifiziert nach Murashige und
Skoog, 1962)

Makroelemente:

Mikroelemente:

Vitamine:

Auxine/Kinine:

Zucker:

Aminoséauren:

KNOs

NHiNO3

KH2PO,

CaCl, -2 H.O
MgSO, -7 H,0
Na:EDTA

FeSO., -7 H0
MnSO, -4 HO
HsBOs

ZnSO4 -7 H,0O
Kl

Na,MoO4 -2 H,O
CuSO4 -5 H,0O
CoCl, -6 H0O
myo-Inositol

Thiaminchlorid-HCI
Nicotinsaure
Pyridoxin-HCI

2,4-Dichlorphenoxyessigsaure
6-Benzylaminopurine

Saccharose
Caseinhydrolysat
(,Casamino Acids")

Glycin

pH-Wert

1900,0
1650,0
170,0
440,0
370,0

37,3
27,8
22,3
6,2
10,6
0,83
0,25
0,025
0,025

100,0
0,1
0,5
0,5

2,0
1,0

30,0

2,0

2,0

5,75

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

mg/L
mg/L

g/L

g/L

mg/L

MSwoP — Medium
(modifiziert nach Murashige und
Skoog, 1962)

Bei diesem pyridoxinfreien Medium handelt es sich um das vorange-

hend beschriebene MSy-Medium ohne Zusatz von Pyridoxin-HCI.

Quecksilber (I1) -chlorid — Losung
(vgl. Kapitel 2.3.2)

Hg (II) Cl,

0,1

%
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2.2 Laboreinrichtung

2.2.1 Reinstwasseraufbereitung

Soweit nicht anders beschrieben, wurde fur alle Arbeiten Reinstwasser eingesetzt.
Die Bereitung erfolgte mit einer ,Milli-Q Reagent Water-Anlage” der Firma Millipore,
Eschborn. Fur den molekularbiologischen Einsatz wurde das Wasser durch Autokla-
vieren sterilisiert (siehe Kapitel 2.2.2, Seite 32).

2.2.2 Sterilisationsmethoden

1 Autoklavieren: Sterilisation von Gebrauchsmaterialien und Lésungen durch Auto-
klavieren erfolgte in einem Autoklav der Firma Webeco, Bad Schwartau, bei 121 °C
und 1 ati fir 20 min

1 Sterilfiltration: Sterilisation von temperaturlabilen Losungen erfolgte durch Filtration
durch einen Membranfilter (Porenweite 0,2 um) der Firma Schleicher und Schiill,
Dassel.

2.2.3 Reinraumbedingungen/Laminar Airflow

Arbeiten, zu denen Reinraumbedingungen bendtigt wurden (steriles Arbeiten),
wurde in einer Querstrombank (Laminar Airflow) durchgefuhrt.

Bakterien und Pilze wurden in dem Gerat BSB 4A (Vorlaufzeit 10 min) der Firma
Gelaire Flow Laboratories bearbeitet. Pflanzliche Zellkulturen wurden in einer Quer-
strombank des Typs CF436B (Vorlaufzeit 10 min) der Firma CeacConcordia Elektrizi-
tats AG, Dortmund, bearbeitet.
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2.2.4 Sonstige Gerate und Einrichtungen

i Raum zur Kultivierung von pflanzlichen Zellkulturen: In diesem Raum herrschte
eine gleichbleibende Temperatur von 20 °C und eine permanente Beleuchtung
(ca. 400 Ix).

1 Brutschrank: Heraeus VT 5042 EK/N2

i DurchfluBphotometer: "LKB Uvicord SII", Pharmacia, Freiburg (Wellenlange
280 nm)

1 Geldokumentation: UV-Durchlichttisch Chroma 43, Vetter GmbH, Giesloch, und
Polaroid-Kamera MP4, Fa. Kodak mit Film des Typs 667

i Polyacrylat-Gelelektrophorese (SDS-PAGE): Maxigel Twin-Gelelektrophorese-
System und Geltrockner, Fa. Biometra, Géttingen

i Laborradio: Receiver 3400T, Elac (Elektroacustic GmbH), Kiel
i PCR-Thermoblock: Biometra T3 Thermocycler, Biometra, Géttingen

1 pH-Meter: pH-Meter 766 Calimatic, Fa. Knick Elektrische MelRgerate GmbH,
14163 Berlin

1 Schiuttler: HT Infors, CH-4103 Bottmingen, Schweiz
1 Schuttelwasserbad: GFL 1083, Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel

1 Spannungsgeber fiur Elektrophoresen: Biorad Powerpac 300, Biorad,
80939 Minchen; Firma Consort, Turnhout, Belgien

1 Spannungsgeber fir Western-Transfer: Trans-Blot SD Semi-dry Electrophoretic
Transfer Cell, Biorad, 80939 Miinchen

1 Spulmaschine: Mielabor G 7783Multitronic, Fa. Miele, Gitersloh

i Spektralphotometer: Uvikon® 860, Kontron, Miinchen

i Ultraschall-Desintegrator: "Sonifier Typ 250", Branson, Danbury, Conneticut, USA
i Vakuumkonzentrator: SpeedVac Plus SC110A, Savant

i Waagen: H51-Feinwaage und K7-Grobwaage, Fa. Mettler, Giel3en

i Zentrifuge: Eppendorf 5804R, Eppendorf, Hamburg
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2.3

2.3.1

Biologisches Material

Mikroorganismen

Die Genotypen der in dieser Arbeit flr Klonierungs- und Expressionsexperimente
verwendeten Mikroorganismen sind in Tabelle 2.15 beschreiben.

Tabelle 2.15

Mikroorganismen

Stamm

Genotyp

Referenz

Escherichia coli JM 109

el4 (McrA) recAl endA gyrA96
thi-1 hsdR17(r?- m?+) supE44 re-
IA1 ? (lac-proAB) [F?traD36
proAB lacl?Z ?M15]

Stratagene, La Jolla, CA 92037

USA. (Yanish-Perron, C., Viera,
J., Messing, J. (1985), Gene 33:
103-199)

Escherichia coli XL1 blue

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SupE44 relAl [F?proAB lacléz
?M15 Tn10 (Tet")]

Stratagene, La Jolla, CA 92037
USA. (Bullock, W., Fernandez,
J.M., Short, J.M. (1987), Bio-
techniques 5: 376-379)

Escherichia coli XL1 Blue MRF’

D(mcrA)183 ? (mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 re-
cAl gyrA96 relAl lac [F?proAB
lacl?Z ?M15 Tn10 (Tet")]°

Stratagene, La Jolla, CA 92037
USA. (Jerpseth, B., et. al. (1992)
Stratagies 5: 81-83)

Escherichia coli XL1 Blue MRF’

Kan

D(mcrA)183 ? (mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 re-
cAl gyrA96 relAl lac [F?proAB
lacl’Zz ?M15 Tn5 (Kan")]°

Stratagene, La Jolla, CA 92037
USA. (Jerpseth, B., et. al. (1993)
Stratagies 6: 24

Saccharomyces cerevisiae

MAT, leu2-3, 112ura3-52 his3-
trpl-lys2-80 suc2- ?9

Qiagen, 40724 Hilden.

Durch Transformation dieser Organismen in der in Kapitel 2.4.8 (Seite 53) be-

schriebenen Weise mit rekombinanten Plasmiden (vgl. Tabelle 2.5 und 2.6) entstan-
den rekombinante Mikroorganismen. Diente die Erzeugung dieser Organismus der
Vermehrung eines Plasmides oder der Sequenzbestimmung von klonierter DNA, so
wurde der Organismus nach der Gewinnung des Plasmides durch Autoklavieren ver-
nichtet.

Zur Gewinnung eines rekombinanten Organismus zu Proteinexpression wurde der
Ausgangsorganismus jeweils bei Bedarf frisch mit dem Zielplasmid transformiert. Eine
Konservierung in Form einer Dauerkultur und eine anschlieRende Reaktivierung er-
folgten nicht. Die Spezifikationen der fir die Proteingewinnung erzeugten Organismen
zeigt die Tabelle 2.16:
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Tabelle 2.16 rekombinante Mikroorganismen
Zielorganismus Ausgangs- rekombinantes  Eigenschaft/Funktion
organismus Plasmid
Escherichia coli XL1 Escherichia coli XL1 pL53-35-1 sorGb(Thr)-BamH I/Sal | in
Blue MRF'Kan pL53-35 Blue MRF" Kan pMal-c2-BamH I/Sal |
Escherichia coli XL1 Escherichia coli XL1 pL60-1 sorGb(Meth)-BamH I/Sal | in
Blue MRF"Kan pL60-1 Blue MRF Kan pMal-c2-BamH I/Sal |
Saccharomyces cerevi-  Saccharomyces cerevi-  pL58-1 sorGb(Thr)-BamH I/Sal I in
siae pL58-1 siae pMal-c2-BamH I/Sal |
Saccharomyces cerevi-  Saccharomyces cerevi-  pl63-9 sorGb(Meth)-BamH I/Sal | in
siae pl63-9 siae pMal-c2-BamH I/Sal |
23.1.1 Kultivierung und Konservierung von Mikroorganismen

Escherichia coli

Die Kultivierung von Escherichia coli-Stdmmen erfolgte stets aus einer Einzelkolo-
nie oder aus einer Flussigkultur, die sich von einer Einzelkolonie ableitete. Dem Kul-
turmedium - in der Regel LB-Medium — wurde je nach Resistenzeigenschaften des
Stammes ein Antibiotikum zur Selektion zugesetzt (siehe Tabelle 2.13, Seite 29).

Die Kultivierung erfolgte fir 12-16 Stunden (UiN) bei 37 °C und 200 rpm in einem
Schattler der Firma Infors. Festkulturen mit entsprechendem Antibiotika-Zusatz (siehe
Tabelle 2.13, Seite 29) wurden in einem Thermoschrank der Firma Heraeus mit den
Deckel der Petrischale nach unten plaziert und 12-16 Stunden (UN) bei 37 °C inoku-
liert.

Zur Konservierung eines Stammes wurde 1 ml einer UN-Kultur mit 1 ml sterilem
Glycerol in einem Kryo-Rohrchen (Nalgene®) gemischt, 3 Stunden bei 37 °C inokuliert
und bei — 80 °C als Dauerkultur eingefroren.

Zur Reaktivierung eines Stammes aus einer Dauerkultur wurde mit einer sterilen
Impfose ein Tropfen dieser auf einer LB-Festmedienplatte im ,13-Strichverfahren”
(Schlegel, 1985) ausgestrichen und 0N bei 37 °C wie oben beschrieben inokuliert. Die
durch dieses Verfahren selektierten Einzelkolonien konnten fir nachfolgende Versu-
che verwendet werden.
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Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae erfolgte stets aus einer Einzelko-
lonie oder aus einer Flussigkultur, die aus einer Einzelkultur entstanden war.

Wenn nicht anders beschrieben, erfolgte die Kultivierung fur 12-16 Stunden (UN)
bei 28 °C und 180 rpm in YPD-Medium in einem Schttler der Firma Infors. Festkultu-
ren wurden in einem Brutschrank der Firma Heraeus mit dem Deckel der Petrischale
nach unten plaziert und langer als 48 h bei 28 °C inokuliert.

Zur Konservierung eines Stammes wurde 1 ml einer GN-Kultur mit 1 ml sterilem
Glycerol in einem Kryo-Rohrchen (Nalgene®) gemischt, 3 Stunden bei 28 °C inkubiert
und bei — 80 °C als Dauerkultur eingefroren.

Zur Reaktivierung eines Stammes aus einer Dauerkultur wurde mit einer sterilen
Impfése ein Tropfen dieser auf einer Festmedienplatte im ,13-Strichverfahren®
(Schlegel, 1985) ausgestrichen und mit dem Deckel der Petrischale nach unten in den
Brutschrank plaziert und wie oben beschrieben inokuliert (> 48h). Die durch dieses
Verfahren erzeugten Einzelkolonien konnten fir nachfolgende Versuche verwendet
werden.

23.1.2 Messung der Zellzahl von Mikroorganismen

Der Kontrolle des Wachstumsverhaltens von Escherichia coli und Saccharomyces
cerevisiae in Flussigkulturen diente das Verfahren der Tribungsmessung. Die
scheinbare Absorption von 1 ml des zu bestimmenden Inokulats wurde bei 600 nm in
einem Photometer (Uvikon® 860, Kotron, Minchen) gegen Wasser gemessen (ODgoo-
Wert). Nach Bertram und Gassen (1991) ergibt sich bei einem ODgo-Wert von 1,0 eine
ungefahre Zellzahl von 8x102 Zellen.
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2.3.2 Pflanzliche Zellkulturen von Ginkgo biloba

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Zellkulturen von Ginkgo biloba er-
zeugt und gepflegt, um fir die jeweiligen Experimente Zellmaterial vorzuhalten. Die
nachfolgende Tabelle 2.17 beschreibt die Herkunft der Kulturen.

Tabelle 2.17 Pflanzliche Zellkulturen aus Ginkgo biloba

Nummer Herkunft Priméargewebe Medium Bemerkung

1 eigene Erzeugung Samenkerne MSwOP-fest Kallus

2 eigene Erzeugung Samenkerne 4xOP-fest Kallus

3 eigene Erzeugung Blatter MSwOP-fest Kallus

4 eigene Erzeugung Blatter 4xOP-fest Kallus

5 eigene Erzeugung Blatter 4x-fest Kallus

6 DSMZ unbekannt MSwOP-fest Kallus

7 DSMZ unbekannt 4xOP-fest Kallus

8 DSMz unbekannt 4x-fest Kallus

9 eigene Erzeugung Blatter MSwOP-flussig Suspensionskultur,

aus Kultur Nr. 3

10 eigene Erzeugung Blatter 4xOP-flussig Suspensionskultur,au
s Kultur Nr. 4

11 eigene Erzeugung unbekannt MSwOP-flussig Suspensionskultur,au
s Kultur Nr. 6

12 eigene Erzeugung unbekannt 4xOP-flussig Suspensionskultur,au
s Kultur Nr. 7

2.3.2.1 Anlegen und Erhalten von pflanzlichen Zellkulturen

Alle Arbeiten im Zusammenhang mit pflanzlichen Zellkulturen wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.2.3, Seite 32). Zum Produktschutz wurden
Kittel und Mundschutz getragen, die Hande wurden desinfiziert. Die benétigten Che-
mikalien, Léungen und Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die beno-
tigte Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefihrt.
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Auflegen von Pflanzenteilen zur Erzeugung von Kallus-Kulturen

Kalluskulturen von Ginkgo biloba wurden im Rahmen dieser Arbeit angelegt, wenn
zuvor vorhandene Kulturen ihr Wachstum einstellten und abstarben.

Das fur die Herstellung der Kalluskultur vorgesehene Pflanzenmaterial (Samen-
kerne bzw. Blatter) wurden durch Baden in Quecksilber-1l-chlorid-Lésung (0,1 %, 5
min) oberflachlich desinfiziert. Zum Entfernen der Desinfektionslésung wurde das be-
handelte Gewebe in sterilem Wasser gebadet (3 mal, je 5 min). Um eine Verdinnung
der Quecksilbersalzkonzentration zu gewahrleisten, wurde fir jeden Badeschritt fri-
sches Wasser verwendet.

Die so desinfizierten Pflanzenteile wurden in groschengrof3e Stilicke zerschnitten
und in vorbereitetes Festmedium zur Hélfte eingedriickt. Die Praparate wurden in ei-
nem Zellkulturraum bei gleichbleibenden Bedingungen solange gelagert (20 °C, Dau-
erbeleuchtung), bis aus dem aufgelegten Gewebe Kallusgewebe entwuchs. Dies
wurde auf frischen Nahrboden transferiert.

Anlegen und Erhaltung von Zellsuspensionskulturen

Zur Gewinnung von Zellsuspensionskulturen wurden 8-10 g Kallusgewebe in
100 ml Flussigmedium transferiert. Der Hals des Erlenmeyerkolbens wurde abge-
flammt, so dal’ eventuell an ihm haftende Gewebereste verkohlten. Der Kolben wurde
mit einem sterilen Wattestopfen verschlossen und unter den Bedingungen des Zell-
kulturraumes (20 °C, 400 Ix) mit 60 rpm geschuttelt.

Nach 10 Tagen — sofern die Kulturen langsam wuchsen nach 14 Tagen — wurden
12 g einer Kultur in 100 ml frisches Medium transferiert und wie oben beschrieben in-
kubiert.
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2.4 Methoden der Molekularbiologie
2.4.1 Isolierung von genomischer DNA
2411 Isolierung von genomischer DNA aus Bakterien

DNA aus E. coli nach einem modifizierte Protokoll zur Isolierung von Gesamt-DNA
aus Actinomyceten nach Altenbuchner und Cullum (1984) isoliert. Mit Hilfe dieser Me-
thode lief3en sich groRe Mengen DNA guter Qualitat gewinnen. Dazu wurde wie folgt
verfahren [die bendtigten Chemikalien, Loungen und Verbrauchsmaterialien sind in
Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufge-
fahrt]:

1 Zur Gewinnung des Ausgangsmaterials wurden 20 ml LB-Medium (gegebenenfalls
mit Antibiotikum) mit einer UN-Kultur des Zielstammes im Verhéltnis 1/1.000 an-
geimpft und Uber Nacht inkubiert (37 °C; 180 rpm).

i Die Zellen wurden 10 min bei 4.000x g sedimentiert.

i Das Sediment wurde in STE-Puffer resuspendiert und 45 min bei 37 °C unter gele-
gentlichem vorsichtigem Mischen inkubiert. Die nun folgenden Pipettierschritte
wurden mit abgeschnittenen Spitzen durchgefiihrt, um eine durch Scherung her-
vorgerufene Degradation der zu isolierenden DNA zu minimieren.

1 Es wurden 2 ml SDS-L6ésung (10 %) zugegeben und die Lésung durch Vortexen
gemischt.

T Zur Zerstérung der Zellwand wurde die Lésung bei 20 min bei 60 °C inkubiert (al-
ternativ 30 min bei 42 °C).

i Zum Abtrennen von Proteinen wurden 2 ml einer Lésung von Phenol/Chloroform
(1:1, pH 8) zugegeben, vorsichtig durch Vortexen gemischt und 5 min auf Eis inku-
biert. AnschlieRendes Zentrifugieren (15 min, 15.000x g) diente der Trennung der
Phasen und dem Anreichern der denaturierten Proteine in der Interphase. Die
wassrige Phase wurde in ein neues Gefal3 tberfuhrt.

1 Dieser Schritt wurde sooft wiederholt, bis die wassrige Phase von Proteinen befreit
und klar war.

i Zum Fallen der DNA aus der wassrigen Phase wurde der Lésung 1/10 VT Na-
triumacetat (3M, pH 5) und 1 VT Isopropanol zugefigt und das Gefald kreisformig
geschwenkt.

i Die so gefallte und zum Kné&uel aggregierte DNA wurde mit Hilfe einer Pipetten-
spitze aus der Losung in ein Reaktionsgefald Gberfihrt.
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1 Zum Entsalzen wurde die DNA mit Ethanol (70 %) gewaschen und anschlie3end
bei RT vorgetrocknet.

1 Die noch alkoholfeuchte DNA wurde durch Zugeben von TE-Puffer geldst. Der noch
enthaltene Alkohol wurde bei 37-42 °C abgedampft und die DNA-LAsung bei 4 °C
gelagert.

Vor der Verwendung wurde die Konzentration der DNA-LAsung, wie in Kapitel 2.4.4,

(Seite 44) beschrieben, bestimmt und die Gite der Praparation mittels Agarose-Gel-

elektrophorese verifiziert (siehe Kapitel 2.4.5.1, Seite 46).

24.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Diese von Frau Dr. Christel Drewke mundlich mitgeteilte Methode wurde verwendet,
um genomische DNA aus S. cerevisiae zu isolieren. Die bendtigten Chemikalien, L6-
sungen und Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte Labor-
ausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefihrt.

1 Die Zellen einer 5 ml GN-Kultur in YPD-Medium wurden durch Zentrifugation sus-
pendiert (10 min, 4.000x g) und mit sterilem Wasser gewaschen.

i Nach der Entfernung des Wassers wurde das Zellpellet in 0,5 ml Sphaeroastenpuf-
fer aufgenommen, mit Zymolyase (= Lytikase) (20 pl, 2,5 mg/ml) versetzt und 1 h
bei 37 °C inkubiert. Die Sphaeroastierung wurde unter dem Mikroskop verfolgt.

1 Die Zellen wurden durch Zentrifugation sedimentiert (10 min, 4.000x g, RT).

1 Zur Denaturierung von Proteinen und hochmolekularen Bestandteilen wurde das
Zellsediment in 0,5 ml EDTA-L6sung (50 mM) aufgenommen und mit 50 pl SDS-
Ldsung (10 %) versetzt und gut geschdittelt.

i Zugabe von Kaliumacetat (5 M, pH 5, 200 pul) fihrte zur Fallung der denaturierten
Bestandteile, die durch Zentrifugation abgetrennt wurden (5.000x g, 5 min)

i Zur Fallung der DNA wurde die Losung mit 2,5 VT Ethanol versetzt. Die prazipitierte
DNA setzte sich durch Inkubation bei RT am Boden des GefaRes ab. Der Uber-
stand wurde entfernt, die DNA an der Luft getrocknet und in 40 pl TE-Puffer geldst.

Vor der Verwendung wurde die Konzentration der DNA-LOsung, wie in Kapitel 2.4.4,
(Seite 44) beschrieben, bestimmt und die Gite der Praparation mittels Agarose-Gel-
elektrophorese verifiziert (siehe Kapitel 2.4.5.1, Seite 46).
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2.4.1.3 Isolierung von genomischer DNA aus pflanzlichem Gewebe

Die von Blin und Staffort (1976) beschriebene Methode wurde zur Isolierung ge-
nomischer DNA aus pflanzlichem Gewebe von Ginkgo biloba verwendet. Diese Me-
thode lieferte sowohl aus Zellkulturen als auch aus Blattern DNA ausreichender Gte,
um diese enzymatisch modifizieren zu kdnnen. Zum Einsatz kam entweder frisch ge-
wonnenes oder tiefgefrorenes (-80 °C) Zellkulturmaterial oder frisch geerntetes und
sofort in flussigem Stickstoff schockgefrorenes Blattmaterial. Die benétigten Chemika-
lien, Lésungen und Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte
Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefthrt.

i Das zu verarbeitende Pflanzenmaterial (bis zu 10 g) wurde in flissigem Stickstoff
grundlich gemdrsert.

i Das gefrorene, pulverisierte Gewebe wurde in 20 ml Lysepuffer P aufgenommen
und unter Schwenken 3 h bei 50 °C inkubiert.

1 Das so erhaltene Rohlysat wurde mehrfach wie folgt mit organischen Lésungsmit-
teln extrahiert, um Proteine und makromolekulare Bestandteile zu entfernen: Drei-
malige Phenolextraktion (Roti-Phenol, pH 8; alternativ: Kirby-Mix), zweimalige
Chloroform-Extraktion zur Entfernung des Restphenols, dreimalige Diethylether-Ex-
traktion zur Entfernung des Chloroforms.

Jedesmal wurde 1 VT des organischen Losungsmittels eingesetzt und zur Phasen-
trennung zentrifugiert (10 min, 15.000x g, RT).

1 Die erhaltene Nukleinsaurelésung wurde zur Entfernung der RNA mit RNAse A
(100 pg/ml Endlésung) eine Stunde auf Eis inkubiert.

1 Die DNA wurde durch Zusatz von PEG P-L6sung (0,5 VT), vorsichtigem Mischen
und Inkubieren auf Eis (30 min) zur Fallung gebracht. Alternativ konnte auch Iso-
propanol verwendet werden; Unter diesen Bedingungen erhdhte sich jedoch die
Salzkontamination der geféllten DNA.

i Die DNA wurde durch Zentrifugation (20 min, 20.000x g, 4 °C) sedimentiert, vom
Uberstand getrennt und zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen.

1 ZurlUckbleibender Alkohol wurde abgedampft, die DNA in TE-Puffer gelést und bei
4 °C gelagert.

Vor der Verwendung wurde die Konzentration der DNA-LOsung, wie in Kapitel 2.4.4,

(Seite 44) beschrieben, bestimmt und die Gute der Praparation mittels Agarose-Gel-

elektrophorese verifiziert (siehe Kapitel 2.4.5.1, Seite 46).
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2.4.2 Isolierung Plasmid-DNA aus E. coli

24.2.1 Isolierung Plasmid-DNA im KleinmaRstab (bis 10 ug)

Diese Methode wurde angewendet, um kleine Mengen Plasmid-DNA fir die auto-

matische Sequenzierung zu gewinnen oder Transformanten auf den Erhalt des kor-
rekten Plasmides zu prufen. Auf dieser nach Kieser (1984) modifizierten Methode ba-
sieren zahlreiche Fertigsysteme zur Plasmid-Reinigung. Durch Angleichen der L6-
sungsmengen ist diese Methode zum Aufschlul® beliebiger Kulturmengen geeignet
(Mini-, Midi-, Maxi-MaRstab). Die bendtigten Chemikalien, Léungen und Verbrauchs-

materialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendtigte Laborausstattung in Kapitel 2.2
(Seite 32) aufgefuhrt.

2 ml einer UN-Kultur des gewinschten E. coli-Stammes in LB-Medium (ggf. incl.
Antibiotikum) wurden durch Zentrifugation sedimentiert (10 min, 4.000x g, RT).

Das nach Abdekantieren des Uberstandes erhaltene Zellsediment wurde in 300 pl
Puffer P1 resuspendiert.

Zum Zellaufschlu3 wurde die Suspension mit 300 ul Puffer P2 gemischt und unter
gelegentlichem leichten Mischen 5 min bei RT inkubiert.

Durch Zugabe des Puffers P3 wurden die Proteine denaturiert und coprazipitierten
mit genomischer DNA in Form weif3er Flocken. Diese konnten durch Zentrifugation
abgetrennt werden (10 min, 20.000x g, RT).

Sollte hochreine DNA erhalten werden, wurde die DNA Lésung jeweils mit 1 VT mit
Phenol (Rotiphenol) und anschlieBend mit Chloroform gewaschen. Zur Phasen-
trennung wurde zentrifugiert (5 min, 20.000x g, RT) und die wassrige Phase wei-
terverwendet. Dieser Schritt ist fakultativ.

Aus der so erhaltenen Lésung wurde die DNA durch Zusatz einwertiger Alkohole
zur Fallung gebracht und durch Zentrifugation (20.000x g, 10 min, RT oder 4 °C)
abgetrennt. Die Verwendung von Isopropanol an Stelle von Ethanol &Rt gréRere
Mengen Salz copréazipitieren. Wird Isopropanol verwendet, sollte auf eine Kih-
lung (4 °C) wahrend der Zentrifugation verzichtet werden (RT).

Die DNA wurde mit 0,5 ml Ethanol (70 %) gewaschen, im Vakuum getrocknet und in
30 ul Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

Vor der Verwendung wurde die Konzentration der DNA-LAsung, wie in Kapitel 2.4.4,

(Seite 44), beschrieben, bestimmt. Wurden High-copy-Plasmide nach dieser Methode

isoliert, konnte eine Konzentration von ca. 1 pug/ul erwartet werden.
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24.2.2 Isolierung Plasmid-DNA im GroBmalfstab (10 pg-200 ug)

Zur Isolierung groBer Mengen DNA wurde das Fertigsystem Wizard Plus® der Firma
Promega verwendet. Im Gegensatz zu anderen Methoden und Fertigsystemen zeich-
net sich dieses neben guter Ausbeute auch durch die Lieferung von DNA exzellenter
Qualitat aus, mit der sowohl Escherichia coli als auch die Pilze Saccharomyces cere-
visiae und Cercospora nicotianae transformiert werden konnten.

Die Isolierung aus 50 ml UN-Kultur in LB-Medium lieferte fir High-copy-Plasmide
ca. 100 pug, fur Low-copy-Plasmide ca. 50 ug DNA. Ein detailiertes Protokoll befindet
sich im Anhang (siehe Kapitel 7.3.2, Seite 153).

2.4.3 Isolierung von messenger-RNA [poly(A")RNA] aus
pflanzlichem Gewebe

Poly(A")RNA wurde benétigt, um die an der Biosynthese des Ginkgotoxins beteilig-
ten Gene durch Klonierung untersuchen zu kénnen. Ihre Isolierung war die Grundlage
fur nachfolgende Reverse Transkriptionen und verschiedene PCR-Verfahren.

Sowohl Zellkulturen und Blatter von Ginkgo biloba als auch Samen der Pflanze sind
reich an polymeren, hochmolekularen Substanzen. Bei der Isolierung von RNA jeder
Art bereiten die genannten Verbindungen groRe Schwierigkeiten, da ihre Abtrennung
nur mihsam oder nicht gelingt. Daraus resultiert eine Nukleinsdaure minderer Qualitat,
die entweder starker Degradierung unterliegt oder aufgrund ihres Anteils an Begleit-
stoffen zu einer Verarbeitung ungeeignet ist.

Aus diesem Grund wurden eine Vielzahl von literaturbekannten Isolierungsmetho-
den getestet. Darunter befanden sich klassische Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Techniken wie auch Affinitdtschromatographie-gestiitzte Reinigungen. Neben der di-
rekten Reinigung der poly(A)RNA (Einschrittverfahren) wurde auch der Umweg uber
die Zwischenreinigung der Gesamt-RNA und anschlieRender Isolierung der mRNA
probiert.

Gute isolierungsergebnisse wurden mit dem QuickPrep®Micro mRNA Purification
System der Firma Pharmacia Biotech aus Pflanzenmaterial erreicht. Dieses Ein-
schrittverfahren zur direkten Gewinnung der poly(A")RNA basiert auf einer klassischen
Tensidlyse des Zellmaterials mit der Guanidiniumthiocyanathemmung der RNAsen.
Nachdem die Zielmolekiile an eine Cellulose-oligo(dT)-Affinitatsmatrix gebunden wur-
den, erfolgte die Abtrennung der unerwiinschten Begleitsubstanzen durch eine auf-
wendige Waschprozedur mit Hoch- und Niedrigsalzpuffern. Dadurch wurden andere
Nukleinsaurespezies und Polysacchariden entfernt, bevor die mRNA von der Matrix
eluiert wurde.
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Das System ermdéglichte die Gewinnung von 4-5 pg poly(A")RNA aus 100 mg
Ginkgo biloba Zellkultur (Feuchtgewicht). Es wurde entsprechend den Angaben des
Herstellers verfahren (siehe Kapitel 7.3.5, Seite 153).

Zur Quantifizierung der erhaltenen Ribonukleinsdure wurde die UV-Absorption bei
260 nm bestimmt wie in Kapitel 2.4.4 (Seite 44) beschrieben die Konzentration be-
rechnet. Zur Reinheitsprufung wurde der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und
280 nm gebildet, der zwischen 1,7 und 2,0 betragen sollte.

Die poly(AY)RNA wurde auf Vorhandensein der Ziel-mRNA im Pool unter Verwen-
dung von Oligonukleotiden fiir ein zentrales Fragment des Gens mittels RT-PCR und
anschlieBender Agarosegelkontrolle geprift. Bei gewlnschter Qualitat konnte sie flr
Nachfolgereaktionen verwendet werden.

2.4.4 Reinigung, Konzentrierung und Quantifizierung von Nu-
kleinsauren

Reinigung von Nukleins&auren

Dieses als PCI-Methode (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Methode) bezeichnete
Verfahren eignet sich zum Abtrennen von Proteinen und Zelltrimmern aus DNA-L6-
sungen und ist Bestandteil klassischer Verfahren zur Nukleinsauregewinnung, wie z.
B. der Plasmidpraparation (vgl. Kapitel 2.4.2.1, Seite 42) oder der Isolierung genom-
ischer DNA (vgl. Kapitel 2.4.1, Seite 39). Die benétigten Chemikalien, Loungen und
Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendtigte Laborausstattung in
Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefihrt.

i Die wassrige DNA-LOsung wurde mit 1 VT ,Kirby-Mix“ (siehe Tabelle 2.9, Seite 22)
versetzt und mehrfach vorsichtig invertiert.

1 Zur Phasentrennung und zum Sammeln der durch Phenol denaturierten Bestand-
teile wurde zentrifugiert (16.000x g, 15 min)

1 Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefald Gberfihrt. Diese Prozedur wurde so
haufig wiederholt, bis keine denaturierten Proteine (wei3er Schleier) mehr an der
Phasengrenze zu beobachten waren (typischerweise 3 mal).

i Zur Abtrennung von Phenol, das in nachfolgenden Reaktionen enzymatische Akti-
vitdt hemmen wirde, wurde mit 1 VT Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausge-
schuttelt. Durch Zentrifugation wurden die Phasen getrennt und die wéassrige DNA-
Ldsung in ein neues Gefald tberfuhrt.

1 Zur Konzentrierung der DNA wurde wie im Schritt ,Konzentrierung von Nuklein-
saure” verfahren.
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Konzentrierung von Nukleinsauren

Die Prazipitation von Nukleinsauren aus wassrigen Ldosungen erfolgte mit Isopro-
panol oder Ethanol. Bei kleineren Volumina wurde Isopropanol verwendet; war eine
guantitative Fallung unter Vermeidung einer Salz-Coprazipitation erforderlich, wurde
Ethanol der Vorzug gegeben.

1 Die wassrige DNA-L6sung wurde mit 0,1 VT Natriumacetat-Losung (3 M, pH 4,5)
versetzt (zur Préazipitation werden einwertige Kationen benétigt) und mit 0,7 VT
Isopropanol bzw. 2 VT Ethanol vermischt. War — wie im Fall der RNA-Gewinnung-
eine quantitative Fallung erwiinscht, wurden 6 VT Ethanol eingesetzt.

i Bei Verwendung von Ethanol als Reagenz wurde 15 min auf Eis inkubiert. Zentri-
fugation (> 15.000x g, 15 min) sedimentierte die Nukleinsauren.

i Das Nukleinsauresediment wurde, um Salze zu entfernen, mit Ethanol 70 % (RT)
gewaschen und erneut sedimentiert.

i Der Uberstand wurde verworfen. Die Nukleinsaure (auRer genomische DNA und
RNA) wurde im Vakuum von Lésungsmittelresten befreit (Speed Vac® Plus SC110A,
Savant, CA, USA).

i Die getrocknete Nukleinsdure wurde je nach Bedarf in TE-Puffer oder in Wasser
aufgenommen.

Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von Nukleinsauren erfolgte durch eine UV-spektroskopische
Vermessung bei 260 nm. Die nach Sambrook et al. (1989) der Absorption von 1,0 (Azeo
= 1,0) proportionalen Konzentrationen verschiedener Nukleinsaurespezies sind in der
Tabelle 2.18 zusammengestellt.

Tabelle 2.18 Nukleinsé@ure-Absorptionskoeffizenten Azeo

Nukleinséurespezies Konzentration bei A=1,0
ds DNA 50 pg/ml
ss DNA und RNA 40 pg/ml
Oligonukleotide bis 30bp 30 pg/ml

Die Konzentration einer Nukleinsdurelésung errechnet sich wie folgt:
[c] = Axo ¢ Absorption ¢ Verdinnung [ug/mi]
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Da Proteine bei 280 nm eine UV-Absorption zeigen, kann der Quotient der Absorp-
tionen beider Wellenlangen als Qualitatskriterium fir die Reinheit herangezogen wer-
den. Dieser sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

2451 Native Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsauren lassen sich aufgrund ihrer polyanionischen Struktur im elektrischen
Feld trennen. Die Molekile migrieren entsprechend ihrer Ladung von der Kathode zur
Anode. Ist eine relative Trennung der Molekille zu ihrer Gréf3enabschatzung ge-
winscht, kann gepufferte Agarose als Trennmatrix dienen. Fur basengenaue Tren-
nung von DNA-Molekilen ist eine Polyacrylat-Matrix nétig (siehe Kapitel 2.4.13,
Seite 68).

In beiden Fallen erfolgt die Trennung der Molekile groRenabhangig. Kleine Mole-
kule migrieren schneller als groRe. Die Migrationsgeschwindigkeit und die Molekiil-
grofRe stehen in einem exponentiellen Zusammenhang. Die Trennschérfe fur einzelne
MolekulgroRRenintervalle 1ai3t sich durch die Konzentration der Agarosematrix variieren.
Nach Sambrook et al (1989) eignen sich Matrixkonzentrationen von 0,3 % Agarose fur
DNA-Molekile von einer Grof3e bis von 60 kb. Hohere Konzentrationen von 2 % er-
mdoglichen die Trennung von Fragmenten bis zu einer GrofR3e von 0,1 kb.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA-Agarose-Gelelektrophorese fir analyti-
sche und praparative Zwecke verwendet. Die bendétigten Chemikalien, Léungen und
Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte Laborausstattung in
Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefihrt.

i Zur Bereitung der Agarosegellésung wurde eine Agarose-Suspension in 1XTAE-
Puffer in einem Mikrowellengeréat zum Sieden erhitzt. Dem Trennziel entsprechend
wurde die Agarosekonzentration zwischen 0,8 % und 2 % variiert.

1 Nach dem Abkuhlen der Lésung auf ca. 60 °C wurde der Losung 5 pl/100 ml Ethi-
diumbromid-L6ésung (1 %) zugesetzt und im Trennschlitten mit Taschenformer zur
Starre abgekuhlt (RT oder 4 °C-Kuhlschrank).

i Die komplette Giel3vorrichtung wurde in eine Vertikalelektrophoreseapparatur ein-
gebracht, die Matrix mit TAE-1x-Puffer (berschichtet und die Taschenschablone
herausgezogen.

i Die vorbereitete Probeldsung, bestehend aus DNA-L&sung und DNA-Auftragspuffer
6x (0,2 VT), wurde in die Probentaschen geflillt. Die im Ladepuffer enthaltenen
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Farbstoffe halfen, den Fortgang der Trennung visuell zu verfolgen. Der Farbstoff
Bromphenolblau migriert entsprechend einer DNA-Gré3e von 300 bp, Xylencyanol
entsprechen einer Grélie von 4.000 bp. Zur detaillierten GroRenabschéatzung der
DNA-Molekiile diente ein gleichzeitig aufgetragener DNA-GroRR3enstandard-Mix. Mit
dem Anlegen von Spannung (60-120 V) startete der Trennvorgang.

i Nach Beendigung der Trennung wurde das Ergebnis durch UV-Durchlichtbestrah-
lung detektiert und durch Fotographie (Polaroid-MP4-Kamera, Film Typ 667) do-
kumentiert. Das in der Gelmatrix enthaltenene Ethidiumbromid interkaliert mit der
DNA. UV-Licht der Wellenlange 302 nm regt den Komplex zur Fluoreszenz an. Ein
Rotfilter ermdglichte die Abbildung des Fluoreszenzlichtes trotz UV-Hintergrund-
strahlung.

2.45.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die denaturierende Agarose-Gelelektrophorese diente zur Untersuchung von RNA.
Sie wurde zum einen als eine dem Northern-Transfer vorgeschaltete Trennmethode
eingesetzt, zum anderen um eine Aussage Uber die Qualitat isolierter mMRNA zu erhal-
ten,

Das Milieu der Trennung bietet die Moglichkeit, RNA in linearisierter Form der
GroRRe nach unabhangig von ihrer Sekundarstruktur zu trennen. Fir eine Qualitats-
kontrolle der RNA ist deren Visualisierung notwendig. Zu diesem Schritt konnte der
Probe -dhnlich der nicht-denaturierenden Gelelektrophorese - Ethidiumbromid als ,In-
terkalationsreagenz” zugesetzt werden. Eine Farbgebung der linearen RNA im kurz-
welligen UV-Licht erfolgt jedoch wohl durch einen Aggregationseffekt des Reagenzes
an die Nukleinsaure.

Soll ein Gel in einem weiterfihrenden Northern-Transfer-Versuch eingebracht wer-
den, behindert das Ethidiumbromid den weiteren Versuchsablauf. Um dennoch eine
Information Uber den Trennvorgang erhalten zu kénnen, wurden in eienm solchen Fall
neben den ungefarbten Proben auch Ethidiumbromid-gefarbte Proben und ein Mole-
kulargewichtsstandard parallel analysiert.

Alle Plastikmaterialien wurden zuvor 1 h in RNAse-Denaturierungslésung gebadet
und mit DMPC-behandeltem Wasser abgespiilt. Die bendétigten Chemikalien, Loungen
und Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendétigte Laborausstat-
tung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefiihrt. In beiden Fallen wurde wie folgt verfahren:

i Es wurde ein 1,2 %iges Gel bereitet. Dazu wurde die bendtigte Menge Agarose
(jeweils aus einer frisch geotffneten Packung) in DMPC-Wasser und MOPS-10x
(0,1 VT Endkonzentration) durch Erhitzen geldst und auf 80 °C abgekunhlt.
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1 Bei dieser Temperatur wurde wassrige Formaldehydlésung (37 %, 12,3 M) bis zu
einer Endkonzentration von 18 % zugegeben und die Losung in einem Gelschlitten
erstarren lassen.

1 Zum Beladen der Probentaschen wurde der Gelschlitten in die Elektrophoreseap-
paratur eingebracht und mit Formaldehydgel-Puffer-1x Giberschichtet.

i Probenvorbereitung: Die zu analysierende RNA (4,5 pl) wurde mit Formaldehydgel-
Puffer-5x (4 ul), wassriger Formaldehyd-L6ésung (12,3 M = 37 %, 3,5 pl) und For-
mamid (10 ul) gemischt und 15 min bei 65 °C denaturiert. Die Probe wurde sofort
auf Eis abgekuhlt, um eine Renaturierung der Nukleinsédure zu verhindern

1 Die Probe wurde in die Probentaschen gegeben. Sollte die RNA mit Ethidiumbromid
visualisiert werden, wurde die Pipettenspitze zuvor in Ethidiumbromid-Losung (1 %)
getaucht. Mit der Ethidiumbromid-benetzten Spitze wurde anschlieBend der Einfull-
vorgang vorgenommen.

i Die Trennung erfolgte bei 80 V uber 1-2 h.

i Zur Dokumentation wurde das Gel im UV-Durchlicht fotografiert. Ungefarbte Spuren
konnten direkt dem Northern-Transfer zugefiihrt werden (siehe Kapitel 2.4.14,
Seite 71).

2.45.3 Dokumentation der Gelelektrophorese

Nach der Trennung der Nukleinsduren wurde diese auf dem UV-Durchlichttisch vi-
sualisiert und mit einer Polaroid-MP4-Sofortbildkamera dokumentiert (siehe Kapitel
2.2.4, Seite 33).

2454 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Wurde DNA im praparativen Mal3stab mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt
(siehe Kapitel 2.4.5.1), war eine selektive Ruckgewinnung von Molekillen méglich. Zu
diesem Zweck wurde das Fertigsystem ,Qiaquick Gel Extraktion Kit* der Fima Qiagen,
Hilden, nach den Vorgaben des Herstellers angewendet. Die Vorgehensweise ist im
Kapitel 7.3.1, Seite 153) beschrieben.

Dieses Verfahren eignete sich, um DNA-Fragmente im einem GroRRenbereich von
100 bp bis 10 kb bis zu einer Menge von 10 ug zuriickzugewinnen. Diese Methode
wurde sowohl fir die Reinigung von DNA-Restriktionsfragmenten als auch von PCR-
Produkten verwendet. Eine Wiederfindungrate von 80 %-90 % erlaubt eine Abschat-
zung der riickgewonnenen DNA-Menge fiir nachfolgende Reaktionsschritte.
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2.4.6 Hydrolyse von DNA durch Typ-ll-Restriktionsendonu-
cleasen

Zur sequenzspezifischen Hydrolyse von DNA fanden Typ-ll-Endonucleasen Ver-
wendung. Die fur ein Enzym oder deren Kombination benétigten Reaktionsbedingun-
gen wurden nach Angaben des Herstellers aus 10fach konzentrierten Stocklésungen
durch Verdinnung mit Wasser hergestellt. Benétigte ein Enzym die Anwesenheit einer
Proteinkomponente zur Reaktion, wurde diese in Form von 10fach konzentrierter BSA-
Ldsung dem Reaktionsgemisch zugesetzt.

Die Reaktionstemperatur wurde nach den Angaben des Herstellers eingestellt und
durch ein Wasserbad oder einen Brutschrank gewahrleistet. Die Reaktionszeit betrug
fur Plasmide bis zu einer Menge von bis zu 5 pg 3-4 Stunden, fir grél3ere Mengen und
genomische DNA 12-16 Stunden (UN).

Waren die fir ein Enzym bendtigten Reaktionsbedingungen einer Doppelrestriktion
inkompatibel, erfolgte die Hydrolyse sequentiell. Nach vorangegangener Restriktion
mit Enzym 1 unter optimalen Bedingungen wurde der Ansatz mittels Agarose-Gelelek-
trophorese gereinigt (siehe Kapitel 2.4.5.1, Seite 46). Die Ziel-DNA wurde aus dem Gel
zurtickgewonnen (siehe Kapitel 2.4.5.4, Seite 48) und die zweite Restriktionsreaktion
wurde unter fur das jeweilige Enzym optimierten Bedingungen durchgefuhrt.

Die bendtigten Chemikalien, Léungen und Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1
(Seite 15), die bendtigte Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefuhrt. Die
Restriktionsansatze wurden nach folgendem Schema zubereitet:

Tabelle 2.19 Zusammensetzung von Restriktionsansatzen

Komponente  Menge [ul]

DNA-L6sung x
Puffer, 10fach * 2 pl
BSA, 10fach * 2 ul
Enzym 1* 1l
Enzym 2* 1l
H20 ad 20 pl

* Ldsungen nach Angaben des Herstellers

Die verwendeten Endonucleasen wurden nach Herstellerangaben verdinnt, sodaf3
jeweils 1 ul Enzymldsung die fiir die Reaktion nétige Menge Protein enthielt. Sollte
eine gréRere Menge DNA-L6sung einer Hydrolyse unterzogen werden, wurde die An-
satzdimension durch Vervielfachung angepalf3t.
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Die Kontrolle der Hydrolyseeffizienz erfolgte mit einer Agarose-Gelelektrophorese.
Sollten die hydrolysierten DNA-Fragmente in einer Nachfolgereaktion Verwendung
finden, wurden diese aus der Gelmatrix eliuert.

2.4.7 Klonierung von DNA

24.7.1 Ligation

Die Kondensation von DNA-Doppelstrangen in Form der Bildung inter- und intra-
molekularer Phosphordiesterbindungen zwischen den 3"-Hydroxyl- und den 5"-Phos-
phorsaureesterfunktionen zweier DNA-Molekile wird als Ligation bezeichnet. Diese
Reaktion kann in Laboranwendungen durch das virale Protein T4-Ligase unter Ener-
gieverbrauch (ATP) katalysiert werden.

Die Ligation wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Klonierung von DNA-Fragmenten
verschiedenen Ursprungs in Vektoren verwendet. Kamen abweichend von der hier
beschriebenen Vorgehensweise Fertigsysteme zum Einsatz, ist deren Anwendung im
Kapitel 2.4.7.2, (Seite 51) beschrieben. Die benétigten Chemikalien, Loungen und
Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendtigte Laborausstattung in
Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefuihrt. Das Reaktionsgemisch wurde nach den Angaben
des Herstellers wie folgt zubereitet:

Tabelle 2.20 Zusammensetzung der Ligationsansétze

Komponente Ligation kohasiver DNA-Enden Ligation glatter DNA-Enden
DNA-Fragment X ng X ng
geoffneter Vektor 50 ng 50 ng

Puffer, 10 fach 1yl 1u

PEG 4.000, 50 % 1yl

ATP, 10 mM 1l 1l
T4-Ligase 2u 8u

H.O ad 10 pl ad 10 pl

Die Ligation von 50 ng Vektor-DNA erbrachte gute Ergebnisse. Die Menge des zu
klonierenden Produktes unter Einbeziehung der Molekulargewichtsverhaltnisse wurde
so gewahlt, dafd fur die Ligation kohasiver Enden ein Verhaltnis von 1:1 (Ziel-/Vektor-
DNA) und fur die Ligation glatter Ende ein Verhéaltnis von 5:1 (Ziel-/Vektor-DNA) vorlag.
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Konnte aufgrund von Verdiinnungen von Vektor-/ Ziel-DNA die AnsatzgrofR3e von 10 pl
nicht eingehalten werden, wurde diese durch Vervielfaltigung entsprechend angepal3t.

24.7.2 Klonierung von Tag-generierten PCR-Produkten in T-Uberhang-
vektoren

Sollten die durch rekombinante DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag-Po-
lymerase) erzeugten PCR-Produkte durch Klonierung konserviert werden, mufte ein
gesondertes System angewendet werden. Das Enzym besitzt die Eigenschaft einer
DNA-unabhéangigen terminalen Nukleotidtransferase. Diese bewirkt eine Kondensation
eines einzelnen Desoxyadenosine-Uberhanges an den 3’-Enden doppelstrangiger
DNA.

Diese Eigenschaft kann genutzt werden, um die erzeugte DNA in einen Vektor zu
ligieren, der seinerseits mit einem einzelnen T-Uberhang am 5 -Ende der Vektorarme
ausgestattet ist. Dieser Reaktionsmechanismus ist dem der Ligation kohasiver DNA-
Enden vergleichbar und zeichnet sich durch eine deutlich erhéhte Effizienz gegentber
der Ligation glatter Enden aus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst auf zwei der am Markt bekanntesten T-
Uberhangklonierungssysteme zuriickgegriffen (siehe unten). Aus Kostengriinden bot
sich jedoch die Eigensynthese eines Vektorsystem mit diesen Eigenschaften an. Die-
fenbach et al. (1995) beschreiben eine Methode, die erfolgreich mit dem Vektor pBlu-
escript SK(-) angewendet wurde und zu sehr guten Klonierungsergebnissen fiihrt:

TOPO TA®-Cloning Kit (Invitrogen)

Das TOPO TA Cloning® System der Firma Invitrogen, Groningen, Niederlande, er-
laubt eine sehr effiziente Klonierung Tag-Polymerase generierter PCR-Produkte in-
nerhalb kurzer Zeit. Der Hersteller erreicht dies durch eine kovalente Bindung des En-
zyms Topoisomerase | (aus einem Vaccinia-Virus) an den T-Uberhang des Vektors
(pCR®2.1-TOPO). Das anwendungsfertig vorbereitete Reaktionsgemisch wurde immer
dann eingesetzt, wenn PCR-Produkte geringer Konzentration kloniert werden sollten
(z. B. nach RACE-PCR). Die Ligation erfolgte in der halben vom Hersteller empfohle-
nen AnsatzgréRe, ohne dald wesentliche EffektivitdtseinbuRen im Vergleich zu den
Herstellerangaben zu beobachten waren.

Die Transformation wurde wahlweise mit den vom Hersteller gelieferte ultra-kompe-
tente Zellen des Stammes E. coli TOP 10" oder mit im Haus vorhandenen kompetente
Zellen durchgefiihrt. Unabhéngig von der Art der verwendeten Zellen wurden sowohl
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die Ligation als auch die Transformation nach den Herstellervorschriften (Version K2)
ausgefluhrt (siehe Kapitel 7.3.3, Seite 153).

Die erhaltenen Kolonien konnten durch PCR oder Restriktionstestung der isolierten
Plasmide Uberprift werden. Beide Verfahren sind mdglich, da der Vektor neben den
die Klonierungsstelle flankierenden Eco RI-Restriktionsschnittstellen auch die Univer-
salprimerstellen M13..,, M13: und T zur Verfiigung stellt.

pGem-T-easy-Cloning-Kit (Promega)

Alternativ zum oben beschriebenen Produkt wurde das der Firma Promega einge-
setzt. Da die Klonierungseffizienz etwa 10fach niedriger einzuschétzen ist als die des
Invitrogen-Systems, fand es vor allem dann Verwendung, wenn ausreichende Mengen
an Start-DNA zur Verfligung standen.

Die Transformation erfolgte mit im Hause vorhandene kompetente E. coli Zellen.
Unabhangig vom Stamm der verwendeten Zellen wurden sowohl die Ligation als auch
die Transformation nach den Herstellervorschriften ausgefuhrt (siehe Kapitel 7.3.4,
Seite 153).

Erzeugung eines T-Uberhangvektors

Die Grundlage fur die Herstellung eines derartigen Systems ist ein Klonierungsvek-
tor, der eine Eco RV-Restriktionsschnittstelle im Polylinker besitzt. Der Vektor pBlues-
cript SK(-) erfillt diese Bedingungen und wurde fiir diese Synthese nach folgender
Vorschrift behandelt [die bendtigten Chemikalien, Léungen und Verbrauchsmaterialien
sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32)
aufgefuhrt]:

1 Restriktionsschnitt des Vektors mit EcoR V: 87 pl einer Plasmidlésung (10 pug DNA)
wurden mit 10 pl EcoR V-Puffer (10fach, nach Herstellerangaben), 1 pl BSA
(20 mg/ml) und 2 pl EcoR V-Enzym(10 u/ul) gemischt. Die Reaktion wurde 12-16 h
bei 37 °C inkubiert (UN).

i Fallung des geodffneten Vektors: Die Lésung wurde mit 10 pl NaCl (2 M) und 250 ul
Ethanol versetzt, 10 min bei -20 °C inkubiert und die prazipitierte Nukleinsaure
durch Zentrifugation (20.000x g, RT, 20 min) sedimentiert. Das Sediment wurde ge-
trocknet und in 90 pl Wasser gelost.

1 Restriktionskontrolle: 5 yl wurden der DNA-L6sung mit Agarose-Gelelektrophorese
auf vollstéandige Restriktion kontrolliert (siehe Kapitel 2.4.5.1, Seite 46). Als Kontrolle
kann ein parallel analysierter, gedffneter Vektor dienen.
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i Addition des T-Uberhanges: 85 pl DNA-Lésung wurden mit 10 pl Tag-Polymerase-
Puffer (10fach, nach Angaben des Herstellers), 2 ul dTT (100 uM) und 3 pl Tag-Po-
lymerase (2 u/ul) gemischt und zwei Stunden bei 70 °C auf dem PCR-Block inku-
biert.

i Reinigung: Der Ansatz wurde mit 1 VT Kirby-Mix ausgeschuttelt. Die Phasentren-
nung wird durch Zentrifugieren herbeigefiihrt (20.000x g, 5 min). In einem neuen
Gefald wird die DNA durch Zugabe von 1/10 VT Natriumchlorid-L6sung (2 M) und
2,5 VT Ethanol aus der wassrigen Phase prazipitiert und durch Zentrifugieren
(20.000x g, 20min) sedimentiert.

1 Die ringoffene DNA wurde getrocknet (SpeedVac) und in 100 ul TE (0,1fach) bei 4
°C gelagert.

Fur jeweile eine Ligation eines PCR-Produktes wurde 1 pl der nach dieser Vor-
schrift bereiteten Losung als T-Uberhangvektor in die im Kapitel 2.4.7.1, (Seite 50)
beschriebene Reaktion eingesetzt. Es wird wie beschrieben verfahren. Die Transfor-
mation erfolgte wie in Kapitel 2.4.8, Seite 53, beschrieben.

2.4.8 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Erzielen der Transformationskompetenz nach Inoue et al.

Zur Transformation von E. coli- Zellen wurde die Methode nach Inoue et al. (1990)
verwendet. Dieses im Vergleich zu herkdmmlichen Calciumchloridmethoden aufwen-
digere Verfahren zeichnet sich durch eine Transformationseffizienz von 10’ bis 108
cfu/ug DNA aus.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden stets unter sorgféltiger Eiskihlung durchge-
fuhrt; verwendete Ldsungen, ReaktionsgefaRe und Zentrifugen wurden vorgekuinhlt.
Der TB-Puffer wurde frisch bereitet (die bendtigten Chemikalien, Léungen und Ver-
brauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte Laborausstattung in
Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefihrt]:

i 50 ml LB-Medium (ggf. incl. Antibiotikum fir Resistenzmarker des Ausgangsstam-
mes) wurden mit 500 pl einer UN-Kultur des gewtlinschten Stammes angeimpft und
bei 24 °C, 180 rpm bis zu einer ODsp von 0,5-0,7 inkubiert. Die Bakteriensuspen-
sium wurde mindestens 10 min auf Eis gelagert und anschlieRend bei 4.000x g,
4 °C, 10 min sedimentiert.
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1 Die Bakterien wurden in 38 ml eisgekiihlten TB-Puffer resuspendiert und anschlie-
Bend durch Zentrifugieren sedimentiert. Nach diesem Waschschritt wurde das Pel-
let in 10 ml TB-Puffer aufgenommen.

1 Abweichend von der Originalvorschrift wurden die Bakterien erneut sedimentiert
und in 2 ml TB-Puffer aufgenommen. Die Suspension wurde mit 150 pl DMSO ver-
setzt und in 100 pl Aliquots geteilt.

i Sollte die Transformation am selben Tag oder am Folgetag durchgefiihrt werden,
wurde die Bakteriensuspension auf Eis oder im Kuhlschrank gelagert. Andernfalls
wurden die Bakterien zur Vorratshaltung in Isopropanol (-80 °C) schockgefrohren
und bei -80 °C gelagert.

Auch nach einem viertel Jahr Lagerung war kein wesentlicher Verlust der Trans-
formationskompetenz im Vergleich zum Herstellungstag festzustellen.

Transformation mittels Hitzeschockverfahren

Zur Transformation wurde eine nach dem oben beschriebenen Verfahren bereitete
Bakteriensuspension einem Kalte/Hitze-Programm unterzogen, das die Bakterien
veranlal3te, die sich in der Losung befindende DNA aufzunehmen.

Zusatzlich zu den gewiinschten Transformationsreaktionen wurde eine Reaktion mit
10 ng eines Standardplasmides (z. B. pGem3Zf®*) als Positivkontrolle und eine mit 1 pl
sterilem Wasser als Negativkontrolle durchgeftihrt:

7 100 pl Bakteriensuspension wurden mit 10 ng Plasmid oder 1-5 pul Ligationsansatz
(siehe Kapitel 2.4.7.1, Seite 50) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.

i AnschlielBend wurden die Zellen einem Hitzeschock (42 °C, 45 sec) unterzogen und
sofort wieder 2 min auf Eis abgeschreckt. Sollten Bakterien des Stammes E. coli
BL21 oder Verwandte transformiert werden, so wurde die Hitzeschockzeit auf
30 sec reduziert.

1 Zur Regeneration der Bakterien wurden der Suspension 800 ul SOC-Medium zu-
gefligt und diese bei 37 °C, 180 rpm geschuttelt. Die Dauer der Regenerationszeit
wurde in Abhéngigkeit des auf dem transformierten Plasmid vorgegebenen Selek-
tionsmarker gewahlt. Sie betrug fur R-Lactam-Antibiotika und Tetracyclin eine 30
min, fir Kanamycin 60 min.

1 Abhangig von der erwarteten Transformationseffizienz wurden je Reaktion 50-
300 ul der regenerierten Bakteriensuspension auf vorgewarmte LB-Antibiotikaplat-
ten ausgestrichen und ca. 16 h bei 37 °C mit dem Deckel nach unten inkubiert.
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Wird eine [3-Lactam-Antibiotikaresistenz als Selektionsmarker gewahlt, kann es zu
einer sogenannten ,Satellitenbildung”“ kommen: Im Umkreis von wenigen Millimetern
um eine Plasmid-tragende Kolonie bilden sich feine Kolonien nicht Plasmid-tragender
Bakterien. Diese konnen wachsen, da von der Hauptkolonie ausgeschiedene 3-
Lactamase in das Medium diffundiert und lokal die Antibiotikakonzentration unter die
minimale Hemmkonzentration absenkt. Dieses Phanomen kann durch Inkubation bei
30 °C gemindert werden.

Kontrolle des Transformationsergebnisses

Zur Kontrolle des Transformationsergebnisses wurde eine Kolonie in 3 ml antibioti-
kahaltigem LB-Medium Uber Nacht inkubiert. Von 2 ml der Kultur wurde das Plasmid
isoliert (siehe Kapitel 2.4.2.1, Seite 42) und einer Kontrollrestriktion unterzogen (siehe
Kapitel 2.4.6, Seite 49 und Kapitel 2.4.5.1, Seite 46).

2.4.9 Transformation von Saccharomyces cerevisiae mit
Plasmid-DNA

Erzielen der Transformationskompetenz

Transformationskompetente Zellen von Saccharomyces cerevisiae wurden nach
folgendem Verfahren erhalten:

i 50 ml YP-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von Saccharomyces cerevisiae
versetzt und UN inokuliert (30 °C, 220 rpm).

i1 ml dieser Kultur wurde verwendet, um 50 ml vorgewarmtes YP-Medium (30 °C)
anzuimpfen. Diese Kultur wurde bis zu einer ODgp0o=0,5 bei 30 °C und 220 rpm ino-
kuliert.

1 Die Kultur wurde auf 4 °C abgekihlt und die Zellen sedimentiert (3000x g, 5 min).
Der Uberstand wurde verworfen.

i Das Zellsediment wurde in 1 ml TE-LiAc-Lésung (1fach, pH 7,5) resuspendiert und
sofort wieder sedimentiert (1200x g, 5 min).

i Das Zellsediment wurde in 0,5 ml TE-LiAc-Lésung (1fach, pH 7,5) resuspendiert.
Der Lésung wurden 100 pl Glycerin zugesetzt und die Mischung a 50 pl aliquotiert.

1 Die Suspension konnte sofort der Transformationsprozedur zugefiihrt werden oder
bei -80 °C gelagert werden.
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Transformation der Hefe-Zellen

i 50 pl der nach oben beschriebenem Verfahren erhaltenen Zellsuspension wurden
mit 1 ug des zu transformierenden Plasmides und 50 pg Einzelstrang-Heringss-
perma-DNA (frisch denaturiert) auf Eis gemischt.

i Dieser Suspension wurden 300 pl einer Mischnug aus 240 pl PEG 4000 (50 %),
30 ul TE-Puffer (10fach, pH 7,5) und 30 pul LiAc-Lésung (10fach, pH7,5) zugesetzt.
Der Ansatz wurde 30 min bei 30 °C inkubiert.

1 Der Suspension wurden 35 ul DMSO zugeflgt und diese einem Hitzeschock
(42 °C, 6 min) unterzogen.

i Die Suspension wurde sofort 1 min auf Eis gekuhlt. Die Zellen wurden anschlie-
Rend durch Zentrifugation sedimentiert (1200x g, 5 sec, 4 °C).

i Das Sediment wurde in TE-Puffer (1fach, pH7,5) (200 ul) resuspendiert und auf SD-
Glucose-Festmedienplatten ausgestrichen.

1 Das Nahrmedium wurde 48-72 h bei 28 °C mit dem Deckel der Platten nach unten
inkubiert.

Kontrolle der Transformationsergebnissses

Die nach dem beschriebenen Protokoll erhaltenen rekombinanten Klone von
Saccharomyces cerevisiae konnten durch eine PCR auf den Erhalt der gewiinschten
DNA-Sequenz kontrolliert werden. Das Reaktionsgemisch wurde, wie in Kapitel 2.4.10
(Seite 57) beschrieben, bereitet. Als Startmolekile der PCR dienten Oligonukleotide,
die fur die in das transformierte Plasmid inserierte DNA-Sequenz spezifisch waren.
Ohne das Plasmid zu isolieren, konnte es dem Reaktionsgemisch zugefihrt werden,
indem ein Teil der auf dem Selektionsmedium gewachsenen Kolonie unter sterilen
Bedingungen in das Reaktionsgemisch transferiert wurde.

Abhangig von der Schmelztemperatur der verwendeten Oligonukleotide wurde ein
Temperaturschema analog zu dem in Tabelle 2.22 (Seite 59) dargestellten verwendet.
Zur Zerstorung der Hefe-Zellen wurde die initiale Denaturierungsphase der Reaktion
auf 30 min ausgedehnt. Erst nach dieser Denaturierung wurde die Tag-Polymerase
dem Reaktionsansatz zugefugt.

Das Ergebnis der PCR wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapi-
tel 2.4.5.1, Seite 46) kontrolliert. Wurde ein DNA-Fragment erwarteter Grél3e polyme-
risiert, konnte davon ausgegangen werden, dal’ der Klon das korrekte Plasmid trug. In
diesem Fall wurde er aulerdem auf die korrekte Expression des Proteins getestet
(siehe Kapitel 2.5.4, Seite 82).
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2.4.10 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Verdffentlichung von Saiki et al. (1988) charakterisiert die Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) als eine Oligonukleotid-gerichtete enzymatische Vermehrung von DNA.
Das dazu bendtigte zyklische Temperaturprogramm beinhaltet drei wesentliche
Schritte:

1 Denaturierung: Trennen des DNA-Doppelstranges durch Hitze in Einzelstrange.

1 Annealing: Anlagerung der Oligonukleotide in Form einer Hybridisierungsreaktion
an spezifische Regionen der Ziel-DNA (engl. anneal kommt aus der
Verhittung/Schwerindustrie und meint eigentlich das Kuhlen einer Glas- oder Me-
tallschmelze)

i Extension: Durch eine DNA-Polymerase vermittelte Verlangerung des DNA-Stran-
ges an seiner komplementaren Matrize.

Die Wiederholung dieser Schritte fuhrt zu einer exponentiellen Vermehrung des

Startmolekils, die theoretisch dieser Gleichung folgt:

Nn = No « 2"

Dabei ist: N die Anzahl der Molekile nach n Zyklen
wenn N o die Anzahl der Startmolekile
und n die Anzahl der Zyklen darstellt

Diese Gleichung suggeriert eine stetige Verdopplung der Molekiilzahl mit jedem
Zyklus. Tatsachlich ist jedoch davon auszugehen, dal3 mit zunehmender Zyklenzahl
die Effektivitat der Reaktion nachlaflt und dadurch keine exponentielle Steigerung
mehr erreicht werden kann.

Reaktionsbedingungen und technische Vorraussetzungen der PCR

Abhangig von der Art der zu amplifizierenden Sequenzen wurden die Reaktionsbe-
dingungen variiert. Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus wurde in Standardreak-
tionen verwendet. War etwa bei der Polymerisation von offenen Leserahmen eine ho-
here Lesegenauigkeit notwendig, wurde die Pwo-Polymerase aus Pyrococcus woesei
verwendet. Dieses als Proofreading-Polymerase bezeichnete Enzym besitzt eine zu-
satzliche 3°-5"-Exonuklease-Aktivitat, die falsch polymerisierte Basenpaarungen korri-
giert.

Die Reaktionsbedingungen sind abhangig von der verwendeten Matrize, den ver-
wendeten Oligonukleotiden und der L&nge des zu amplifizierenden Segmentes. Haufig
mussen einfach oder mehrfach degenerierte Primer eingesetzt werden. Diese Dege-
neration senkt die Spezifitat der Reaktion. Dies mul3 gegebenenfalls durch verschie-
dene Malinahmen korrigiert werden (vgl. Dieffenbach 1995).
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Eine Standard-PCR - z. B. zur Amplifikation eines Plasmid-codierten Gens — wurde
nach folgendem, unten aufgefihrten Schema bereitet. Waren Modifikationen notwen-
dig, wurde wie bei Dieffenbach (1995) beschrieben verfahren:

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches

Tab. 2.21 zeigt die Zusammensetzung eines Standard-PCR- Reaktionsgemisches.
Dabei wurden die Komponenten 1 bis 7 in absteigender Reihenfolge vorgemischt. Die
Komponente 8 (Tag-Polymerase) wurde erst in Stufe 2 des Reaktionstemperatur-
schemas (vgl. Tabelle 2.22) nach der Denaturierung der Matrize in das Gemisch ein-
gebracht. Dadurch konnte die Enzymaktivitdt geschont und die Effizienz der Reaktion
erhoht werden.

Tabelle 2.21 Zusammensetzung eines Standard-PCR-Reaktionsgemisches
Nr. Komponente Menge,[pl] Menge rel. Modifikationsmdglichkeiten
1 Matrize, 10 fg-10 ng bis 10 pl Anderung der Konzentration: -
2 Primer ,Hin“ 100 uM 0,5 ul 1pM Anderung der Konzentration: ~ -
3 Primer ,Rick", 100 pM 0,5 ul 1pM Anderung der Konzentration: ~ -
4 dNTPs, (je 25 mM) 0,5 ul je 250 uM
5  Puffer, incl. MgCl, 5,0 pl 0,1VT
6 MgCl, 25 mM bis 2,5 pl 250 pM/pl Anderung der Konzentration: -
7  Wasser ad 50 pl
8 Tag-Polymerase 2 ul lu Anderung der Konzentration: ~ -

Waren zur Verbesserung des Reaktionsergebnisses Modifikationen in der Zusam-
mensetzung des Reaktionsgemisches nétig, wurden diese wie in der Spalte Modifika-
tionsmoglichkeiten beschrieben jeweils reaktionsspezifisch abgestimmt.
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Tabelle 2.22 Temperaturschema einer Standard-PCR-Reaktion

Schritt  Zweck Temp. Mod. Zeit Mod.  Schleife

1 Denaturierung 95 °C 5 min

2 Zugabe der Polymerase 70 °C g.s.

3 Annealing 55°C - 0,5min - <

4 Extension 72 °C 1 min 35 Zyklen
5 Denaturierung 95 °C 05min —-

6 Annealing 55°C - 0,5 min

* Extension 72 °C 15 min

8 Kihlung 4°C g.s.

Der Uberlange Extensionschritt 7* (nicht bei Reaktionen mit Proof-Reading-Poly-
merasen) nutzt die Terminale-Nukleotid-Transferase-Aktivitdt des Enzyms aus Ther-
mus aquaticus. Die Polymerase bendtigt diese Zeit, um an das 3"-Ende aller generier-
ten Produkte eine einzelne A-Uberhangbase zu kondensieren. Die Uberhangbase
ermdglicht ein effizientes Klonieren der Produkte in entsprechend vorbereitete T-
Uberhang-Vektoren (vgl. Kapitel 2.4.7.2, Seite 51). Auch wenn zunéchst keine Klonie-
rung in einen T-Uberhangvektor vorgesehen war, wurde dieser Extensionschritt bei
Reaktionen mit Tag-Polymerase standardméaRig durchgefuhrt, um die Mdglichkeit der
Klonierung zu einem spateren Zeitpunk zu eréffnen.

War eine Verbesserung des Reaktionsergebnisses notwendig, konnte abhangig
von der Reaktion eine Modifikation der einzelnen Reaktionsschritte in beschriebener
Weise (siehe Spalte Mod.) erfolgen.

Zur Kontrolle des Reaktionsergebnisses wurden 10 pl des PCR-Reaktionsgemi-
sches mit 5 ul Loading-Dye-6x gemischt und mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe
Kapitel 2.4.5.1, Seite 46) getrennt. Die Nukleinsaurefragmente wurden im UV-Durch-
licht visualisiert und die Ergebnisse mit einem Sofortbild dokumentiert (siehe Kapitel
2.4.5.3, Seite 48).

Sollten amplifizierte DNA-Molekdile durch Klonierung konserviert werden, wurde die
entsprechende Bande aus dem Gel extrahiert (siehe Kapitel 2.4.5.4, Seite 48).

2.4.11 Die Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Die Kopplung der PCR mit der Reversen Transkription erweitert das Spektrum der
mit dieser Technik zu amplifizierenden Nukleinsduren um die Ribonukleinsauren.
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In einem ersten Schritt, der Reversen Transkription, wird mit einer RNA-abhangigen
DNA-Polymerase (synonym: Reverse Transkriptase oder RTase) der zur RNA kom-
plementare DNA-Strang gebildet (CDNA).

Dieser Strang kann nun sequenzspezifisch einer PCR-Reaktion unterzogen wer-
den. Diese Technik zeichnet sich im Vergleich zu anderen Techniken der reversen
Genetik durch eine erhdhte Sensitivitat aus. Sie ermdglicht es, extrem niedrig konzen-
trierte Molekule zu detektieren, die von anderen Techniken (Northern-Analyse) nicht
erfal3t werden kénnen, z. B. der Nachweis von viraler RNA im Blut.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RT-PCR eingesetzt, um Genfragmente der an
der Biosynthese des Ginkgotoxins in Ginkgo biloba beteiligten Gene zu amplifizieren.
Die Technik diente ebenso dem Nachweis der Transkription dieser Gene zu verschie-
denen Wachtumsperioden von Ginkgo biloba-Suspensions-Kulturen. Grundlage flr
diese Techniken war die Isolierung von Ribonucleinsédure aus dem Zielgewebe. Fir die
RT-PCR wurde poly(A")RNA verwendet. Ebenso wie andere Techniken, die RNA als
Zielmolekul der Reaktion besitzen (z. B. Northern-Hybridisierung), erfordert auch die
RT-PCR besondere raumliche, apparative und hygienische Vorraussetzungen. Diese
sind zum Schutz der Nukleinsdure vor degradierenden Enzymen (RNAsen) unbedingt
einzuhalten (siehe Dieffenbach, 1995).

Reverse Transkription

Fur die Synthese von cDNA aus mRNA (Reverse Transkription) finden verschie-
dene Enzyme Verwendung, die sich durch unterschiedliche Eigenschaften auszeich-
nen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RTase Superscript Il der Firma Life Techno-
logies eingesetzt. Dabei handelt es sich ein in E. coli exprimiertes und zur Homogeni-
tat gereinigtes Enzym aus dem Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV-RTase). Das
natlUrliche Enzym besitzt zusatzlich zur Reversen-Transkriptase-Aktivitat eine RNAse
H-Aktivitat. Diese ist unerwiinscht, da sie zur Degradation der RNA vor der Synthese
der cDNA fuhren kann. Bei der Superscript 1I-RT-ase wurde diese Nebenaktivitat durch
eine Punktmutation in der RNAse H-Domé&ne unterbunden. Die Reverse Transkription
wurde wie folgt durchgefihrt (modifiziert nach den Angaben des Herstellers und Dief-
fenbach, 1995). Die benétigten Chemikalien, Léungen und Verbrauchsmaterialien sind
in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendtigte Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) auf-
gefuhrt:

1 Losung A: 4 Komponenten wurden gemischt und auf Eis gekihlt: 4 pl 5x-First-
Strand-Buffer (nach den Angaben des Herstellers), 1 pul dNTP (250 uM), 2 ul DTT
(0,1 M), 1 pul RNAsin (10 u, RNAse-Inhibitor); Gesamtvolumen 8 pl.
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1 L6sung B: Die bendétigte Menge RNA wurde in 11 pl Wasser gelost, mit 1 pl Erst-
strang-Primer (50 uM) und gegebenenfalls dem SMART-Oligo (10 uM, 1 pl, siehe
Abbildung 2.2, Seite 66) versetzt und 3 min bei 80 °C denaturiert. Sie wurde sofort
10 min auf Eis abgekuhlt. Die Flussigkeit wurde durch kurzes Zentrifugieren (5 sec)
am GefaRboden gesammelt.

i Losung B wurde mit der Losung A gemischt und 2 min bei 42 °C inkubiert.

i 1 pl Superscript 1l (200 units) wurden beigemischt. Zur Reversen Transkription
wurde folgendes Temperaturprogramm durchlaufen: 1 Std. 37 °C-42 °C, 10 min 50
°C, 15 min 70 °C.

1 Die erhaltene cDNA konnte direkt in nachfolgende PCR-Reaktionen eingesetzt
werden.

Tabelle 2.23 Mogliche Reaktionsansétze zur Reversen Transkription

Komponenten RT-PCR 3’-RACE-PCR 5-SMART-RACE-PCR
L6sung A:

5x-First-Strand-Buffer 4 ul 4 ul 4 ul
dNTP (250 pM) 1l 1l 1u
DTT (0,1M) 2ul 2ul 2 ul
RNAsin 1l 1l 1
L6sung B:

RNA/H,O 0 ul 10 pl 9l
Erststrangprimer, 50 uM 1yl 1yl 1
SMART-Oligo, pM 1l
Gesamt: 20 ul 20 ul 20 ul

Die Menge der eingesetzten RNA war abhangig von dem Verwendungszweck der
Reaktion: War die Erststrangsynthese Teil der Kontrollreaktion der isolierten mRNA
(vgl. Kapitel 2.4.3, Seite 43), wurden 200 ng pol(A*)RNA eingesetzt. Fir die Synthese
der cDNA im Rahmen der RACE-PCR-Versuche waren hfhere Ausgangsmengen no-
tig, um die reduzierte Spezifitat dieses Systems zu kompensieren (3 -RACE-PCR bis
1 pg, 5"-RACE-PCR bis 2 pg).

Auch die Wahl des Oligonukleotids fur die Erststrangsynthese war abhéngig von
der Zielsetzung des nachfolgenden PCR-Reaktion. Fir die Qualitatskontrolle der RNA
wurde der ,Hin“-Primer der nachfolgenden PCR-Reaktion als Oligonukleotid fir die
cDNA-Synthese eingesetzt. Fur die Versuche im Rahmen der RACE-Experimente
fanden jeweils modifizierte oligo-dT-Primer Verwendung (siehe Tabelle 2.2, Seite 16).
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In allen Fallen wurde mit einer Konzentration von 1 uM begonnen. Nur wenn dadurch
in den Nachfolgereaktionen ein nicht zu selektierendes Bandenmuster entstand, wurde
die Erststrang-Primerkonzentration zur Erhéhung der Spezifitdt gesenkt (bis 10 nM).

Polymerase-Ketten-Reaktion

Die der Reversen Transkription nachgeschaltete PCR-Reaktion diente der selekti-
ven Amplifikation einer cDNA oder eines cDNA-Fragmentes aus der zuvor erstellten
Bibliothek. In allen Fallen wurde wie im Kapitel 2.4.10, (Seite 57) beschrieben vorge-
gangen. Die Primer wurden entsprechend der Intention des Versuches zusammenge-
stellt.

Als Matrize diente die in der Reversen Transkription erzeugte cDNA. Konnte mit
Hilfe der PCR das Zielmolekul aufgrund einer zu geringen Zahl an Ausgangsmoleki-
len nicht befriedigend amplifiziert werden, wurden entsprechend héhere Menge des
Erststrangsynthese-Ansatzes eingesetzt (evtl. sogar die gesamte Reaktion). Anderen-
falls konnte diese aliquotiert werden (1/5 VT, ¥ VT, % VT) und war dadurch Grundlage
fur mehrere Nachfolge-PCR.

Eintopfreaktion

Alternativ zu den zuvor beschriebenen sequentiell ablaufenden Schritten konnte fir
einfache Anwendungen (Kontrolle der RNA-Qualitat) das Ready To Go™-Fertigsystem
der Firma Pharmacia-Biotech eingesetzt werden. In Form trockener Kiigelchen bringt
dieses System alle notwendigen Reagenzien mit. Zur Komplettierung missen nur
noch RNA, und die (bis zu drei) benétigten Primer hinzugefugt und bis zum Endvolu-
men mit Wasser aufgefillt werden. Die Reaktion ist umgehend startbereit.

Fir den beschriebenen Anwendungszweck wurden 100ng poly(A)RNA je Reaktion
eingesetzt und nach den Angaben des Herstellers verfahren (vgl. Kapitel 7.3.6, Seite
154).

2.4.12 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Fur die Klonierung kompletter eukaryontischer ,Full-length-Gene" galt das Konstru-
ieren einer cDNA-Phagenbank und das sich anschlieende Durchsuchen mit homo-
logen oder heterologen Sonden lange Zeit als Konigsweg. Diese Technik bedarf nicht
nur umfangreicher technischer Fertigkeiten, sie ist ebenso zeitintensiv und teuer.
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Fur den Fall, dal’ durch die Anwendung anderer Techniken schon Sequenzinforma-
tionen Uber einen zentralen Bereich einer gesuchten mRNA vorliegen, suchte man
nach einfacheren Alternativen. Anfang der 90er Jahre wurden von mehreren Arbeits-
gruppen sich dhnelnde Techniken entwickelt. Diese ermdglichen es, in kurzer Zeit die
Enden einer gewiinschten cDNA mittels PCR zu amplifizieren: Rapid amplification of
cDNA ends (RACE-PCR, Frohmann et al.,, 1988). Andere Gruppen veréffentlichten
diese Verfahren unter den Bezeichnungen anchor PCR (Loh et al., 1989) oder one-
sided PCR (Ohara et al., 1989).

Seit dieser Zeit wurden die Techniken verfeinert. Besonders das Problem der un-
gewlnschten Polymerisation abgebrochener mRNA trat in das Visier. Durch die Pra-
senz solcher Abbruchfragmente im 5°-Bereich der Nukleinsaure treten falschlicher-
weise zu kurze cDNA-Polymerisate auf. Dieses Problem wurde von verschiedenen
Autoren unterschiedlich gel6st. Die sogenannte New RACE oder auch RNA-ligase-
mediated RACE (RLM-RACE) genannte Variante bedient sich der Ligation eines RNA-
Ankers an das 5°-Ende aller Full-length-mRNA. Da Abbruchfragmente aufgrund ihrer
Phosphorylierungsstruktur nicht mit dem Anker versehen werden, ist bei der nachfol-
genden Erststrangsynthese die selektive Einflihrung eines 5 -Ankers nur an komplett
transkribierte Moleklle mdglich. Schéafer, B. C. (1995) und Dieffenbach, C. W., et al.
(1995) geben einen umfassenden Uberblick liber die bis dahin verwendeten Abwand-
lungen der RACE-PCR-Technik. Kommerzielle Fertigsysteme, denen die verschiede-
nen technischen Varianten der Methode zugrunde liegen, sind von zahlreichen Anbie-
tern erhéltlich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RACE-PCR-Technik angewendet, um Se-
qguenzinformationen Uber das 3'- und 5°-Ende des sor-like-gene von Ginkgo biloba zu
erlangen. Ausgangspunkt war die Isolierung von poly(A")RNA aus Zellkulturen von
Ginkgo biloba zu diversen Wachstumszeitpunkten. Die mMRNA wurde durch Reverse
Transkription in cDNA Uberfuhrt. Dazu wurde entsprechend der in Kapitel 2.4.11,
(Seite 59) beschriebenen Methode verfahren. Daher werden im folgenden nur die von
der klassischen RT-PCR abweichenden Parameter beschrieben.

24121 3-RACE-PCR

Reverse Transkription

Dieses Verfahren diente zur Polymerisation des 3'-Endes der gesuchten mRNA.
Die Abbildung 2.1 (Seite 64) zeigt schematisch den Ablauf der Reaktion: Ausgehend
von der isolierten mRNA wurde mittels Reverser Transkription mit einen Erststrang-
synthese-Primer (Q) ein Hybriddoppelstrang synthetisiert. Der verwendete Primer
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besal? neben der zum poly(A*)-Bereich der mRNA komplementéren oligo(dT)-Sequenz
eine nicht komplementare Uberhangsequenz (Qi-Q.). Diese als ,Anker* bezeichnete
Basenfolge diente als Standard-Primer-Bindestelle fir die nachfolgende PCR.

5

L PP AAAAAAAAAAAAA-3" poly(ADRNA

5-
3-

3-311-Q.-Q,-5°
Q

Reverse Transkription
(Erststrangsynthese)

................................................................... AAAAAAAAAAAAA-3” .
TTT.Q-Q -5 RNA/cDNA-Hybrid

<
<

PCR-Reaktion 1

5 GSP, 5
a . cDNA-Doppelstrang

PCR-Reaktion 2
("Nested-PCR")

GSP,
5-—P 3" Endprodukt der PCR-Reaktion 2:
3 < -5 DoppelstrangigescDNA-3"-cDNA-Ende

1

Abbildung 2.1 Ablaufschema der 3"-RACE-PCR

PCR-Reaktion 1

Ein Aliquot der vorausgegangenen Erststrangsynthese wurde als Matrize in die

PCR-Reaktion eingesetzt. Die Menge war abhangig von der zu erwartenden Konzen-
tration des Zieltranskriptes. Bei den meisten durchgefiihrten Anwendungen wurde Y4
oder %2 des RT-Ansatzes verwendet. Eine vorherige Reinigung der DNA-Matrize und
das Entfernen des Erststrangprimers waren nicht notwendig. Unter Verwendung der
Primer GSP; und Q. wurde die PCR-Reaktion analog der unter Kapitel 2.4.10
(Seite 57) beschriebene Bedingungen durchgefihrt.
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PCR Reaktion 2 (Nested PCR)

An die PCR-Reaktion 1 wurde direkt eine zweite angeschlossen. Ihr Einsatz verfolgt
zwei Absichten: Einerseits war die Selektion des Zielmolekils aufgrund der Verwen-
dung nur eines genspezifischen Primers unzureichend. Die Polymerisation wirde
zwangslaufig eine Schar von Nukleinsduren amplifiziert haben.

Desweiteren reichte bei einer geringen Zahl von cDNA-Ausgangsmolekilen eine
Vermehrung Uber 35 Zyklen nicht aus, um das Zielmolekil mittels Gelelektrophorese
zu detektieren. Auch eine Verwendung einer Nachfolgereaktion (Klonierung) war auf-
grund der geringen Menge nicht moglich. Aus diesen Griinden wurde ein Aliquot der
PCR-Reaktion 1 (10-20 %) als Matrize in die Reaktion 2 eingesetzt. Zur Amplifikation
dienten diesmal die Oligonucleotide GPS, und Q. als Startmolekule. Die Reaktion
wurde entsprechend den Angaben im Kapitel 2.4.10 (Seite 57) durchgefuhrt.

Beide PCR-Reaktionen wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt und die
Banden im UV-Durchlicht visualisiert. Das DNA-Zielfragment wurde aus dem Gel elu-
iert (siehe Kapitel 2.4.5.4, Seite 48). Da beide Reaktionen mit Tag-Polymerase durch-
gefiihrt wurden, konnte die DNA durch Klonieren in einen T-Uberhangvektor (siehe
Kapitel 2.4.7.2, Seite 51) konserviert werden. Durch automatische Sequenzierung mit
vektorspezifischen Oligonukleotiden wurde die Basenfolge der polymerisierten DNA
ermittelt (siehe Kapitel 2.4.13, Seite 68).

24122 5-RACE- / SMART-RACE-PCR

Die Klonierung des 5"-Endes einer cDNA erweist sich oft als ein erhebliches Pro-
blem. Im Gegensatz zur Polymerisation des 3"-Endes gibt es einige sich stark vonei-
nander unterscheidende Protokolle. Hier soll nur die im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendete SMART-RACE-Methodik besprochen werden.

Eine wesentliche Neuerung der SMART-Technologie ist die Einfiihrung einer cDNA-
Ankersequenz wahrend der Reversen Transkription. Sowohl bei der klassischen
RACE-PCR als auch bei der RLM-RACE waren enzymatische Zwischenschritte notig,
um eine Ankersequenz an das primare cDNA-Molekil zu heften [vgl. Schéafer, B. C.
(1995) und Dieffenbach, C. W. et al. (1995)]. Durch die Switching Mechanism At 5-end
of RNA-Transkriptions-Technik entfallen diese aufwendigen und mit dem Verlust von
Sensitivitdt behafteten Schritte. Dieser Vorteil macht das Verfahren fur die Klonierung
in niedriger Kopienzahl vorliegender Gene interessant.
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P e AAAAAAAAAAAAAG' poly(A*)RNA
3-NNTTT, -5 o
Q, Reverse Transkription
(Erststrangsynthese)
OO w AAAAAAAAAAAAA-3’ .
-0\ RNA/cDNA-Hybrid
PR GO -
5\4\,‘ /%00 NNTTT,-5
3 l
5'_ _GGG ................................................................... AAAAAAAAAAAAA_?,’
3 - CCC NNTTT,-5 Endprodukt der Erststrangsynthse
| (SMART-RNA/cDNA-Hybrid)
Y o & ¥ T AAAAAAAAAAAAA-3
SMART,,, PCR-Reaktion 1
3"-=——CCC NNTTT,-5"
1. Zyklus: Einfigen der
langen Ankersequenz
SMART,,,
eenenn s —P GGG NNAAA -3
3-——CCC NNTTT,-5
2. Zyklus: Selektion mit GSPZl
-------- —GGG NNAAA,-3
N =, °
CCC l NNTTT,-5
"""" GGG Endprodukt der PCR-Reaktionl
------- \’CC
"""" —GGG - PCR-Reaktion 2
SMARTze- > ' (Nested-PCR)
...... \’CC
-------- —GGG Endprodukt der PCR-Reaktion 2:
------ CCC Doppelstrangiges SMART-5"-cDNA-Ende
Abbildung 2.2 Ablaufschema der 5'-SMART-RACE-PCR

Abbildung 2.2 zeigt den Ablauf der SMART-RACE-Methode flr die Erfassung des
5’-Endes einer poly(A"YRNA-Mdlekiils. Ausgehend von poly(A*)RNA erfolgt die Erst-
strangsynthese mit einem am 3"-Ende degenerierten oligo-(dT)-Primer (siehe Abbil-
dung 2.2, 3'-NNTTT-5"). Diese Degeneration fiihrt den Primer beim Anlagern an das
Zielmolekul direkt an das Ende des poly-A-Bereichs. Aus dieser effizienten Primer-An-
lagerung resultiert eine verbesserte Transkriptionseffizienz. Auch lange Transkripte
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kénnen so leichter erhalten werden. Durch den Einsatz des universellen oligo-(dT)-
Primers wird die gesamte poly(A")RNA transkribiert. Aus der gewonnenen cDNA kon-
nen mehrere Gene kloniert werden.

Die Schar der gebildeten cDNA kann die Selektion des gewlnschten Molekdls je-
doch erschweren. Ist dies der Fall, kann die Erststrangsynthese alternativ mit einem
Genspezifischen Primer (z.B. GSP,) die Spezifitat erhéhen. In diesem Fall sollte nur
das Zielmolekul transkribiert werden.

Neben dem Erststrang-Primer wird das SMART-Oligonukleotid der Reaktion zuge-
flgt. Es besteht aus zwei Standardprimersequenzen vgl. Tabelle 2.2, Seite 16) und
einer Tripel-G-Sequenz. Die zur Reversen Transkription verwendete M-MLV-Reverse
Transkriptase (Superscript Il) besitzt zuséatzlich eine Terminale-Nukleotid-Transferase-
Aktivitat. Am Ende des zu transkribierenden Bereiches heftet sie eine C-Uberhangse-
qguenz an die cDNA. Diese ist je nach Molekil unterschiedlich lang und kann 1-10 bp
umfassen. Noch wahrend sich die Reverse Transkriptase am Hybridstrang befindet,
kann sich das SMART-Oligo an den gebildeten C-Uberhang anlagern. Die durch diese
Anlagerung gebildete Verlangerung der mRNA am 5°-Ende wird sofort transkribiert.
Durch diesen Schritt wird wéhrend der cDNA-Synthese der spater benétigte Anker
eingeflgt. Das gebildete SMART-mRNA-cDNA-Hybrid kann umgehend in die PCR-
Reaktion 1 eingesetzt werden.

Das Protokoll der Transkriptions-Reaktion entspricht dem einer normalen Reversen
Transkription und ist unter Kapitel 2.4.11, (Seite 59) beschrieben.

PCR-Reaktion 1

Ein Aliquot der vorausgegangenen Erststrangsynthese wurde als Matrize in die
PCR-Reaktion eingesetzt. Die Menge ist abh&ngig von der zu erwartenden Konzen-
tration des Zieltranskriptes. Bei den meisten durchgefiihrten Anwendungen wurde Y4
oder %2 des RT-Ansatzes verwendet. Eine vorherige Reinigung der DNA-Matrize und
das Entfernen des Erststrangprimers waren nicht notwendig. Unter Verwendung der
Primer GSP; und SMART .y wird die PCR-Reaktion analog den unter Kapitel 2.4.10
(Seite 57) beschriebenen Bedingungen durchgefihrt.

PCR Reaktion 2 (Nested PCR)

An die PCR-Reaktion 1 wurde direkt eine zweite Reaktion angeschlossen. Diese
verfolgte zwei Absichten: Einerseits war die Selektion des Zielmolekils aufgrund der
Verwendung nur eines genspezifischen Primers unzureichend. Die Polymerisation
wirde zwangslaufig eine Schar von Nukleinsauren amplifiziert haben.
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Desweiteren reichte bei einer geringen Zahl von cDNA-Ausgangsmolekilen eine
Vermehrung Uber 35 Zyklen nicht aus, um das Zielmolekil mittels Gelelektrophorese
zu detektieren. Auch eine sich anschlieRende Klonierung war aufgrund der geringen
Menge nicht mdglich.Aus diesen Grinden wurde ein Aliquot der PCR-Reaktion 1 (10-
20 %) als Matrize in die Reaktion 2 eingesetzt. Zur Amplifikation dienten diesmal die
Oligonucleotide GPS; und SMARTso: als Startmolekiile. Die Reaktion wurde entspre-
chend der Angaben im Kapitel 2.4.10 (Seite 57) durchgefuhrt.

Die Produkte beider PCR-Reaktionen wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese
getrennt und die Banden im UV-Durchlicht visualisiert. Das DNA-Zielfragment wurden
aus dem Gel eluiert (siehe Kapitel 2.4.5.4, Seite 48). Da beide PCR-Reaktionen mit
Tag-Polymerase durchgefiihrt wurden, konnte die DNA durch Klonieren in einen T-
Uberhangvektor (siehe Kapitel 2.4.7.2, Seite 51) konserviert werden.

Durch automatische Sequenzierung mit vektorspezifischen Oligonukleotiden wurde
die Basenfolge der polymerisierten DNA ermittelt (siehe Kapitel 2.4.13, Seite 68).

2.4.13 Bestimmung der Basenfolge von DNA durch automati-
sche Sequenzierung

Zur Bestimmung der Basenfolge der DNA wurde auf das Big Dye Cycle Sequen-
cing System der Firma ABI Prism (Perkin Elmer) zurlickgegriffen. Bei diesem handelt
es sich um ein modifiziertes Kettenabbruchverfahren nach Sanger (1977).

In einer der PCR &ahnlichen Reaktion mit nur einem Startermolekil (Primer) werden
DNA-Einzelstrénge erzeugt. Da das Reaktionsgemisch neben dNTP (2-Desoxy-Nu-
kleotide) auch ddNTP (2,3-Didesoxy-Nukleotide) enthalt, kommt es statistisch tber die
Schar der gebildeten Einzelstrdnge an jeder Basenposition des Stranges zum Poly-
merisationsabbruch (Termination).

Da jede der vier Terminatornukleotidbasen (ddNTP) mit einem eigenen Fluores-
zenzfarbstoff markiert ist, l1ait sich der Kettenabbruch detektieren. Die Schar der ent-
standenen Abbruchfragmente wird Uber denaturierende DNA-Polyacrylatgelelektro-
phorese der Gréf3e nach basengenau getrennt. Der Farbstoff der Terminatorbase wird
in einer Laserlichtschranke zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt, das detektiert
werden kann. Die Wellenldnge des emittierten Lichtes kann der Terminatorbase zu-
geordnet werden. Das Detektieren dieses Fluoreszenzlichtes lber die Zeit nach der
Trennung im Gel erlaubt die Festlegung das DNA-Basenfolge vom kleinsten zum
gréRten Abbruchfragment.

Theoretisch ist mit dieser Methode die Basenfolge ab dem ersten auf den Primer
folgenden Nukleotid mdglich. In der Praxis verlauft die Terminationsreaktion etwa ab
der 30. auf den Primer folgenden Base ausreichend gut, um valide Ergebnisse zu er-
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halten. Zu weiterfihrenden Informationen zum DNA-Sequenzierungssystem verweise
ich auf die sehr ausfiihrlichen Benutzerinformationen der Firma ABI-Prism. Diese lie-
gen der Arbeit auf CD-ROM bei (Verzeichnis: \Literatur\ABI-Dokumentation\).

Sequenzierreaktion

Die Feststellung der Basenfolge konnte mit dem oben beschriebenen System so-
wohl direkt aus linearen DNA-Fragmenten (z. B. gereinigte DNA aus einer PCR-Reak-
tion) als auch nach Klonierung aus ringformigen DNA-Molekdlen erfolgen. Bei optima-
ler DNA-Qualitat konnten bei einer Plasmidgréf3e bis zu 9 kb Sequenzinformationen
von 500-600 bp erhalten werden. Bei kirzeren Plasmiden (3-6 kb) sind Leselangen bis
800 bp mdglich. Der Reaktionsansatz fiir die Kettenabbruchreaktion wurde, wie in
Tabelle 2.24 beschrieben, bereitet [die bendtigten Chemikalien, Loungen und Ver-
brauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die benétigte Laborausstattung in
Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefihrt]:

Tabelle 2.24 Zusammensetzung einer Sequenzierreaktion

Komponente Konzentration im Ubliche
Reaktionsgemisch Mengenverhéltnisse

dsDNA (Matrize) 0,6-1,2 pg 3l

Primer (5 pmol/pl) 10-15 pmol 2-3 ul

H.O g.s. ad 10 pl

Big Dye Terminator Mix 0,2VT 2l

i Die DNA wurde mit dem Primer und der erforderlichen Menge Wasser in einem

PCR-Reaktionsgefald gemischt und im Thermoblock auf 4 °C vorgekihit.

i Der Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Mix wurde auf Eis aufgetaut
i Zu jeder Reaktion wurden 2 ul des Reaktionsmix gegeben.
1 Zur Abbruchreaktion wurde 40mal das folgende Temperaturprogramm durchlaufen:

96 °C (10 sec), 60 °C (5 sec), 60 °C (1 min).

Der Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Mix enthélt alle fur den Ablauf
der Reaktion nétigen Chemikalien: Neben dNTP, ddNTP und Puffer ist auch die Po-
lymerase in der bengtigten Konzentration vorgemischt. Nach dem Ablauf der Reaktion
wurde diese bis zur Weiterverarbeitung auf 4 °C gekuhlt gehalten. Zur Detektion muf3-
ten die Abbruchfragmente durch Fallung von Terminatoren und Primern befreit werden:
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Das Reaktionsgemisch wurde mit Lichrosolv® (HPLC-Wasser) auf 100 ul aufgefullt.
Durch Zugabe von 10 ul Natriumacetat-Lésung (3 M, pH 4,6) und 250 pl Ethanol
(100 %) wurde die Fallung herbeigefihrt.

Die Abbruchfragmente wurden durch Zentrifugieren (20.000x g, 15 min) sedimen-
tiert.

Der alkoholische Uberstand wurde verworfen und die DNA (Pellet nicht sichtbar) mit
300 pl Ethanol (70 %) grundlich gewaschen.

Es wurde erneut zentrifugiert (20.000x g, 5 min)

Der Uberstand wurde abdekantiert und die DNA im Vakuum getrocknet (SpeedVac).
Die (nicht sichtbare) DNA wurde in Sequenzierpuffer (2 ul) aufgenommen.

Bis Zur Trennung und Detektion konnte die DNA mehrere Tage bei -20 °C gelagert

werden.

Trennung und Detektion

Die Trennung der DNA-Abbruchfragmente erfolgte auf der Basis einer denaturie-

renden Polyacrylatgelelktrophorese in einem 377-Sequencer der Firma ABI Prism mit
automatischer Fluoreszenzdetektion.

Die GelgieRBapparatur und Glasplatten wurden mit Alkonox®-Ldsung (1 %) grindlich
gewaschen, um Hintergrundfluoreszenz bei der Detektion vorzubeugen.

33 ml Gelldsung wurden aus Harnstoff (12 g), Acrylamid-Lésung (30 %, 5 ml), TBE-
Puffer (10fach, 4 ml) und 15,3 ml HPLC-Wasser gemischt und 10 min an einer
Wasserstrahlpumpe entgast.

Die gereinigten Glasplatten wurden in die Gelapparatur eingespannt.

Der Gellosung wurden TEMED (10 pl) und APS-L6sung (10 %,233 pl) zugefigt, um
die Polymerisation zu starten; die Losung wurde gut durchmischt und das Gel zwi-
schen die Glasplatten ausgegossen.

Durch Einstecken der Riickseite einer Haifischzahn-Taschenschablone wurde eine
glatte Gelkante erzeugt. Das Gel polymerisierte 1 h.

Nach Abschlul?3 der Polymerisation wurde die Haifischzahn-Taschenschablone
(36 Taschen) in die Gelfront eingefligt, um Probenaufnahmetaschen zu bilden.

Das Gel wurde in die Sequenziermaschine senkrecht eingespannt und die Steue-
rungssoftware programmiert.

In zwei Chargen wurden die Proben auf das Gel geladen: Charge 1 (Spur 1, 3, 5,
etc.), 5 min Spannungsgabe, Charge 2 (Spur 2, 4, 6, etc.). Dies bewirkete ein bes-
seres Trennergebnis durch einen gleichmafigeren Spannungsfluf3 im Gel.
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1 Die Elektrophorese wurde bei gleichzeitiger permanenter Fluoreszenzdetektion
Uber 5 h bei 2400 V und gleichbleibenden 48 °C Geltemperatur durchgeftihrt.

1 Die gesammelten Daten wurden probenspezifisch in einer Datei abgelegt und
standen zur Weiterverarbeitung zur Verfigung.

Auswertung der Sequenzergebnisse

Die Auswertung der vom Sequenzer erhaltenen Rohdaten (Fluoreszenzspektren)
erfolgte mit dem Softwaremodul Segman der DNA-Bearbeitungs-Suite Lasergene 99
DNA Star. Die Rohdaten wurden auf Plausibilitat geprift und konnten direkt zum Se-
guenzvergleich in eine Datenbank geladen werden. Homologievergleiche und
Alignments wurden mit dem Advanced-Blast-Algorithmus des NCBI im Internet durch-
gefuhrt (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

2.4.14 Hybridisierung mit RNA als Zielmolekl

Komplementdre Nukleinsauren besitzen die Eigenschaft, sich unter Bildung von
Wasserstoffbriicken zu einem Doppelstrang zu paaren (Hybridisierung). Diese Paa-
rung ist sowohl zwischen zwei DNA- als auch zwischen zwei RNA-Molekillen, bzw. ei-
nem DNA- und einem RNA-Molekil moglich.

Im Rahmen dieser Arbeit kam die Hybridisierung unter Bildung homologer RNA-
DNA-Hybride zur Kontrolle der Expression des sor-ahnlichen Gens aus Ginkgo biloba
zum Einsatz. Dazu wurde poly(A*)RNA mit einer DNA-Sonde zur Hybridisierung ge-
bracht. Das angewendete Verfahren wird im folgenden beschrieben.

Zur Detektion wurde mit dem Digoxigeninsystem der Firma Roche Diagnostics ge-
arbeitet. Die Analysen wurden entsprechend der Herstelleranweisung durchgefihrt.
Weitere Hintergrundinformationen finden sich im Handbuch ,DIG Application Manual
for Filter Hybridisation", Roche Diagnostics (siehe beiliegende CD: \lit\Roche\).

Da die Ribonukleinsdaure gegen enzymatische Hydrolyse sehr anfallig ist, mul
wahrend der gesamten Prozedur darauf geachtet werden, dal® keine RNAsen in das
System eingeschleppt werden. Zum Schutz davor wurden die von Sambrook et al.
(1989) erlauterten MalRnahmen ergriffen und den Anweisungen im ,DIG Application
Manual for Filter Hybridisation“ Rechnung getragen.
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2.4.14.1 Herstellung von markierten Sonden

PCR-gestltzte Markierung von Sonden

Nach dem von Lion und Haas (1990) beschriebenen Verfahren wurde fiir be-
stimmte Bereiche der DNA eine spezifische Sonde mittels PCR hergestellt. Die Mar-
kierung der DNA erfolgte durch den Einbau eines Digoxigenin-markierten Desoxyuri-
dintriphosphates (dUTP) anstelle eines Desoxythymidintriphosphates (dTTP) in die
DNA wahrend des Polymerisationsvorganges durch die Tag-Polymerase. Die Reaktion
wurde wie in Kapitel 2.4.10, (Seite 57) beschrieben durchgefihrt. Allein die Desox-
ynukleotidtriphosphate (0,5 ul) wurden durch 5 ul des vorgefertigtes Markierungsge-
misches Dig DNA Labeling Mixture, Roche Diagnostics, ersetzt. Diese Mischung ent-
halt neben den dNTP ebenfalls Dig-UTP (Dig-dUTP : dTTP = 1 : 3). Die Effizienz der
Reaktion wurde mit Agarose-Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 2.4.5.1, Seite 46) lber-
pruft und das markierte PCR-Fragment von den Ubrigen Bestandteilen der Reaktion
durch Gelelution (vgl. Kapitel 2.4.5.4, Seite 48) getrennt.

Dieses Verfahren ermdglichte ein gleichmafRig markiertes DNA-Molekil in hoher
Kopienzahl. Die Nachweisgrenze der auf diese Weise markierten Sonden wird vom
Hersteller mit ca. 0,01-0,03 pg DNA (bzw. 0,5-0,1 pg RNA) angegeben, so dal} dieses
Verfahren fur den Nachweis von Einzeltranskripten geeignet erscheint.

24142 Transfer von RNA auf Nylon-Membranen, Northern Blot

Die von Southern (1975) entwene Methode zum Transfer von Nukleinsduren aus
Agarosegelen auf Tragermaterialien durch KapillarfluR und anschlieRender Immobili-
sierung lafdt sich fur Ribonucleinsauren modifizieren.

Trennung der RNA

Die mRNA wurde mittels denaturierender Agarose-Gelelektrophorese getrennt (vgl.
Kapitel 2.4.5.2, Seite 47). Fur ein Northern-Experiment wurden je Spur ca. 5 ug
poly(A*)RNA verwendet.



2 MATERIAL UND METHODEN 73

Transfer (,Northern-Blot*)

Das Gel wurde in SSC-L6sung (10fach) gebadet (2 x 15 min), um das Formaldehyd
zu entfernen. Eine Transfer-Vorrichtung wurde wie in Abbildung 2.3 gezeigt aufgebaut.

Eine SSC-Ldsung (20fach) wurde in eine Schale gegeben. Diese wurde mit einer
Glasplatte abgedeckt, Uiber die zwei Lagen in die SSC-Ldsung tauchende Filterpapiere
gelegt wurden. Darauf wurde das Gel plaziert, so dal3 die Oberseite zur Glasbriicke
zeigte. Das Gel wurde zuvor am oberen rechten Rand markiert. Direkt auf das Gel
wurden die Nylonmembran (in gleicher Weise markiert) und 2 Lagen Filterpapier pla-
ziert. Das ganze System wurde mit SSC-Ldsung (20fach) getrankt und von evtl. vor-
handene Luftblasen durch Abrollen mit einer Pipette befreit. Die um das Gel befindli-
che Flache wurde mit Parafilm (Innenseite steril) abgedeckt. Auf das Gel-Sandwich
wurde 5cm hoch Filterpapier aufgetirmt und die Konstruktion mit einem Gewicht (1 kg)
beschwert. In diesem Zustand wurde der Transfer in der Regel Gber Nacht bei 4 °C,
mindestens aber 6 Stunden durchgefuhrt.

.II % -
|I1 = e
* 100 H
- ]
Abbildung 2.3 Aufwartsgerichteter Kapillartransfer fir Nukleinsduren aus Agarose-Gelen

(nach Sambrook et al., 1989)

War der Transfer beendet, wurde die Apparatur abgebaut und die Membran mit der
Nukleinsaureseite nach oben auf einem Filter plaziert. In dieser Form wurde die
Membran 5 min mit UV-Licht (366 nm) zur Fixierung bestrahlt. Die Membran wurde
umgehend der Hybridisierungsprozedur zugefihrt.

2.4.14.3 Prehybridisierung/Hybridisierung

Waéhrend der Préhybridisierungsphase (mind. 30 min) wurde die Membran in Hy-
bridisierungslésung ohne Sonde bei 50 °C equilibriert. Dazu wurde sie in einem fri-
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schen Hybridisierungsbeutel eingeschweil3t und mit der Hybridisierungslésung (10 ml)
bedeckt, so dald keine Luftblasen an ihrer Flache hafteten.

Wahrend dieser Zeit wurde die Digoxigenin-markierte DNA in kochendem Wasser
denaturiert (10 min, 100 °C). Die Sonde wurde dem Wasserbad entnommen und direkt
im Eisbad gekuhlt (2 min). Das Gefal? wurde kurz zentrifugiert, um die gesamte Flus-
sigkeit am Boden zu sammeln.

Die Sonde wurde in frische, vorgewarmte Hybridisierungslésung gegeben. Diese
wurde gegen die Vorhybridisierungslésung ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte
Uber Nacht unter leichtem Schutteln bei 50 °C. Nach abgeschlossener Hybridisierung
wurde die Sonde in ein RNAse-freies Gefald gefullt und bei -20 °C gelagert. Zur er-
neuten Verwendung wurde die Sonde fortan bei 68 °C denaturiert.

Die Membran wurde im Waschpuffer-2fach gebadet (2 x 5 min, RT), um die Reste
der Sonde abzuspllen. In dieser Zeit wurde ein Schuittelwasserbad vorbereitet. Die
Membran wurde nun zweimal in Waschpuffer 0,5fach gesplilt (2 x 15min, 60 °C), um
fehlgebundene Sonde abzutrennen. Nach diesen Waschschritten konnte die Membran
der Detektion zugefuhrt werden.

2.4.14.4 Detektion

Die Bindung der Sonde an den homologen RNA-Strang wurde mit Hilfe eines ge-
koppelten Immuno-Assays detektiert. Dieser basiert auf der Bindung des aus Schafen
gewonnenen Fas-Fragmentes des Digoxigenin-Antikorpers an das Dig-markierte dUTP
der Sonde. Da an den Antikérper eine alkalische Phosphatase kovalent gebunden ist,
ist es mdglich, die Antikdrperreaktion durch Umsetzung des Chemilumineszenzsub-
strates CSPD zu visualisieren. Diese Reaktion setzt Licht frei, das einen Autoradio-
graphiefilm schwarzt. Im Einzelnen wurde wie folgt verfahren:

i Die aus dem Waschschritt der Hybridisierung enthommene Membran wurde in
Maleinsaurepuffer equillibriert (2 min).

1 Die Membran wurde in Blockierungslésung tberfiihrt und dort mindestens 30 min
gebadet.

1 Die Blockierungslosung wurde verworfen, die Membran wurde mit Antikdrperlésung
Uberschichtet und 30 min geschiuittelt.

i Nach erfolgter Antikdrperreaktion wurde diese Losung entfernt. Die Membran wurde
zweimal mit Waschlésungax gespdilt (je 15 min, je 100 ml), um unspezifisch gebun-
dene Antikdrper zu entfernen.

i Die Membran wurde in 50 ml Detektionspuffer equillibriert (2 min)
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1 Die mit Detektionspuffer gut durchfeuchtete Membran wurde in einen Plastik-
schlauch gebettet. Es wurde CSPD-Star-Lésung (2 Tropfen/10cm, RT) zugegeben.
Die Membran wurde 15 min bei 37 °C inkubiert, um die Chemilumineszenzreaktion
zu starten.

i Das Lichtsignal wurde durch Autoradiographie detektiert. Der Film wurde 4h belich-
tet. Falls sich das Signal als zu schwach darstellt, konnte die Membran erneute ex-
poniert werden — das Enzym war weitere 12h aktiv.

Mit Hilfe des Chemilumineszenzsignals waren Aussagen Uber Eigenschaften des
Transkriptes mdglich:

1 Anhand der Position des Signals auf dem Autoradiografie-Film und einem auf dem
Gel zugleich analysierten RNA-Molekulargewichtsstandards lieRen sich Rck-
schlisse auf die ungefahre GrofRe des Transkriptes ziehen.

i Anhand der Starke des Chemilumineszenzsignal konnte abgeschatzt werden, ob
die mRNA des Zielgens in niedriger oder hoher Kopienzahl vorliegt.
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2.5 Methoden der Proteinchemie

2.5.1 Proteinquantifizierung nach Bradford

Zur Quantifizierung von Proteinen wurde stets der Farbassay nach Bradford (1976)
herangezogen. Die vergleichsweise einfache und sensitive Methode bedient sich der
Bildung von Protein-Farbstoffkomplexen zwischen dem sauren Farbstoff Coomassie-
Brillantblau G 250 und einigen Aminosauren des Proteins. Diese Komplexbildung fuhrt
zur Verschiebung des Absorptionsspektrum von 465 nach 595. Da an der Reaktion
hauptséchlich die Aminosaure Argenin, in geringerem Umfang Lysin, Histidin, Trypto-
phan, Tyrosin und Phenylalanin beteiligt sind, ist bei gleichen Mengen verschiedener
Proteine eine unterschiedliche Absorption zu erwarten. Der Test kann nicht als objektiv
betrachtet werden und hat nur vergleichenden Charakter. Zur Bestimmung wurde wie
folgt verfahren:

1 100 pl der Proteinlésung wurden mit 900 pl Bradford-Reagenz (siehe Tab 2.1, Seite
15) gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

i Anschliel3end wurde die Absorption bei der Wellenlange von 595 nm vermessen.

i Die Konzentration wurde anhand einer Kalibriergerade (1, 2, 3, 5, 7, 10 ,15
,20 pg/ml) ermittelt, die mit bekannten Konzentrationen einer in gleicher Weise
behandelten BSA-Ldsung erstellt wurde.

2.5.2 Denaturierende Proteinacrylamid-Gelelektrophorese —
SDS-PAGE

Die denaturierende Proteingelelektrophorese wurde im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendet, um Proteingemische und Uberexprimierte Fusionsproteine zu trennen und ihre
GroRRe anhand von Molekulargewichtsstandards zu charakterisieren. Es wurde das von
Laemmli (1970) beschriebene diskontinuierliche Tris-HCI / Tris-Glycin-Puffersystem
eingesetzt. Vor dem Beladen des Gels wurden die Quartiar-, Tertiar- und Sekundar-
struktur der zu untersuchenden Proteine mit einem SDS- und Thiol-haltigen Puffer
zerstort. Zusammen mit den denaturierenden bedingungen der Elektrophorese er-
moglichte dies die groRenabhéngige Trennung der Molekile unabhangig von ihrer
Ladung und ihrer Konformation.

Die Trennung wurde in einem 3 %igen Sammelgel und einem 10 %igen Trenngel
vorgenommen. Es wurde das Maxigel-Twin-Gelelektrophorese-System der Firma
Biometra, Gottingen verwendet. Strom und Spannung wurden Uber einen Spannungs-
geber der Firma Consort, Turnhout, Belgien, gesteuert.
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Probenvorbereitung

i Die Proteinproben wurden mit SDS-Page-Ladepuffer-5-fach (0,4 VT) gemischt und
10 min bei 100 °C denaturiert.
i Die Proben wurden auf Eis abgekihlt und zentrifugiert (5 min, 20.000x g, 4 °C).

Zur Molekulargewichtsbestimmung diente der Low Molekular Weight Marker der
Firma Amersham Biotech, Freiburg, der parallel aufgetragen wurde. Er enthalt 6 Pro-
teine definierten Molekulargewichts: Phosphorylase B (97,4 kDa), BSA (66,2 kDa),
Ovalbumin (42,7kDa), Kohlensédureanhydratase (31 kDa), Sojabohnen-Trypsin-Inhibi-
tor (21,5 kDa), Lysozym (14,4 kDa). Das als Lyophylisat angelieferte Reagenz wurde
nach den Angaben des Herstellers in 100 pl SDS-Page-Ladepuffer-5-fach gelost. 5 pl
wurden je Spur zur Trennung eingesetzt.

Elektrophorese

1 Die Trenngellésung wurde wie in Tabelle 2.11 (Seite 26) beschrieben bereitet und in
die vorbereitete GelgieRapparatur gegeben.

1 Die Losung wurde zum Glatten der Gelkante mit 2 ml wassergesattigtem Butanol
Uberschichtet und zur Polymerisation bei Raumtemperatur 1 h gelagert.

i Die Butanolschicht wurde mit Wasser abgespuilt.

i Die erstarrte Trenngellésung wurde mit Sammelgelldsung (siehe Tabelle 2.11,
Seite 26) Uberschichtet.

i Zur Ausformung von Probenaufnahmetaschen wurde eine Taschenschablone
(Kamm) in die Sammelgellésung eingefihrt und die Losung bei Raumtemperatur
30min zur Polymerisation gelagert.

1 Der Boden der Probenaufnahmetaschen wurde auf den Glasplatten markiert und
der Kamm entfernt.

i Das Gelplattensystem wurde in die Gelelektrophoreseapparatur eingebaut, mit
Gelelektrophoresepuffer tberschichtet und die Probentaschen gespiilt.

i Die Proben und die Molekulargewichtsreferenz wurden in die Taschen geftllt und
die Trennung durch Anlegen von Ladung gestartet.

1 Diese erfolgte im Bereich des Sammelgels mit 25 mA, im Bereich des Trenngels mit
55 mA.

1 Die Trennung wurde gestoppt, sobald der im SDS-Page-Ladepuffer-5fach enthal-
tene Farbstoff Bromphenolblau den Boden des Trenngels erreicht hatte.

i Das Gel wurde der Apparatur entnommen, das Trenngel vom Sammelgel getrennt
und der Detektion zugefuhrt.
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Detektion

Die Detektion der getrennten Proteine erfolgte durch Farbung mit Coomassie-Bril-
lant G 250. Das Prinzip der Technik entspricht dem der Proteinbestimmung nach
Bradford (vgl. Kapitel 2.5.1, Seite 76). Durch Behandlung des Gel mit dem Farbstoff
bilden sich blaue Protein-Coomassie-Komplexe. Diese sind stabil und bleiben beim
Entfarben des Gels bestehen. Dadurch heben sich blaue Proteinbanden von klarer
Gelmatrix ab.

1 Das Trenngel wurde in einer Coomassie-Farbelésung mindestens 2 h unter leich-
tem Schitteln eingefarbt.

i Die Féarbelésung wurde entfernt und das Gel durch Baden in Entfarbeldsung ent-
farbt (einmal 30 min, einmal 12 h)

i Das Trenngel wurde auf einem Filterpapier plaziert und durch Trocknen im Vakuum
bei Hitze (Geltrockner Fa. Biometra) konserviert (> 1,5 h, 65 °C).

Die GroRRe der Zielproteine konnte anhand eines Vergleichs mit dem parallel analy-
sierten Molekulargewichtsstandard abgeschéatzt werden.

2.5.3 Gewinnung eines rekombinanten Fusionsproteins mit
dem pMal-System (New England Biolabs)

2531 Der Proteingewinnung vorgeschaltete Schritte

Transformation des Zielplasmids

Um einen flr die Produktion des Fusionsproteins benétigten rekombinanten Bakte-
rienstamm zu gewinnen, wurde Bakterien des Stamms E. coli XL1 Blue MRF" Kan mit
dem fir das Protein kodierenden pMal-c2-Plasmid (vgl. Tabelle 2.6, Seite 19) wie in
Kapitel 2.4.8, (Seite 53) beschrieben transformiert.

Eine erhaltene Einzelkolonie wurde zum Beimpfen von 3 ml LBpenc-Medium ver-
wendet und Uber Nacht inkubiert (37 °C, 180 rpm). Zur Kontrolle der korrekten Trans-
formation wurde aus 2 ml der Kultur das Plasmid reisoliert und einer Kontrollrestriktion
unterzogen. Entsprach diese den Erwartungen, wurde mit dem verbleibendem Milliliter
eine Expressionskultur angeimpft.
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Induktion der Proteinproduktion

Die heterologe Expression mit dem pMal-c2-System der Firma NEB produziert ein
Fusionsprotein, das N-terminal das Maltosebindende Protein (MalE) aus E. coli als
Fusionsanteil tragt. Die Expression steht unter der Kontrolle des starken tac-Promotor
und ermoglicht die Bildung groRer Proteinmengen.

Da das Zielprotein fur die Zelle toxisch zu sein schien, wurde die Proteinbiosyn-
these abweichend von den Angaben des Herstellers unter sanften Bedingungen
durchgefihrt (30 °C, 0,3 mM IPTG). Es wurde ansonsten nach den Angaben des
Herstellers (Handbuch auf der CD unter \lI\NEB\
pMal_Protein_Fusion_Sys_manual.pdf) wie folgt verfahren [die benétigten Chemika-
lien, Léungen und Verbrauchsmaterialien sind in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendétigte
Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) aufgefuhrt]:

1 Die benttigte Menge Richpenc-Medium wurde mit einer Vorkultur im Verhéltnis 1/100
angeimpft und bei 37 °C, 180 rpm, bis zu einer ODsgo Von 0,5 inokuliert.

1 Zu diesem Zeitpunkt wurde eine nicht indizierte Kontrollprobe genommen (1 ml), die
zur spateren Expressionskontrolle wie die induzierte Kultur behandelt wurde.

7 Zur Induktion der Fusionsproteinsynthese wurde dem Kulturmedium IPTG (0,3 mM
Endkonzentration) zugesetzt und die Kultur wurde fortan bei 30 °C, 180 rpm inku-
biert.

i Nach 4 h wurde die Inkubation abgebrochen. Der Kultur wurde eine weitere Kon-
trollprobe (1 ml) entnommen. Die vor und nach der Induktion gezogenen Proben
wurden der Induktionskontrolle zugefiihrt (siehe unten).

1 Aus der Ubrigen Kultur wurden die Zellen zur Proteingewinnung geerntet. Dazu
wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert (2.500x g, 4 °C) und das Kul-
turmedium wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 30ml Column Buffer resus-
pendiert und UN bei -20 °C eingefroren. Die Zellen konnten wie in Kapitel 2.5.3.2
(Seite 80) beschrieben zur Proteinisolierung aufgeschlossen werden.

Da die Proteinexpression in einem E. coli-Stamm vorgenommen wurde, der nicht
MalE-defizient ist, wurde die genomische Expression des Maltose-bindenden Proteins
unter der Kontrolle eines lac-Promotors durch den Zusatz von Glucose zum Kultur-
medium (Richpeng-Medium) zuriickgedrangt.

Zur Kontrolle der korrekten Synthese des Fusionsproteins wurde stets eine E. coli-
Kultur, die einen nicht rekombinanten pMal-c2-Vektor trug, parallel bearbeitet. Diese
produzierte nach Induktion nur das MalE-lacl-Fusionsprotein (52 kDa).
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Induktionskontrolle

Die Synthese des Fusionsproteins wurde durch SDS-Page kontrolliert (siehe Kapi-
tel 2.5.2, Seite 76). Jeweils eine induzierte und nicht induzierte Probe eines Gen-tra-
genden Klones und der mit dem nicht rekombinanten Vektor transformierten Zellen
wurden gleichzeitig analysiert.

War nur bei der induzierten Probe der Gen-tragenden Klone eine Proteinbande mit
dem zu erwartenden Molekulargewicht zu sehen, wurde von einer korrekten Genex-
pression ausgegangen und das Zellpellet zur Proteingewinnung weiterverarbeitet.

25.3.2 Proteinreinigung mittels Affinitdtschromatographie an einer Amy-
lose-Matrix

Das nach der Induktion der Fusionsproteinsynthese erhaltene Zellsediment (siehe
Kapitel 2.5.3.1, Seite 78) wurde zu lIsolierung des Zielproteins aufgearbeitet. Dazu
wurden die Zellen mit Ultraschall aufgebrochen und der Proteinrohextrakt iber eine
Amylose-Affinitdts-Matrix gegeben. Nach dem Auswaschen der nicht bindenden Pro-
teine sollte nur noch das Maltose-bindende Fusionsprotein an der Saule verankert
bleiben. Dieses wurde durch einen Maltose-haltigen Elutionspuffer von der Affinitats-
saule gewaschen und stand zur Verfigung.

Beginnend mit der Zerstérung der Zellkompartimente wurden alle folgenden Ar-
beitsschritte bei 4 °C oder unter standiger Eiskihlung durchgefihrt. Dazu wurde wie
folgt verfahren [die bendétigten Chemikalien, Léungen und Verbrauchsmaterialien sind
in Kapitel 2.1 (Seite 15), die bendtigte Laborausstattung in Kapitel 2.2 (Seite 32) auf-
gefuhrt]:

i Die gefrorene Zellsuspension aus den Induktionsversuchen wurde im Eisbad auf-
getaut.

1 Mit einem Ultraschall-Desintegrator (Intensitat 80-90 %) wurde die Suspension 3mal
je 30 sec Uber eine grofRen Spitze beschallt. Zwischen den Schallperioden wurde
jeweils 5 min Pause eingelegt, um eine Erwarmung der Losung zu verhindern.

i Die Suspension wurde zentrifugiert (9.000x g, 30 min) um Zellfragmente zu sedi-
mentieren. Losliche Proteine blieben im Uberstand.

i Der Uberstand wurde uber die zuvor equillibrierte Amylose-Affinitatssiule gege-
ben (FlieRgeschwindigkeit: 1 ml/min).

1 Der erste DurchfluR des Rohextraktes wurde gesammelt und ein zweites Mal Uber
die Saule gegeben.
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1 Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Spilen der Saule mit Column Buf-
fer abgewaschen (mindestens 12 Saulenvolumen). Der Verlauf des Waschvorgan-
ges wurde Uber die UV-Absorption bei 280 nm kontrolliert (DurchfluBphotometer).

1 Das Fusionsprotein wurde mit Elutionspuffer von der Affinitatsmatrix eluiert. Es
wurden Fraktionen zu je 3 ml gesammelt. Ublicherweise eluiert das Protein ab der 5
Fraktion von der Saule.

Die Konzentration des Fusionsproteins in jeder Fraktion wurde nach Bradford ge-
gen BSA bestimmt (siehe Kapitel 2.5.1, Seite 76). Zur Kontrolle der korrekten Transla-
tion wurde das gereinigte Protein einer Faktor Xa-Hydrolyse unterzogen (siehe unten).
Der Grad der Reinigung sowie der Hydrolyse wurden durch SDS-Page verfolgt (siehe
Kapitel 2.5.2, Seite 76). Das so erhaltene Protein konnte fur Inkubationen genutzt
werden.

Faktor Xa-Hydrolyse des Fusionsproteins mit der Protease Faktor Xa

Da der pMal-c2-Vektor im Bereich vor des Polylinkers fir die Erkennungssequenz
der Protease Faktor Xa kodiert (siehe Kapitel 7.2.2, Seite 152), kann mit ihrer Hilfe der
Fusionsanteil vom Zielprotein getrennt werden. Im allgemeinen weisen Fusionspro-
teine eine hdhere Stabilitdt auf als das reine Zielprotein, doch kann eine Hydrolyse-
moglichkeit sinnvoll sein, wenn der Fusionsanteil die Enzymaktivitdt beeintrachtigt.
Desweiteren bietet er die Mdglichkeit, die korrekte Translation Gberprufen zu kénnen.

Ist die Hydrolyse des Fusionsproteins in Fusionsanteil und Zielprotein der richtigen
GrofRe moglich, so kann davon ausgegangen werden, dafd die Fusionstranskript kor-
rekt tranlatiert wurde und kein Leserasterfehler aufgetreten ist. Zur Hydrolyse wurde
nach den Angaben des Herstellers wie folgt verfahren (Handbuch auf der CD unter
\Lit\Novagen\Factor_Xa.pdf):

Das Fusionsprotein wurde mit 10x-Faktor-Xa-Puffer (5 pl), Faktor Xa (0,2 u) und
Wasser (ad 50 pl) gemischt und bei 21 °C inkubiert. Nach 2 h, 4 h, 8 h und 16 h wur-
den Proben gezogen, um die Hydrolyse zeitlich charakterisieren zu kénnen. Das
Ausmald der Hydrolyse wurde mit SDS-PAGE verfolgt (siehe Kapitel 2.5.2, Seite 76).
Wurde das Fusionsprotein in einen 42 kDa grof3en Fusionsanteil und ein Zielfragment
der richtigen GroRRe gespalten, konnte auf korrekte Translation geschlossen werden.
Das Protein wurde bis zum Einsetzen in die Inkubationsreaktionen bei -80 °C gelagert.
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2.5.4 Gewinnung eines rekombinanten Proteins mit dem
pQEsY-Hefe-System (Qiagen)

254.1 Der Proteingewinnung vorgeschaltete Schritte

Transformation mit dem Zielplasmid

Um einen fir die Produktion des Fusionsproteins bendtigten rekombinanten He-
festamm zu gewinnen, wurde Saccharomyces cerevisiae (vgl. Tabelle 2.15, Seite 34)
mit dem flr das Protein kodierenden pQEsY-Plasmid (vgl. Tabelle 2.6, Seite 19), wie in
Kapitel 2.4.9 (Seite 55) beschrieben, transformiert. Parallel dazu wurden Hefe-Zellen
mit einem pQEsY-Leerplasmid transformiert. Diese dienten in spateren Induktions-
versuchen als Negativkontrolle.

Eine erhaltene Einzelkolonie wurde mittels PCR (siehe Kapitel 2.4.9, Seite 55) auf
korrekte Transformation getestet. Entsprach diese den Erwartungen, wurde mit der
verbleibenden Kolonie eine Vorkultur in 5 ml SD-Glucose-Medium angeimpft und GN
bei 28 °C inokuliert.

Induktion der Proteinproduktion

Die heterologe Expression mit dem pQEs Y-System der Firma Qiagen, Hilden, pro-
duziert ein Fusionsprotein, das N-terminal eine Hexa-Histidin-Sequenz (Hiss) tragt. Die
Synthese des Fusionsproteins steht unter der Kontrolle eines Gal-Promotors und ist
durch den Zusatz von Galactose zum Kulturmedium induzierbar. Zur Induktion der
Proteinsynthese wurde wie folgt verfahren (Losungen siehe Tabelle 2.9, Seite 22):

1 50 ml SD-Glucose-Medium wurden mit 1 ml Vorkultur (s. 0.) angeimpft und fir 48 h
bei 30 °C und 250 rpm geschdttelt.

1 Die Glucosekonzentration des Mediums wurde mit Hilfe von Glucoseteststreifen
(Apotheke) bestimmt. Lag sie unter 200 pg/100 ml (Grenzwert des Teststreifens),
wurden die Hefezellen sedimentiert (2500x g, 5 min, RT). Anderenfalls wurde weiter
inokuliert bis diese Konzentration erreicht war.

i Das Zellsediment wurde in 200 ml YP-Galactose-Medium (Induktionsmedium) re-
suspendiert, in einen frischen 500 ml-Kolben transferiert und weitere 48 h inokuliert.

1 Die Hefe-Zellen wurden durch Zentrifugation (2500x g, 15 min, RT) geerntet und
der weiteren Verwendung zugefihrt.
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Induktionskontrolle

Zur Kontrolle der Synthese des Fusionsproteins wurde vor und 48 h nach der In-
duktion eine Probe (1 ml Zellsuspension) enthommen. Die Zellen wurden sedimentiert,
das Sediment in 20 ul SDS-PAGE-Puffer resuspendiert und 7 pl davon mittels denatu-
rierender SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.5.2, Seite 76) analysiert. Als Kontrolle diente
eine in gleicher Weise behandelte Kultur von Hefe-Zellen, die ein pQEsY-Leerplasmid
trugen. War im Unterschied zu den Leerplasmid-tragenden Zellen die Bildung eines
Proteins gewlinschter Grol3e nach Induktion erkennbar, wurde durch Western-Analyse
mit einem Penta-His-Mouse-Antikérpern die Exprssion eines Histidin-Fusionsproteins
Uberprift.

2.5.5 Western-Transfer von Proteinen und Nachweis spezifi-
scher Proteinstrukturen mit Antikoérpern (ELISA)

Der Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylatgel auf eine Membran und die
anschlielende Detektion spezifischer Proteinsequenzen durch Antikdrper wurde im
Rahmen dieser Arbeit verwendet, um rekombinante Fusionsproteine in einem Pro-
teingemisch zu identifizieren. Dazu wurden die Proteine in einem ersten Schritt unter
Anwendung von Spannung auf einer Membran fixiert (Western-Transfer). Anschlie-
Bend wurde diese mit einem auf eine spezifische Proteindoméne gerichteten Antikor-
per behandelt. Die Bindung des ersten Antikérpers wurde durch den Einsatz eines auf
diesem gerichteten Zweitantikorper detektiert, an den eine Meerettich-Peroxidase ko-
valent gekoppelt war. Die Umsetzung eines Substrates der Peroxidase in einer lich-
temittierenden Reaktion konnte durch Autoradiographie detektiert werden (ELISA).
Dazu wurde nach der Durchfiihrung der Polyacrylatgelelektrophorese wie folgt verfah-
ren (Losungen siehe Tabelle 2.7, Seite 20 und Tabelle 2.11, Seite 26):

1 Das der Gelelektrophorese entnommene SDS-Polyacrylatgel wurde 15 min in
Transferpuffer aquilibriert, um Detergenzien und Salze zu entfernen.

1 Die Transfermembran (PVDF) wurde zur Vorbereitung auf den Transfer zunachst 10
sec in Methanol und anschliel3end 10 min in Transferpuffer aquilibriert.

i Zum Transfer der Proteine auf die Membran wurde der Aufbau auf der Platin-Anode
des Transfergerates wie folgt vorgenommen: Zwei Lagen zugeschnittenes, mit
Transferpuffer getranktes Filterpapier, Transfermembran, Gel, zwei weitere Lagen
mit Transferpuffer getranktem Filterpapier. Nach dem Stapeln jeder Schicht, wurden
Luftblasen durch Rollen mit einer Pipette sorgféltig entfernt. Die Platin-Kathode bil-
dete den Abschluf3.

1 Der Transfer der Proteine erfolgte bei konstanter Spannung (15 V, 1 h, RT).
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Nach dem Transfer der Proteine wurden sowohl die Membran als auch das poly-
acrylatgel zur Kontrolle der Prozedur 1 min mit Ponceau-L6sung geféarbt und an-
schlieBend mit Wasser entfarbt (es verblieb eine leichte Restfarbung).

Die Membran wurde in Blockierungslésung geschiittelt: 1 h, RT (alternativ UN, 4 C).
AnschlieRend wurde die Membran in Antikorperlésung | (40 ml,1 h, RT) ge-
schwenkt.

Durch Waschen der Membran in Waschldsung | (einmal 15 min, zweimal je 5 min)
wurde der Uberschiissige Antikorper | entfernt.

Zur Einleitung des Detektionsverfahrens wurde die so gereinigte Membran mit der
Antikorperlésung Il umsplilt (40 ml, 1 h, RT).

Der Uberschussige Antikorper Il wurde durch Spilen der Membran mit Waschl6-
sung Il (zweimal je 5 min) und Waschlésung | (zweimal je 5 min) entfernt.

Die Bindung des Antikdrpers Il an den Antikdrpers | wurde durch eine Chemilumi-

neszenzreaktion kenntlich gemacht, die durch eine am Antikdrper Il kovalent gebun-
dene Meerettichperoxidase (HRP) katalysiert wurde. Diese ist in der Lage, das Sub-
strat Luminol unter Lichtemission zu oxidieren. Die Zugabe eines Verstarkers erhoht
die Lichtemission ca. um das 1000fache.

Die Membran wurde in einem Hydridisierungsschlauch plaziert. In den Schlauch
wurde 1 ml einer 1:1-Mischung der Lésungen | und Il des Western Blot Chemilu-
minescence Reagent Plus, Fa. NEN (Zaventam, Belgien), gegeben und der
Schlauch luftblasenfrei verschlossen.

Zum Starten der Reaktion wurde die Membran 1 min bei RT inkubiert.

Die Detektion erfolgte durch Autoradiographie. Die Expositionszeiten variierten je
nach Intensitat der Signale zwischen 2 sec und 15 min.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Vergleich der sor-ahnlichen Gene und Proteine
Im System

Fur den Nachweis eines sor-homologen Gens in Ginkgo biloba wurde eine PCR-
gestitzte Suche gewahlt. Die fur diese Suche bendtigten Oligonukleotide konnten auf
der Grundlage von Vergleichen sor-homologer Sequenzen auf DNA- und Protein-
ebene synthetisiert werden (siehe Kapitel 3.1.2, Seite 87). Ein Vergleich der Nukleo-
tidsequenzen kann zwar Auskunft Gber die Verwandtschaft der Organismen geben. Er
bertcksichtigt jedoch nicht den unterschiedlichen Gebrauch der Codons fir eine Ami-
nosaure eines jeden Organismus (degenerierter Code, codon usage). Eine von der
Degeneration des genetischen Codes bereinigte Variante stellt der Vergleich der Ami-
nosauresequenzen dar. Er ermdglicht es, konservierte Regionen eines Proteins zu lo-
kalisieren. Diese Regionen besitzen entweder die gleiche Aminosdurensequenz oder
unterscheiden sich durch Aminosauren, die eine ahnliches Raumvolumen oder eine
ahnliche rdumliche Anordnung einnehmen. Oft ist es mdglich, anhand dieser Amino-
sauremotive Vermutungen Uber die Funktion des Proteins anzustellen.

3.1.1 Sequenzanalyse auf Aminosaureebene

Die Sor/Snz-Proteinfamilie (NCBI-Gruppe: pfam 01680) z&hlt zu den am hdchsten
konservierten bekannten Proteinfamilien. Zentrale Bereiche der Proteinsequenzen
stimmen nahezu vollkommen Uberein. Das von Ehrenshaft et al. (1999) gefundene
sor-Gen (spater zu pdxl umbenannt) aus dem Pilz Cercospora nicotianae ist das
langste Gen dieser Familie. Es kodiert fir 344 Aminosauren. Alle anderen Vertreter
dieser Protein-Familie sind kirzer. Einige besitzen ca. 320 Aminosauren, viele Pro-
teine — darunter auch das im Rahmen dieser Arbeit aus Ginkgo biloba klonierte Protein
— 309 Aminoséure und nur wenige unter 300 Aminosauren. Alle Proteine tragen zentral
das Sor/Snz-Motiv (siehe NCBI-CDD-Datenbank: pfam 1680) und variieren in den pe-
ripheren Bereichen.

Die Abbildung 3.1 (Seite 86) zeigt einen Vergleich die Pdx1-Aminosauresequenz
von einem prokaryontischen und fuinf eukaryontischen Organismen. Im Vergleich der
Proteine miteinander ergibt sich ein deutliches Bild: Zur langsten Sequenz von Cer-
cospora nicotianae besitzen alle Ubrigen eine ahnlich groRe Homologie - das Protein
des Bakteriums Thermotoga maritima die geringste, das der Pflanzen eine deutlich
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Durchgehende Pfeile symbolisieren Aminoséauremotive, die zur Synthese von Oligonukleotiden fur die
PCR herangezogen wurden; gestrichelte Pfeile zeigen die Lage von Primern fiir die RACE-PCR an. Die
Tabelle 3.1 (Seite 87) zeigt die diesem Sequenzvergleich zugrundeliegende Berechnung der Identitat/Di-
vergenz der Sequenzen.

Abbildung 3.1
Vergleich Pflanze-Bakterium und Pflanze-Pilz. Diese Differenz lait auf eine besondere
Konservierung der Proteine im Pflanzenreich schlie3en. Sie a3t zudem einen analog

hohere. Die Homologie innerhalb der Pflanzensequenzen liegt um 20% hdher als im

gestalteten Biosyntheseweg fir die Be-Vitamere im Pflanzenreich erwarten.
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Tabelle 3.1 Paarweise Berechnung der Identitéat/Divergenz der in Abbildung 3.1 verglichenen sor-
homologen Proteinsequenzen

Den Berechnungen der Identitat und der Divergenz zweier Sequenzen liegen unterschiedliche Algorithmen
zugrunde (Lasergene 99, DNA-Star, Megalign). Die Divergenz ist berechnet unter Einbeziehung eines re-
konstruierten phylogenetischen Baumes. Durch die Identitat werden zwei Sequenzen direkt ohne die Ein-
beziehung phylogenetischer Abhangigkeiten miteinander verglichen. Aufgrund der Verwendung unter-
schiedlicher Berechnungsmethoden ist die Summe aus Identitat und Divergenz fur ein Vergleichspaar nicht
100% (pflanzliche Organismen sind fett markiert).

Identitéat[%]

D 1 2 3 4 5 6

i 1 65,9 68,6 58,3 63,1 65,5 1 - C. nicotianae
\; 2 39,9 88,3 61,0 60,4 89,7 2 - H. brasiliensis
r 3 37,0 10,1 62,7 60,7 83,2 3 - A. thaliana

Z 4 55,9 53,7 48,3 60,3 61,0 4 - T. maritima

n 5 43,9 52,8 50,0 49,4 60,1 5-S. cerevisiae

z 6 40,6 7,2 12,8 49,4 51,6 6 - P. vulgaris
3.1.2 Synthese der degenerierten Primer

Fir die PCR-gestltzte Suche eines sor-homologen Gens von Ginkgo biloba wurden
Oligonukleotide als Startmolekiile fir die Polymerisationsreaktion bengétigt.

Der Aminosaurevergleich der Sor-homologen Proteine wurde herangezogen, um
besonders geeignete konservierte Regionen festzulegen, fir die Oligonukleotide her-
gestellt werden sollten. Die gewahlte Aminosduresequenz wurde mit Hilfe des flr
Ginkgo biloba aus bereits sequenzierten offenen Leserahmen (ORF, engl.: open rea-
ding frame, dt.: offener Leserahmen) ermittelten Codon-Gebrauchs (vgl. Kapitel 7.1.2,
Seite 144) in eine wahrscheinliche Basenfolge umgerechnet. Da aufgrund des dege-
nerierten Codes an der zweiten und vor allem dritten Position des Codons mehrere
Basen moglich sind, wurden nur solche Triplets ausgewahlt, die der Organismus be-
vorzugt zur Kodierung einsetzt. Unterreprasentierte Codons wurden nicht berticksich-
tigt, um die Degeneration der Oligonukleotide zu minimieren und einem Verdin-
nungseffekt bei deren Synthese entgegenzuwirken. Desweiteren wurden bei der Aus-
wahl der konservierten Regionen und beim Primerdesign folgende Regeln berlck-
sichtigt:
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i Die erste Base am 3'-Ende durfte nicht variabel sein.

1 Wenn mdglich wurde die Lage des Primers so gewahlt, da’ fir Methionin (Codon
ATG) oder Tryptophan (Codon TGG) kodierende Triplets das 3"-Ende des Oligonu-
kleotids bildeten.

i Zur Erhéhung des Primer-Matrize-Bindungs-Effizienz wurden am 5"-Ende Fehlpaa-
rungen zugelassen (nicht aber am 3"-Ende).

i Immer, wenn an einer Position eine 4fache Variabilitat aufgetrat, wurde stattdessen
Inosin als eine mit jeder anderen Base paarende Modifikation in den Primer inte-
griert.

1 Es wurden drei oder mehr G oder C am 3"-Ende vermieden, um eine Selbstpaarung
des Primers zu verhindern.

i Eswurde ein T am 3"-Ende vermieden.

i Es wurden Komplementarsequenzen innerhalb und zwischen zwei Primern ver-
mieden, um die Bildung von Primer-internen Schleifen und Primerdimeren einzu-
schranken.

Auf dieser Grundlage wurden die Primer Sor-1-Hin und Sor-1-Rick (Nukleotidse-
guenz siehe Tabelle 2.2, Seite 16) konstruiert und in die PCR eingesetzt.

3.2 Klonierung eines sor-homologen Gens aus
Ginkgo biloba

Die Klonierung des sor-homologen Gens von Ginkgo biloba sollte in mehreren
Schritten erfolgen. Die Vorgehensweise hierzu ist in Abbildung 3.2 (Seite 89) darge-
stellt. Zunachst muf3te der Nachweis einer solchen Sequenz im Genom des Organis-
mus erbracht werden. In einem zweiten Schritt sollte gepruft werden, ob und zu wel-
chem Zeitpunkt des Wachstums der Zellsuspensionskulturen dieses Gen transkribiert
wurde. Nach dem erbrachten Transkriptionsnachweis galt es, die cDNA des Tran-
skriptes zu klonieren. Ihr offener Leserahmen sollte selektiv Gberexprimiert und das
Protein vorgereinigt werden, um seinen Einflu auf die Biosynthese des Ginkgotoxins
in einem zellfreien System priufen zu kénnen (Fiehe, 1999).
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Abbildung 3.2 Strategie zum Nachweis und zur Klonierung eines sor-homologen
Gens aus Ginkgo biloba



90 3 ERGEBNISSE

3.2.1 Nachweis einer sor-homologen Sequenz im Genom von
Ginkgo biloba

Um eine sor-homologe Sequenz im Genom des Organismus nachzuweisen, wurde
aus der von Arenz (1996) etablierten Zellsuspensionskultur genomische DNA isoliert
(siehe Kapitel 2.4.1, Seite 39). Diese DNA bildete die Matrize in einer Polymerase-Ket-
ten-Reaktion. Als Startmolekile fir die Polymerisation dienten die Oligonukleotide Sor-
1-Hin und Sor-1-Rick (vgl. Abbildung 3.1, Seite 86 und Tabelle 2.2, Seite 16). Die
Reaktion wurde, wie in Kapitel 2.4.10 (Seite 57) beschrieben, durchgeftihrt.

Entsprechend dem Aminosaurevergleich flankieren die Oligonukleotide einen Pro-
teinabschnitt von 144 Aminosauren. Die PCR lieferte ein ca. 450 bp groRes DNA-
Fragment. Dieses wurde in einen T-Uberhangvektor kloniert (siehe Kapitel 2.4.7.2,
Seite 51) und mit Standardprimern sequenziert (siehe Kapitel 2.4.13, Seite 68). Der
anschlieende Sequenzvergleich mit der Datenbank des NCBI zeigte hohe Homolo-
gien (zwischen 60 und 80 % Identitat auf Aminosdureebene) zu den bis dahin bekann-
ten sor-ahnlichen DNA-Sequenzen. Diese Daten lieRen folgende Aussagen und Ver-
mutungen zu:

1. Ginkgo biloba besitzt in seinem Genom eine Sequenz, die hohe Homologien zu
bekannten sor-ahnlichen Sequenzen aufweist. Da diese Homologie zu bekannten
Sor-homologen Sequenzen anderer Pflanzen besonders hoch ist (ca. 80 % auf
Aminoséaureebene), konnte davon ausgegangen werden, dall es sich um ein
Fragment der gesuchten DNA-Sequenz handelt.

2. Da die gefundene Sequenz sowohl in der Lange als auch in der Homologie den
Erwartungen aus dem Sequenzvergleich (siehe Abbildung 3.1, Seite 86) entspricht,
sollte sich der gesamte offene Leserahmen hinsichtlich seiner Lange nicht grund-
legend von den bekannten unterscheiden. Es ist eine Gesamtlange der Sequenz
von 930-1030 bp zu erwarten. Diese Annahme vorausgesetzt sollten kodierende
Sequenzen am 3"-Ende von ca. 100 bp Lange und am 5 -Ende von ca. 260-390bp
Lange noch unbekannt sein.

3. In dem polymerisierten Bereich besitzt das Genom kein Intron. Da der Organismus
im Vergleich zu den anderen im Aminosaurevergleich (siehe Abbildung 3.1, Seite
86) gelistenten Pflanzen als sehr urspringlich anzusehen ist, konnte das Genom
nur sporadisch mit Introns durchsetzt sein. Deshalb kbnnte man erwarten, dal’ im
noch unbekannten Bereich des offenen Leserahmens keine oder nur wenig Intron-
sequenz vorkommt.
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3.2.2 Nachweis der Expression

Die Fahigkeit eines Organismus, die Vitamere der Be-Gruppe auf einem von
Escherichia coli abweichenden Syntheseweg bilden zu kénnen, scheint von der Aus-
stattung mit einem sor-homologen Gen abhangig zu sein. Da ein solches Gen im Ge-
nom von Ginkgo biloba nachgewiesen werden konnte, kann davon ausgangen wer-
den, dalR der Organismus die genetisch erforderlich Ausstattung zu Biosynthese der
Vitamere auf einem bisher unbekanten Wege besitzt. Im Folgenden galt es, die Ex-
pression des Gens zu Uberprifen, um sicherzustellen, da’ das Gen in die Biosynthese
involviert sein kann.

Grundlage fiir die Kontrolle der Expression (Transkription) war die von Arenz (1996)
getroffene Feststellung, daR die Zellsuspensionskulturen ab dem 14. Tag nach ihrer
Umsetzung in frisches MSwoP-Nahrmedium (siehe Kapitel 2.1,Seite 15) eine maxi-
male Menge an Ginkgotoxin im Medium akkumulieren. Davon ausgehend, daf? die
Translation der mRNA, die Bildung des Vitamins und dessen Sekretion in das Medium
ca. 24 h in Anspruch nimmt, wurde poly(A*)RNA nach der in Kapitel 2.4.3 (Seite 43)
beschriebenen Methode am 13. Kultivierungstag isoliert. Durch RT-PCR (vgl. Kapitel
2.4.11, Seite 59) und durch Northern Analyse (vgl. Kapitel 2.4.14, Seite 71) sollte das
Vorhandensein einer sor-homologen mRNA zu diesem Zeitpunkt Gberpruft werden.

3.2.2.1 RT-PCR — Einschrittreaktion zum Nachweis der Genexpression

Da die Produktion der Bs-Vitamere im untersuchten Ginkgo-System im Vergleich zu
E. coli und S. cerevisiae relativ gering war, muf3te davon ausgegangen werden, daf3
die fur die Proteine des Biosyntheseweges kodierenden Gene in niedriger Kopienzahl
in der Zelle transkribiert werden. Daher wurde zunachst ein RT-PCR-gestitzter
Nachweis des Transkriptes gewahlt.

Aus Zellen einer 13 Tage alten Zellsuspensionskultur von Ginkgo biloba wurde
poly(A")RNA isoliert (siehe Kapitel 2.4.3, Seite 43). Diese wurde in die RT-PCR einge-
setzt, die mit dem Ready To Go RT-PCR-Beads-System der Firma Amersham-Biotech
(siehe Kapitel 2.4.11, Seite 59) in Form einer ,Eintopfreaktion“ durchgefiihrt wurde. Die
schon fur die Polymerisation des genomischen DNA-Fragmentes gewdahlten Primer
Sor-1-Hin und Sor-1-Rick (vgl. Abbildung 3.1, Seite 86 und Tabelle 2.2, Seite 16)
wurden auch in dieser Reaktion verwendet. Das Oligonukleotid Sor-1-Riick fungierte
als Starter fur die Reverse Transkription der mRNA in cDNA. In der sich direkt an-
schlieenden PCR wurde mit beiden Oligonukleotiden wie bei der Reaktion mit ge-
nomischer DNA (vgl. Kapitel 3.2.1, Seite 90) ein ca. 450 bp langes cDNA-Fragment
polymerisiert. Die Klonierung und Sequenzierung lieferte eine Basenfolge, die iden-
tisch mit der durch genomische PCR erhaltenen Sequenz war.
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Diese Reverse Transkriptions-PCR erbrachte zunachst den Nachweis, dal3 die aus
genomischer DNA bekannte Nukleinsauresequenz in den Zellen der Suspensionskul-
tur kurz vor dem Zeitpunkt der maximalen Ginkgotoxinkonzentration im Kulturmedium
transkribiert wurde.

3.2.2.2 Northern Blot zum Nachweis der Genexpression

Um Uber den reinen Transkriptionsnachweis hinaus Informationen Uber die Lange
des gebildeten Transkriptes zu erhalten, wurde eine Northern-Hybridisierung durchge-
fuhrt. Wie in Kapitel 2.4.14 (Seite 71) beschrieben, wurde mit den Primern Sor-1-Hin
und Sor-1-Riick eine Sonde durch PCR hergestellt. Diese wurde mit poly(A*)RNA, die
durch denaturierende Agarose-Gelelektrophorese der Lange nach getrennt wurde,
hybridisiert. Der anschlieende Immunoassay (vgl. Kapitel 2.4.14, Seite 71) visuali-
serte ein Transkript mit einer LaAnge von ca. 1000-1500 bp.

Die Hybridisierung lieferte ein sehr schwaches Chemilumineszenzsignal. Dies laf3t
auf eine nur geringe Transkriptionsrate des Gens schlieBen. Diese Daten korrelieren-
ten mit den von Arenz (1996) gefundenen niedrigen Konzentrationen von Ginkgotoxin
in Zellen und im Medium von Suspensionskulturen unter optimierten Kulturbedingun-
gen. Auf der Grundlage einer geringen Expressionrate ist nachvollziebar, daf3 der Or-
ganismus im Vergleich zu anderen Systemen (siehe Kapitel 3.2.2.1, Seite 91) nur ge-
ringe Mengen der Vitamere produziert.

Ausgehend von der Vermutung, dal3 auch die Zielsequenz aus Ginkgo biloba in ih-
rer La&nge den bekannten Pflanzengenen (ca. 930 bp) (vgl. Kapitel 3.1.1, Seite 85)
ahnlich ist, sollten die noch nicht sequenzierten 3’-und 5°-Enden der cDNA neben der
kodierenden Basenfolge ca. 300-400 bp nicht-kodierende Sequenz beinhalten.

3.2.3 RACE-PCR

Fur die Klonierung eukaryontischer ,Full-length-Gene" galt das Konstruieren einer
cDNA-Phagenbank und das anschlieRende Durchsuchen mit homologen oder hetero-
logen Sonden lange Zeit als der einzig gangbare Weg. Diese Technik bedarf nicht nur
umfangreicher technischer Fertigkeiten, sie ist ebenso zeitintensiv und teuer. Ein we-
sentlicher Nachteil dieser Methode ist ihnre hohe Nachweisgrenze. Gene, die nur in ge-
ringer Rate transkribiert werden (,single copy genes®), sind nur schwer oder gar nicht
mit dieser Methode nachweisbar. Aus diesem Grund wurde darauf verzichtet, eine im
Rahmen anderer Arbeiten erstellte cDNA-Bibliothek von Ginkgo biloba nach einem
sor-homologen Transkript zu durchsuchen.
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Stattdessen wurde der sensitiveren RACE-PCR Technik fur die Klonierung der un-
bekannten cDNA-Enden der Vorzug gegeben (siehe Kapitel 2.4.12, Seite 62). Dieses
Verfahren kann eingesetzt werden, wenn zentrale Sequenzbereiche einer cDNA be-
kannt sind. Die Methode ermdglicht nach Dieffenbach (1995) den Nachweis von nur
10 fmol einer Nukleinsaure. Die im Vergleich zur cDNA-Bibliothek wesentlich niedri-
gere Nachweisgrenze der RACE-PCR laf3t sich durch die unterschiedliche Verkettung
der notwendigen Arbeitsschritte erklaren: In beiden Fallen wird von poly(A")RNA aus-
gehend cDNA synthetisiert. Zur Synthese einer cDNA-Bibliothek werden bis zur Ver-
mehrung eines Transkriptes in einem Bakterium zahlreiche mit Materialverlusten ver-
bundene Arbeitsschritte durchgefiihrt (GroR3enselektion der cDNA, Ligation einer Lin-
kersequenz an die cDNA, Ligation der cDNA in einen Phagenvektor, Verpacken der
DNA in eine Phagenhille, Infektion von Bakterien und anschlieBende Lyse). Im Ge-
gensatz dazu erfolgt die Anreicherung des Zielmolekiils bei der RACE-PCR im ersten
Arbeitsschritt. Der folgende Klonierungsschritt kann dann mit einer exponentiell ver-
mehrten Nukleinsaure durchgefihrt werden.

3.2.3.1 Qualitat der mRNA fur die RACE-PCR

Die Qualitat der RNA erwies sich fur den Erfolg der Klonierungen als ausschlagge-
bend. Entgegen den Angaben von Dieffenbach (1995), nach denen auch Gesamt-RNA
fur die RACE-PCR eingesetzt werden kann, fihrte deren Verwendung nicht zum Er-
folg. Obwohl unter Verwendung verschiedener Protokolle RNA aus Zellen der MS,,0P-
Suspensionskulturen (jeweils 13. Kultivierungstag) isoliert wurde, verliefen die Enzym-
reaktionen nicht befriedigend. Wahrend der PCR wurden keine Amplifikate gebildet,
wenn die Reinigungsmethode Ribonukleinsaure minderer Qualitat lieferte. War eine
Methode geeignet, RNA ausreichender Qualitat zur Verfigung zu stellen, versagte die
Selektion des Zielmolekils bei der ,Nested-PCR" (vgl. Abbildung 2.2,Seite 66, und
Abbildung 2.3, Seite 73) aufgrund der Prasenz anderer RNA-Spezies.

Deshalb wurde der Reinigung von poly(A")RNA der Vorzug gegeben. Verwendet
wurde das mRNA-Isolierungssystem QuickPrep® Micro mRNA Purification Kit der
Firma Pharmacia-Biotech (siehe Kapitel 2.4.3, Seite 43), das zusatzlich die in Ginkgo
biloba in hohen Anteilen enthaltenen Polysaccharide abtrennt. Diese Abtrennung ist
von Vorteil, da Polysaccharide durch Erhéhung der Viskositat der Losung die Effizienz
der Enzymreaktion inhibieren. Die so gereinigte poly(A")RNA wurde in die 3"- und die
SMART-RACE-PCR eingesetzt (siehe Kapitel 2.4.12, Seite 62).
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3.2.3.2 3’-RACE-PCR zur Klonierung des 3’-Endes der sor-cDNA

Zur Klonierung des 3’-Endes der sor-homologen cDNA aus Zellen der Ginkgo bi-
loba-Suspensionskultur wurde, wie in Kapitel 2.4.12 (Seite 62) beschrieben, verfahren.
Zur Synthese der cDNA wurde poly(A")RNA (0,5 ug) aus am 13. Kultivierungstag ge-
ernteten MS,,0P-Zellkulturen in cDNA revers transkribiert. Die Reaktion wurde mit dem
Qr-Primer Q. durchgefiihrt [die relative Position der verwendeten Oligonukleotide
zeigt die Abbildung 7.1 (Kapitel 7.1.1, Seite 143)].

Fur die PCR-Reaktion 1 wurden die Oligo-
nukleotide Q. und Sor-3-Race (GSPs) (vgl.
Abbildung 2.1, Seite 64 und Tabelle 2.2, Seite
16) eingesetzt. Da der fir die Reverse Tran-

=
i
N

skription verwendete Erstrangprimer Q. nur
eine Ankersequenz enthielt (vgl. Tabelle 2.2,
Seite 16), wurde in der PCR-Reaktion 2 nur
der genspezifische Primer (jetzt Sor-4-Race)
ausgetauschet; der Ankerprimer blieb erhal-

N W =
o O o
o O o
o O o

o

ten. Die Reaktion wurde als ,Semi-Nested- :éggo
PCR* durchgefiihrt. : —'¥

Trotz dieser eingeschrankten Bedingungen —— 600
lieferte die PCR-Reaktion 2 ein einzelnes :fé’g

PCR-Fragment. Abbildung 3.3 zeigt die PCR- — 300
Reaktionen 1 und 2 nach der Trennung in ei-

— 200
nem 1%igen Agarosegel. Wahrend Reaktion
1 (Spur 1) keine vollstandige Selektion eines
: Abbildung 3.3 A -Gelelek-
DNA-Fragments ermoéglichte, konnte durch naung i garose-bereie
trophorese der 3-RACE-PCR-Versu-

die Reaktion 2 ein ca. 550 bp groRes DNA-
Fragment erhalten werden.

che

L = Molekulargewichtsstandard [bp], 1=
Das DNA-Fragment von 550 bp wurde aus PCR-Reaktion 1, 2 = PCR-Reaktion 2

dem Gel eluiert, in einem T-Uberhangvektor

kloniert und die Insertion mit vektorspezifi-

schen Primern sequenziert. Die verifizierten Sequenzdaten sind in den Abbildungen
7.3 bis 7.6 (Seite 145 bis 148) dargestellt (sorGB-3"). Die Basenfolge reprasentiert
ausgehend vom verwendeten ,Nested“-Primer (GSPs) Sor-3-Race Uber das Stopco-
don hinaus den noch unbekannten Bereich der mRNA. Jenseits der Translationster-
mination (Basenfolge: TAG, Ende der Sequenz pwoGBfl) folgen weitere 230 bp nicht
kodierende Sequenz. Die Polyadenylierung der mRNA ist aufgrund der Degeneration
des Erststrangprimers Qr. am 3’-Terminus (vgl. Tabelle 2.2, Seite 16) nicht visuali-
sierbar. Diese Degenerierung fuhrt das Erststrang-Oligonukleotid wahrend des Anne-
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alingvorganges der Reversen Transkription an das erste Nukleotid des nichtkodieren-
den Bereiches hinter der Polyadenylierungssequenz (vgl. Abbildung 2.2, Seite 66 und
Clontech RACE-Manual auf der CD unter \lit\Clontech). Dieses Vorgehen gibt zwar
keine Auskunft Uber die Lange des stabilisierenden Terminus, es ermdglicht aber eine
reibungslosere Reverse Transkription der mRNA und liefert langere Transkripte.

3.2.3.3 5-RACE-PCR zur Klonierung des 5-Endes der sor-cDNA

Um das 5"-Ende der sor-homologen cDNA aus Zellen der Ginkgo biloba Suspensi-
onskultur zu klonieren, wurde, wie in Kapitel 2.4.12 (Seite 62) beschrieben, verfahren.

Zur Synthese der cDNA wurden 0,5 pg poly(AY)RNA revers transkribiert, die aus 13
Tage alten MS,,0P-Zellsuspensionskulturen isoliert wurde (siehe Kapitel 2.4.3, Seite
43). Die Reaktion wurde unter Verwendung des Q:-Primers 5-RACEcDNA (siehe
Abbildung 2.1, Seite 64) durchgefihrt [die relative Position der verwendeten Oligonu-
kleotide zeigt die Abbildung 7.1 (Kapitel 7.1.1, Seite 143)].

Vom Erstrangsyntheseansatzes wurden 10% der PCR-Reaktion 1 zugefiihrt. Zur
Amplifikation des Zielmolekls dienten die Oligonukleotide Sor-2-Race und SMART ong.

1/50 der PCR-Reaktion 1 wurde in die ,nested“-PCR-Reaktion 2 eingesetzt. Zum
Polymerisationsstart wurden die Primer Sor-1-Race und Smartsho: herangezogen.
Diese Strategie war mdglich, da durch die Verwendung des Primers SMART g in der
Reaktion 1 eine zusatzliche Primerbindestelle selektiv in das 5"-Ende des cDNA-Ziel-
molekulls integriert wurde. Gegentber klassischen Verfahren, bei denen in alle ent-
stehenden cDNA-Molekile eine ,Nested“-Primerbindestelle eingefligt wird, wird hier
ein Selektionsvorteil in bezug auf das Zielmolekul erreicht (vgl. Abbildung 2.2, Seite
66, und Dieffenbach , 1995).

Jeweils 1/5 der PCR-Reaktionen wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese kon-
trolliert (siehe Abbildung 3.4, Seite 96). Die PCR-Reaktion 2 lieferte ein ca. 550 bp
groRes DNA-Fragment (vgl. Abbildung 3.4, Spur 2).

Das Fragment wurde in einen T-Uberhangvektor ligiert und sequenziert. Der Ver-
gleich der Sequenzierdaten mit bereits bekannten Genen bestéatigte eine Homologie
zum 5°-Ende bekannter sor-Sequenzen. Es handelte sich um das 5-Ende der ge-
suchten sor-cDNA. Diese besitzt vor dem Startnukleotid (vgl. Abbildung 7.3, Seite 145,
Beginn der pwoBGfl-Sequenz, Basenfolge ATG) weitere 150 bp einer nichtkodieren-
den Sequenz.
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In analoger
Weise durchgefiihrte
Reaktionen, in die im
Unterschied zum
oben beschriebenen

Versuchsablauf das
genspezifische Oli-

gonukleotid  Sor-2- 3000
Race zur cDNA-

2000
Erststrangsynthese

eingesetzt wurde
(vgl. Abbildung 2.2,

1000
Seite 66), verliefen 900
negativ. Die Nutzung ?88
eines  genspezifi- 600
schen Primers fur i?)?)
die Reverse Tran- 300
skription hatte einen 200
Selektionsvorteil fir
die Ziel-cDNA ge- 100
genlber der Ver-
wendung eines Uni- Abbildung 3.4 Agarose-Gelelektrophorese der 5-RACE-PCR-

versal-Erststrang- Reaktionen

primers erwarten
lassen. Dies war

Spuren 1/2: PCR-Reaktionen 1 und 2 wurden mit cDNA durchgefiihrt,
die mit dem Primer 5-RACEcDNA erzeugt wurde; Spuren 3/4: PCR-
Reaktionen 1 und 2 wurden mit cDNA durchgefihrt, die mit dem Primer
nicht der Fall. Durch Sor-2-Race erzeugt wurde; Spuren 5/6: PCR-Reaktionen 1 und 2 der
die beiden nachfol- Positivkontrolle, L = Molekulargewichtsstandard [bp].

genden PCR-Reak-

tionen konnte Kkein

DNA-Fragment nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 3.4, Spur 3/4). Da diese Reak-
tionen identisch zu denen der vorher beschriebenen Reaktionsfolge (Abbildung 3.4,
Spur 1 und 2) sind, mul3 der Gund in der vorausgehenden Reverse Transkription zu
suchen sein. Offensichtlich verlief dieser Schritt mit dem genspezifischen Oligonukleo-
tid nicht ausreichend gut.
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3.2.34 Gesamt-cDNA des sor-dhnlichen Gens aus Ginkgo biloba und of-
fener Leserahmen (ORF) des Gens

Die Position der fir die RACE-PCR-Versuche generierten Primer wurde so gewahlt,
daR die in diesen Versuchen polymerisierten DNA-Fragmente Uberlappungssequen-
zen mit dem zentralen, aus genomischer DNA und RNA amplifizierten Fragment be-
salBen (vgl. Abbildung 3.1, Seite 86). Dies ermdglichte es, anhand einer Homologie-
suche die uUberlappenden Bereiche festzustellen und die Sequenzen den beiden En-
den der cDNA zuzuordnen. Die mit den Progammodulen Megalign und Segman der
DNA-Suite DNA-Star Lasergene 99 durchgefiihrten Arbeiten machten das Errechnen
der kompletten Basenfolgen der sor-homologen cDNA aus Ginkgo biloba mdéglich,

ZEISO 5C|)O 7E|30 10IOO 12|50
DNA- Fragnment e ( bp)
Sor GB-5 - Ende (1>596) —— =
GB- 1H n/ 1Rick (1>459) f i :
Sor GB- 3" - Ende (1>530) : ‘ |
PWOGbf | (1>931) ‘
Abbildung 3.5 Relative Lage der durch die beschriebenen PCR-Methoden erhaltenen DNA-
Amplifikate

SorGB-5"-Ende: Fragment aus 5-RACE-PCR; SorGB-1Hin/1Rick: Zentrales Fragment aus PCR mit ge-
nomischer DNA und mRNA; SorGB-3"-Ende: Fragment aus 3-RACE-PCR; pwoGbfl: Amplifikat des ORF
mit PWO-Polymerase fiir die spatere Genexpression (zur Berechnung des Leserahmens vgl. Abbildung
3.6, Seite 98).

ohne dal’3 sie zusammenhéangend kloniert werden muf3ten. Abbildung 3.5 (Seite 97)
visualisiert die relative Lage der durch die verschiedenen PCR-Reaktionen mit DNA
und cDNA klonierten DNA-Fragmente, flr die Sequenzinformationen erhalten wurden.
Durch den Vergleich der tiberlappenden Enden der PCR-Produkte aus der 5"-RACE-
PCR (Sequenz SorGB-5"-Ende), der 3'-RACE-PCR (Sequenz SorGB-3"-Ende) mit
dem zuerst aus genomischer DNA und spéater auch aus mRNA erhaltenen zentralen
Fragment (SorGB-1Hin/1Rick) kann ihre relative Lage zueinander berechnet werden.
Der Abgleich der drei Einzelsequenzen ergab eine cDNA-Gesamtlange von ca. 1350
bp (ohne Polyadenylierungssequenz).

Zur Festlegung des fur das Sor-homologe Protein aus Ginkgo biloba kodierenden
offenen Leserahmens (ORF) wurden fir alle sechs Leseraster die ORFs berechnet
(vgl. Abbildung 3.6, Seite 98). Bei diesen Berechnungen wurde davon ausgegangen,
daR das fur Methionin kodierende ATG-Triplett als Start-Codon und die Codons ochre



98 3 ERGEBNISSE

(TAA), amber (TAG) und opal (TGA) als Translationsstop fungieren. Die Abbildung 3.6
zeigt die auf dieser Grundlage in der cDNA-Sequenz gefundenen offenen Leserah-
men. Der im Raster 1 schwarz umrandete Bereich symbolisiert eine 929 bp lange
DNA-Sequenz (entspricht 309 Aminosauren), die in der Datenbankrecherche (NCBI

50 l(IJO 1?0 2?0 2?0 3?0 3‘50 A(I)O A‘SO S(IJO 5‘50 6?0 6|50 7?0 7?0 8?0 8‘50 9?0 9?0 10|00 10‘50 11‘00 11|50 12‘00 12|50 13‘00

‘ 1
Abbildung 3.6 Kartierung der méglichen Leserahmen in der sor-homologen cDNA von Ginkgo
biloba

Die im (+)-Plus-Strang liegenden Leserahmen sind rot, die im (-)-Strang liegenden Leserahmen sind griin
markiert. Der schwarz markierte Bereich in Raster 1 symbolisiert die fir das sor-homologe Protein kodie-
rende DNA-Sequenz (ORF).

und Proteinsequenzvergleich in Abbildung 3.7, Seite 99) als sor-homolog identifiziert
wurde. Dieser Sequenzbereich wurde im weiteren dazu verwendet, um mit Pwo-Po-
lymerase (einer Proofreading-Polymerase) den fiir das Protein kodierenden Bereich zu
klonieren (vgl. Kapitel 3.2.4, Seite 100) und zu exprimieren (vgl. Kapitel 3.3, Seite
101). Wird dieses Raster zugrunde gelegt, besitzt die cDNA nichtkodierende Se-
guenzbereiche: ca. 150 bp liegen am 5 -Ende vor dem Start-Codon, ca. 230 bp hinter
dem Stop-Codon am 3-Ende der cDNA. Die Lange der Polyadenylierungssequenz
konnte aufgrund der Klonierungsstrategie nicht bestimmt werden (vgl. Kapitel 3.2.3.2,
Seite 94). Die cDNA-Sequenz sowie die sich aus dem gefundenen offenen Leserah-
men ergebende Proteinsequenz wurden in den zugehorigen Nukleotid- und Protein-
Datenbanken des NCBI und EMBL unter der Zugangsnummer AF344827 eingetragen
und stehen zum Abruf zur Verfligung.

Abbildung 3.7 (Seite 99) zeigt den aus Abbildung 3.1 (Seite 86) bekannten Homo-
logievergleich Sor-homologer Proteine erganzt um das aus Ginkgo biloba klonierte
Sor-Protein sowie das fur diese Proteinfamilie charakteristische Aminosauremotiv
(nach der CD-Database des NCBI, Proteinmotiv Sorl/Snz: pfam01680). Das in der
Datenbank erfaRte Motiv umfalRt nur einen Teil der tatsachlich vorhandenen Homolo-
gie. Diese ist zum C-Terminus der Proteinsequenz um weitere 65 Aminosauren aus-
gedehnt (Aminosaureposition 320-330 des Alignments). Die hier erkennbare deutliche
Homologie des Ginkgo-Proteins zu dem aus Cercospora nicotianae stammenden Pro-
tein (vgl auch Tabelle 3.2, Seite 100) ist Grundlage fir die in Kapitel 3.4 (Seite 107)
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1 MA SIN/GITSIVISPFRSQKNAAM C. nicotianae
1 MAlG T|G|- - H brasiliensis
1 MAlG Tlg- - A thaliana
1 ME | K- - = = = = = =« =« « = - - T. maritim
1 M- - - - - e e e e e e e oo S. cerevisiae
1 MEGEGSR---------- P. vulgaris
1 G biloba
Y R pf an01680
GLAQMLKGGVI MDVVNAEQARI AEEAGACAVMALERVPADI RAQGGVARMSD K Mjority
70 80 90 100 110 120
61 [GLAQMLK[GGVI MDVVNAEQA LERVPADI RKD[GGV M C nicotianae
28 [GLAQMLRGGVI MDVVN[EIEQA LERVPADI RAQGGV K| H brasiliensis
29 [GLAQMLRGGVI MDVVNAEQA LERVPADI RAQGGV Kl A thaliana
13 GAMFKGGVIMDVEQA LERVPADIRGGV M T maritim
9 |cLAQMLIKIGGVI MDVV EQA L e R[P A DIMRIK s|c[glVv M S. cerevisiae
31 [GLAQMLRGGVI [Dloa LERVPADI RAQGGV K| P vulgaris
28 [GLAQMLRGGV I QA LERVPADI RAQGGV Kl G biloba
11 Q RV P M pfan01680
NAVTIPVMAKARI GHEVEAQI ESEVLT Maj ority
130 140
121 NJAVT I PVMAK[SIRI GH [clo1 ESEVLT I o] C. nicotianae
88 Qs PVMAKARI GH AQI L ESEVLT N H brasiliensis
89 N[A PVMAKARI GH AQI L ESEVLT N A thaliana
73 E|A PVMAKRIGH Akl L I DESEVLT I N T. maritim
69 E[A PVMAKWVRI GH AQI L YIDESEVLT 1 [E] S. cerevisiae
91 RJA PVMAKARI GH AQI L vlViDESEVLT N P. vulgaris
88 [s A PVMAKARI GH AQI LEAI GILDYI DESEVLT I N G biloba
71 Nla pvMAKVIRI GH AQOI LEAI ¢/VIDYI DESEVLT ) pf anD1680
LGEALRRI REGAAMI RTKGEAGTGNVVEAVRH Maj ority
190 200 210
181[LGEALRRI|SEGAAMI RTKGEAGT GD|V[VEAVRH C. nicotianae
148 |L GEALRRI|REGAAMI RTKGEAGT GNV I H H brasiliensis
149|L GEALRRI|RIEGAAMI RTKGEAGT GNV H A thaliana
133|L GEALRRI AEGAAMI RTKGEAGT GNV K|H T. maritina
129LGEALRR|MEGAAM|RTKGEAGTG@V KIH S. cerevisiae
151 |L GEALRRI|RIEGAAMI RTKGEAGTGN H P. vulgaris
148|L GEALRRI AEGAAMI RTKGEAGTGNVI EAVRH G biloba
131 LGEALRRI/WMEGAAMI RTKGEAGTGNV[VIEAVRH pf anD1680
AAPYDLVKQTKQLGRLPVVNEAAGGVATPADAALMMQLGCDGVE Maj ority
240 250 260 270 280
239 Q C D KlQT KIRLPVVNFAAGGUJATPADAALMMQMGCDGVFVGSGLIF C. nicotianae
206 [A A P MQT GRLPVV[QFAAGGVATPADAALMMQLGCDGVFVGSGVF H brasiliensis
207 |[AA P viQ T GRLPVVIQFAAGGVATPADAAL FVGSGVF A thaliana
191 Gla P [RIE v GRLPVVNFAAGGVATPADAAL FVGSG[IF T. maritim
189 R V|P K T[T GKILPVVNFAAGGVATPADAAL FVGsGlIF S. cerevisiae
207 [A A P MQT GRLPV FAAGGVATPADAALMMQLGCDGVFVGSGVF P. vulgaris
206 |A A P R QT GRLPV FAAGGVATPADAALMMQLGCDGVEVGSGVE G biloba
189 [AA P [klQlv GklLpv FAAl pf ann1680
Al VOAVTHYSDPAI LAEVSCGLGEAMVGI NLXD-EKVE-RFAER- SE- - - - - Maj ority
330 340
299 VQA AEVS[s DKL K L[AIT[R]- G- - - - wr C. nicotianae
266 VQAVT AEVSC N— FANR—VRHMR H brasiliensis
267 VQAVT AEVS - lol- Flals|r/- [s E A thaliana
251 v SE EELIElV- MQIER|- G- - - WMI T. maritim
249 \Y QV s|s QSI NEAGGKNGAIR G W S. cerevisiae
267 VQAVT AEVSC SIBI—TNVE—RFANR— P. vulgaris
266 VQAVT AEVSC KD-|[EKVE-[RYAER- G biloba
211 pf anD1680
Abbildung 3.7 Vergleich sor-homologer Proteine aus Eukaryonten und einem Prokaryon-

ten (Ergénzung)

Erganzend zu Abbildung 3.1 (Seite 86) ist das aus Ginkgo biloba klonierte sor-homolge Gen (Genbank-
Nr. AF344827) sowie das in der CD-Datenbank (conserved domains database) des NCBI bekannte kon-
servierte Motiv fiir die Proteine der Sorl/Snzl-Familie (pfam 01680) eingefligt. Die Linien umschlieRen
Aminosauren, die von der Ginkgo-Sequenz differieren.

beschriebenen Versuche zur Komplementierung einer sor-defizienten Mutante von
Cercospora nicotianae mit dem aus Ginkgo biloba klonierten offenen Leserahmen.
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Tabelle 3.2 Paarweise Berechnung der Identitat/Divergenz der in Abbildung 3.1 verglichenen
sor-homologen Proteinsequenzen

Den Berechnungen der Identitat und der Divergenz zweier Sequenzen liegen unterschiedliche Algorithmen
zugrunde (Lasergene 99, DNA-Star, Megalign). Die Divergenz ist berechnet unter Einbeziehung eines re-
konstruierten phylogenetischen Baumes . Durch die Identitat werden zwei Sequenzen direkt ohne die Ein-
beziehung phylogenetischer Abhéngigkeiten miteinander verglichen. Aufgrund der Verwendung unter-
schiedlicher Berechnungsmethoden ist die Summe aus Identitét und Divergenz fiir ein Vergleichspaar nicht
100%. Die Werte fur die Vergleich rein pflanzlicher Sequenzpaare sind kursiv dargestellt, die Werte fur den
Vergleich einer pflanzlichen Sequenz (H. brasiliensis, A. thaliana) mit der von Ginkgo biloba sind fett mar-
kiert.

Identitat[%]

D 1 2 3 4 5 6 7
I 1 61,9 63,7 51,7 55,1 62,2 63,7 1 - C. nicotianae.

v 2 39,9 91,1 61,9 62,0 92,5 89,3 2 - H. brasiliensis
€ 3 37,5 10,1 64,0 62,5 87,6 85,6 3 - A.thaliana

; 4 57,5 53,4 48,5 65,7 62,5 65,1 4 - T. maritima

e 5 441 51,0 48,7 50,7 61,1 62,8 5 - S. cerevisiae

n 6 40,6 7,2 12,8 50,0 50,3 87,0 6 — P. vulgaris

z 7 37,2 12,7 17,2 46,6 48,7 14,0 7 - G. biloba
3.2.4 Klonierung des offenen Leserahmens des sor-homolo-

gen Gens aus Ginkgo biloba

Der offene Laserahmen wurde mit Hilfe der PCR amplifiziert und in den Vektor
pGem 3Zf(+) (siehe Kapitel 7.2, Seite 152) kloniert. Dazu wurde zunachst mit den
Primern sorGgfl-Start und sorGBfl-Stop auf der Grundlage der in der SMART-RACE-
PCR (vgl. Kapitel 2.4.12, Seite 62 und Kapitel 3.2.3.3, Seite 95) erstellten cDNA der
offene Leserahmen mit Pwo-Polymerase amplifiziert (vgl. Kapitel 2.4.10, Seite 57).
Das Fragment wurde zur Klonierung durch die Restriktion mit den Endonukleasen
BamH | und Sal | (vgl. Kapitel 2.4.6, Seite 49) vorbereitet und durch Préazipitation (vgl.
Kapitel 2.4.4, Seite 44) gereinigt. Das so erhaltene DNA-Fragment wurde mit dem in
gleicher Weise vorbehandelten Vektor, wie in Kapitel 2.4.7.1 (Seite 50) beschrieben,
ligiert.

Die nach der Transformation von kompetenten Zellen des Stammes E coli XL1 Blue
MRF’Kan (vgl. Kapitel 2.4.8, Seite 53) erzeugten Klone wurden zur Praparation des
Plasmids in kleinem MaRstab kultiviert. Das zwischen die BamH |- und Sal I-Restrikti-
onsschnittstellen klonierte DNA-Fragment wurde sequenziert. Die erhaltene Sequenz
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bestétigte die zuvor in den verschiedenen PCR-Versuchen im Rahmen der Klonierung
der Einzelfragmente erhaltenen Informationen. Sie zeigte ferner eine Zweideutigkeit in
der Triplettposition 3 des fiir die Aminosaure 129 kodierenden Codons. Die Klonierung
lieferte zwei unterschiedliche rekombinante Plasmide (pL5-1/2 und pL6-1, vgl. Tabelle
2.5, Seite 19). Deren Insertion kodierte an dieser Stelle entweder fur die Aminosaure
Methionin (Plasmid pL6-1, Codon ATC) oder fur Threonin (Plasmid pL5-1/2, Codon
ATG).

Das anfangs erhaltene zentrale PCR-Fragment aus genomischer DNA von Ginkgo
biloba (vgl. Kapitel 3.2.1, Seite 90) trug an dieser Stelle ein Methionin-Codon. Da die
Amplifikation des ORF mit einer Proofreading-Polymerase durchgefuhrt wurde, ist es
wahrscheinlich, dafl? schon wahrend der Reversen Transkription in einem Teil der
Transkripte eine Fehlbase eingebaut wurde. Um auszuschlief3en, ein Isogen mit einer
Aminoséaurevariabilitat bei der Klonierung tbersehen zu haben, wurden alle folgenden
mit dem Gen durchgefuhrten Experimente sowohl mit dem fir Methionin- als auch mit
dem fur Threonin-kodierenden Konstrukt durchgefihrt.

3.3 Heterologe Expression des sor-ahnlichen Gens
aus Ginkgo biloba

Um die Funktion des durch den ORF der sor-homologen cDNA aus Ginkgo biloba
kodierten Proteins zu uUberprifen, sollte das Protein in einem heterologen System
Uberexprimiert werden. Das gereinigte Protein sollte dann in einem zellfreien System
zur Produktion von Ginkgotoxin (siehe Fiehe, 1999) eingesetzt werden, um dessen
Einflul3 auf die Synthese der Be-Vitamere charakterisieren zu kénnen.

Da in der Literatur keine Daten zur Tertiarstruktur und zur posttranslationalen Modi-
fikation der Sor-homologen Proteine vorliegen, wurde entschieden, das Protein sowohl
prokaryontisch als auch eukaryontisch zu exprimieren und beide Proteine hinsichlich
ihres Effektes auf die Ginkgotoxinbildung zu vergleichen. Sollte sich kein Unterschied
zwischen beiden Expressionsmodi zeigen, kdnnte man davon ausgehen, dass ent-
weder keine posttranslationale Modifikation durch den eukaryontischen Organismus
vorgenommen wird, oder diese keinen Einflu3 auf die Enzymaktivitat besitzt. In einem
solchen Fall kénnte in weiteren Versuchen mit dem einfacheren der beiden Systeme
weiter gearbeitet werden.
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3.3.1 Prokaryontische Expression in Escherichia coli mit dem
pMal™ Protein Fusion and Purification System

Als prokaryontisches Expressionsystem diente das pMal™ Protein Fusion and Pu-
rifcation System der Firma New England Biolabs. Dieses System bietet die Mdglichkeit
der Expression und Reinigung des Zielproteins zusammen mit dem Maltose-Binde-
protein (MBP) aus Escherichia coli. Die Expression Uber den starken ,tac“-Promotor in
Kombination mit dem malE-Translationsinitiationssignal erméglicht eine gute Expres-
sionsrate. Die Reinigung der Proteins erfolgte Gber eine Amylose-Matrix, an die nur
das Fusionsprotein aufgrund seiner Maltose-bindenden Domane bindet (umfassende
Informationen zum System finden sich auf der beiliegenden CD unter \lit\NEB\pMal\).

3.3.1.1 Klonierungsstrategie

Zur Expression des Proteins waren vorangehende Klonierungsarbeiten notwendig,
deren Durchfihrung im Kapitel 2.5.3 (Seite 78) beschrieben ist. Der offene Leserah-
men der Vektoren pL5-1 (ORF mit Codon fir Aminoséaure 129 = Threonin) und pL6-1
(ORF mit Codon fur Aminosaure 129 = Methionin) wurden mit den Endonukleasen
BamH | und Sal | herausgeschnitten, in den mit dem gleichen Enzymen vorbehandel-
ten pMal-c2-Vektor ligiert und Zellen des Expressionstammes E. coli XL1 Blue
MRF Kan damit transformiert (Expressionskonstrukte siehe Kapitel 2.5.3, Seite 78).

Xmnl Eco R1 Bam H1 Sall Pstl Hind I

5-malE...ATC GAG GGA AGG ATT TCA GAATTC G|GA TTC...[sor-ORF|..G|TC GAC CTG CAG GCAAGC TTG ... Lacza-3’
lle Glu Gly ArgT

Faktor Xa-Schnittstelle

Abbildung 3.8 Klonierungsschema der Konstrukte fiir das pMal-System

Zur Kontrolle der Transformation wurde aus einer 2 ml-Kultur einer rekombinanten
Bakterienkolonie das Expressionsplasmid reisoliert und die korrekte Ligation durch
Restriktionsanalyse mit den Endonukleasen BamH | und Sal | kontrolliert. Ferner
wurde die korrekte Ligation durch DNA-Sequenzierung des ORF mit den Primern
pMal-MCS-Hin und pMal-MCS-Ruck (vgl. Tabelle 2.2, Seite 16 und Abbildung 7.1,
Seite 143) Uberprift. Bei den Klonen, die sowohl in den Restriktionanalysen als auch
der Plasmid-Sequenzierung positive Ergebnisse lieferten, wurde die Synthese des
Fusionsproteins induziert (siehe Kapitel 2.5.3.1, Seite 78). Der Erfolg der Induktion
wurde mit Hilfe von SDS-PAGE lberpruft.
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Die Tabelle 2.16 (Seite 35) zeigt die im Rahmen dieser Klonierung erzeugten Ex-
pressionskonstrukte und rekombinanten Organismen fur das Methionin- (pL60-1) bzw.
das Threonin-tragende sor-Gen (pL53-35-1) aus Ginkgo biloba.

Das durch den nicht rekombinanten pMal-c2-Vektor (siehe Kapitel 7.2.2, Seite 152)
kodierte MalE-Protein besitzt eine Gréf3e von 42 kDa. Durch die Fusion mit dem im
gleichen Leseraster folgenden lacZa -Protein entsteht bei der Induktion eines Wirtes,
der ein nicht rekombinantes Plasmid tragt, ein Fusionprotein von 52 kDa. Dieser Ver-
such ermdglicht die Kontrolle des Induktionsverfahrens.

Die anhand des ORF berechnete Grol3e des Sor-Proteins aus Ginkgo biloba be-
trdgt 33 kDa. Nach der Induktion eines malE-sor-rekombinanten Organismus sollte
dieser bei Induktion ein Fusionsprotein von ca. 75 kDa GroRRe produzieren. Bei korrek-
ter Translation sollte dieses Protein durch Hydrolyse mit der Protease Faktor Xa in das
Zielprotein (33 kDa) und seinen Fusionsanteil (Maltose-Bindendes-Protein: 42 kDa)
spaltbar sein. Dies ist mdglich, da die gewahlte Klonierungsstelle im Vektor pMal-c2
strangabwarts zu dem Bereich liegt, der flr das Faktor Xa-Erkennungsmotiv kodiert.

pMal-c2-leer pL53-35-1 L pL60-1

3.3.1.2 Expressionsergeb- 0 1h 5h 0 1h 5h th 0 5h
nisse und Protein- — 97kpa

L|I

reinigung

Fur jedes der beiden in den :z
pMal-Vektor klonierten Gene konn- L " — 45 kDa
ten erfolgreich rekombinante Orga-
nismen des Stammes E. coli XL1 -
Blue MRF'Kan (vgl. Tabelle 2.16,
Seite 35) erzeugt werden, die ein

- ——30 kDa

Protein korrekter GrofRe produzier-
ten.

Dazu mufRdten die von der Firma —201kDa
NEB empfohlenen Induktionspara-
meter modifiziert werden: Richpenc-
Medium wurde im Verhéaltnis 1/100

mit einer Vorkultur des zu induzie- -
Abbildung 3.9 SDS-PAGE der Induktions-

kontrolle.

——14,4kDa

renden rekombinanten Stammes

angeimpft und bis zu einer ODsw
. . R Der Expressionsstamm trug die obigen Plasmide:
von 0,5 inokuliert (37 °C, 180 rpm). pMalc2-leer (Kontrollvektor pMal-c2), pL53-35-1
Durch Zugabe von IPTG wurde die (pPMal-c2-sorGBThr), pL60-1 (pMal-c2-sorGBMeth);
Bildung des Fusionsproteins indu- Zeitpunkt der Probennahme: 0 = vor Induktion, 1 = 1
h nach Induktion, 5 = 5 h nach Induktion.
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ziert (Endkonzentration 0,3 mM). Die Kultur wurde weitere 5 h bei 28-30 °C inkubiert.
Diese Temperaturabsenkung muf3te vorgenommen werden, um eine Bildung des Pro-
teins zu ermdglichen. Wurde wie vom Hersteller empfohlen verfahren (0,3 mM IPTG,
180 rpm, 37 °C, 5-24 h), begann nach ca. 4 h die Lyse der Zellen. Sie schwammen in
Agglomeraten, wie man sie auch nach Phagenhydrolyse kennt, im Medium. Die Zell-
zahl reduzierte sich so drastisch, da die Suspension wieder klar wurde. Eine Reini-
gung des Proteins war nicht moglich. Die Abbildung 3.9, Seite 103, zeigt die Protein-
rohextrakte nach Trennung durch SDS-PAGE vor und nach Induktion.
Zur Reinigung des Fusi-

onsproteins unter modifi- . 0 s
Zierten  Expressionsbedin- o7 kon pa—
ungen wurde das Zellse- o— jons-
g_ 9 ) 66 kDa. - *4%325
diment einer 1 | Kultur nach ]
der in Kapltel 2.5.3 (Seite sskoi— (i . Eusors
78) beschriebenen Methode :
aufgearbeitet. Das Fusi- — Sor.

. . . s protein
onsprotein wurde Uber eine 30kpa —
Amylose-Affinitatschroma-

- e - L
tographie von den Ubrigen 20,1 ko :
im Rohextrakt enthaltenen .
Proteinen getrennt. Die 14,4 kDa — ”

Abbildung 3.10 zeigt die
Coomassie-Blue-Féarbung

einer SDS-PAGE zur Kon-
trolle der Reinigung. Nach

Abbildung 3.10 Reinigung des Fusionsproteins

L = Molekulargewichtsstandard; O = Rohextrakt (nicht indu-
ziert); 5h = Rohextrakt (5 h nach modifizierter Induktion; gerei-
nigt = Uber Maltose-Harz gereinigtes Protein; gereinigt, Faktor
Induktion der Fusionspro- Xa = gereinigtes Protein nach Hydrolyse mit Faktor Xa.

teinsynthese erschien eine

zusatzliche Bande von ca.

76 kDa GrofR3e, die sich (neben wenigen anderen Proteinen) Uber die Amylose-Affini-
tatsmatrix reinigen liel3. Die Hydrolyse mit Faktor Xa lieferte zwei Proteinfragmente
korrekter GréRRe (Fusionsanteil 42 kDa, Zielprotein ca. 36 kDa).Die Charge des so ge-
reinigten Proteins konnte fir Inkubationen in dem von Fiehe (1999) beschriebenen
System verwendet werden.
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3.3.2 Eukaryontische Expression in Saccharomyces cerevi-
siae
3.3.21 Das pQE-30-Hefe-System

Zur eukaryontischen Expressions des Sor-homologen Proteins aus Ginkgo biloba
diente ein Hise-Tag gestltztes System der Firma Qiagen, Hilden, zur Expression in
Saccharomyces cerevisiae. Dieses System vereinigt die Mdglichkeit der Expression in
einem eukaryontischen Wirt mit den Vorteilen einer Hise-Tag-Ni?*-NTA-gestiitzten Pro-
teinreinigung. Die Expression des Proteins wird Uber einen Galactose-induzierbaren
Promotor gesteuert.

3.3.2.2 Klonierungsstrategie

Zur Expression des Proteins waren vorangehende Klonierungsarbeiten notwendig,
deren Durchflihrung im Kapitel 2.4.9 (Seite 55) beschrieben ist. Der offene Leserah-
men der Vektoren pL5-1 (ORF mit Codon fir Aminoséaure 129 = Threonin) und pL6-1
(ORF mit Codon fur Aminosaure 129 = Methionin) wurden mit den Endonukleasen
BamH | und Sal | herausgeschnitten, in den mit den gleichen Enzymen vorbehandelten
pQEsoY-Vektor ligiert und Zellen des Bakterienstammes Escherichia coli XL1 Blue
MRFKan damit transformiert (Expressionskonstrukte siehe Tabelle 2.6, Seite 19).
Dieser Schritt diente der Vermehrung des Expressionskonstruktes und war méglich, da
der Expressionsvektor pQEsY als Shuttle-Vektor sowohl einen bakteriellen als auch
einen pilzlichen Replikationsursprung besitzt.

6xHis TAG Bam H1 sall Pst 1 Hind 11
5'-...ATG AGA GGA TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC G|GA TCC..[sor-ORF]...G|TC GAC CTG CAG GCC AAG CTT...-3’
His His His His His His
Abbildung 3.11 Klonierungsschema der Konstrukte fur das pQEzY-System

Zur Kontrolle der Transformation wurde aus einer 2 ml-Kultur einer rekombinanten
Bakterienkolonie das Expressionsplasmid reisoliert und die korrekte Ligation durch
Restriktionsanalyse mit den Endonukleasen BamH | und Sal | kontrolliert. Entsprach
das erzeugte Konstrukt den Erwartungen, wurden Zellen von Saccharomyces cerevi-
siae mit 1 pg des rekombinanten Vektors, wie in Kapitel 2.4.9 (Seite 55) beschrieben,
transformiert und die erhaltenen Klone durch PCR kontrolliert.

Bei den Klonen, bei denen diese Kontrolle den Nachweis eines rekombinanten
Plasmides im Organismus erbrachte, wurde die Synthese des Fusionsproteins indu-
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zZiert (siehe Kapitel 2.5.4, Seite 82). Der Erfolg der Induktion wurde mit Hilfe von SDS-
PAGE uUberpruft. Die Tabelle 2.16 (Seite 35) zeigt die im Rahmen dieser Klonierung
erzeugten rekombinanten Organismen fur das Methionin- (pL63-9) bzw. das Threonin-
tragende sor-Gen (pL58-1) aus Ginkgo biloba.

Das durch den nicht rekombinanten pQEsY-Vektor (siehe Kapitel 7.2.2, Seite 152)
kodierte Hise-Oligopeptid besitzt eine Gro3e von ca 0,8 kDa. Die anhand des ORF be-
rechnete Gro3e des Sor-Proteins aus Ginkgo biloba betragt 33 kDa. Nach der Induk-
tion der Hiss-sor-rekombinanten Hefe sollte diese ein Fusionsprotein von ca. 34 kDa
GroRRe synthetisieren.

3.3.2.3 Expressionsergebnisse
o 2
- £ E GE
S > -
28 2 % 2 g @3
o & (£‘° © © 9“’ ©
TT T L 4 4 = = Ta
T =
150 kDAl s -
100 KD@ e
75 KDa s -
His,-Protein: ]
62 kDa » o
50 kDay *
.Zielprotein:
35 kDa == - 34 kDa
His,-Protein:
28 kDa
25 kDa =

Abbildung 3.12 SDS-PAGE der Induktionskontrolle.

Hise-ELISA-Hiss-Kontrolle: Hise-ELISA der Kontrollproteine; Hisg-Kontrolle: Hiss-Fusionsproteine als Posi-
tivkontrolle fur Hiss-ELISA (Molekulargewicht 62 kDa, 28 kDa); die rekombinante Hefestamme trugen fol-
gende Plasmide: pQEzY (Kontrollvektor pQEsoY, nicht induziert), pQEsoY-ind. (Kontrollvektor pQEsY, in-
duziert), pL63-9 (pQEscY-sorGBMeth, nicht induziert), pL63-9-ind. (pQEscY-sorGBMeth, induziert); Hise-
ELISA-pL63-9-ind.: Nachweis eines Hise-Fusionsproteins im Rohextrakt von pL63-9-ind.; die Eigenschaften
der Vektoren sind in den Tabellen 2.6, 2.16 (Seiten 19, 35) dargestellt.

Fir jedes der beiden in den pQEsoY-Vektor klonierten Gene konnten erfolgreich re-
kombinante Organismen des Stammes Saccharomyces cerevisiae (vgl. Tabelle 2.16,
Seite 35) erzeugt werden. Fir das Methionin-tragende Gen aus Ginkgo biloba wurde
exemplarisch die Expression als Hises-Fusionsprotein durch ELISA mit einem Penta-
His-Antikérper gezeigt. Zur Induktion der Synthese des Fusionsproteins wurde, wie in
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Kapitel 2.5.4 (Seite 82) beschrieben, verfahren. Nach der Induktion ist nur im Rohex-
trakt des Hefestammes, der ein rekombinantes Plasmid tragt, die Bildung eines Oli-
gohistidinmarkierten Proteins nachweisbar (siehe Abbildung 3.12, Seite 106). Die De-
tektion des Hise-Fusionsanteils erfolgte durch einen Enzym-gekoppelten ELISA mit ei-
nem Penta-His™-Maus-Antikdrper nach Western-Transfer der Proteine auf eine
PVDF-Membran (vgl. Kapitel 2.5.5, Seite 83).

Da das detektierte Protein die errechnete Groflie von 34 kDa besitzt, wird davon
ausgegangen, dal3 es sich um das vektorkodierte Hises-Sor-Fusionsprotein handelt.
Eine Reinigung des Proteins an einer Nickel oder Kobalt-Matrix steht noch aus.

3.4 Komplementierungsversuche mit Cercospora
nicotianae

Ehrenshatft et al. (1999) wiesen durch Versuche mit sor-Mutanten des Ascomyceten
Cercospora nicotianae nach, daf} dieses Gen an der Biosynthese des Vitamin Bs be-
teiligt ist. Eine Vitamin Be-defiziente sor-Mutante konnte erfolgreich durch Transforma-
tion mit dem Organismus-eigenen Gen komplementiert werden. Die transformierte
Mutante war im Gegensatz zur untransformierten in der Lage, auf Pyridoxin-freiem
Medium zu wachsen; sie produzierte Vitamin Be.

Dieses Komplementierungssystem bietet sich an, um die sor-homologen Gene un-
bekannter Funktion anderer Organismen dadurch zu untersuchen, da3 man das
Wachstum eines Wildtyp-Stammes mit dem eines mutierten Stammes vergleicht, der
ein homologes Fremdgen tragt. Kurzlich konnte ein sor-homologes Gens aus Phaseo-
lus vulgare (pdx1) von Dr. Cindy Pidgeon klonierte werden (persdnliche Mitteilung). Die
Komplemetierung eines sor-defizienten Cercospora nicotianae-Stammes mit diesem
konnte die Vitamin Bs-Auxotrophie des Organismus kompensieren (personliche Mittei-
lung von Dr. Marylin Ehrenshaft). Dieser Versuch bestétigte die vermutete Funktion
des sor-homologen Gens aus Phaseolus vulgaris.

3.4.1 Komplementierung von sor-defizienten Cercospora ni-
cotianae-Mutanten mit dem sor-homologen Gen aus
Ginkgo biloba

In gleicher Weise sollte die Funktion des aus Ginkgo biloba klonierten sor-homolo-
gen ORF charakterisiert werden. Durch die Transformation eines im sor-Gen mutierten
Cercospora nicotianae-Stammes mit dem das Ginkgo-Gen tragenden Plasmid
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pBargpel (Pall et al.) sollte die Vitamin Bs-Synthese-Aktivitat der Mutante wiederher-
gestellt werden. Die transformierte Mutante sollte — im Gegensatz zur untransformier-
ten — auf Pyridoxin-freiem Medium wachsen kdnnen.

3.4.1.1 Klonierungsstrategie

Zu diesem Zweck wurden der ORF aus den Klonierungsvektoren (pL5-1/2 [sorGbfl-
aal29Thr] und pL6-1 [sorGBfl-aal29Met], vgl. Tabelle 2.5, Seite 19) durch Hydrolyse
mit den Endonukleasen BamH | und Sal | herausgeschnitten und in den mit BamH |
und Xho | gedffneten Vektor pBargpel ligiert. Die Abbildung 3.13 zeigt die Klonie-
rungsstrategie (zur Karte des Plasmide siehe Kapitel 7.2.2, Seite 152):

- trpC-termi GageT oG SorGBORF - 5 BATES i igin -5°
3 trpCtermmator...KpnlxbalApalGAGCT ]G CeTAG ¢G><ba1Sall(:IaledB...gpdA promotor ...pUC origin -5

/|

Xhol-Sal 1 BamH1 - BamH1
Klonierung Klonierung

Abbildung 3.13 Klonierungsstrategie der Komplementierungskonstrukte

Der mit den Endonukleasen BamH | und Sal | vorbereitete sor-ORF aus Ginkgo biloba wurde in den mit
BamH | und Xho | vorbereiteten Vektor pBargpel ligiert.

Da der Komplementierungsvektor einen pUC-Origin besal3, konnte das rekombi-
nante Plasmid in Escherichia coli vermehrt werden. Das vermehrte und gereinigte
Plasmid stand dann zur Transformation in die Cercospora nicotianae-Zellen zur Ver-
figung. Die Transformation verlief nur dann erfolgreich, wenn das Plasmid in ausrei-
chender Reinheit vorlag. Diese konnte nur mit dem Wizard Plus® Plasmid Isolierungs-
system der Firma Promega (siehe Kapitel 7.3.2, Seite 153 und Herstellerinformationen
auf der CD unter \lit\Promega\) erreicht werden.

Die Transformation der Pilzzellen mit dem Plasmid und der Test der rekombinanten
C. nicotianae-Klone wurde von Dr. Marilyn Ehrenshaft, NY, USA, durchgefihrt.

3.4.1.2 Ergebnisse der Komplementierungsversuche (Dr. M. Ehrenshaft,
Persoénliche Mitteilung)

Zur Komplementieurng wurde ein sor-defizienter Stamm von Cercospora nicotianae
mit den rekombinanten pBargpel-Vektoren transformiert. Die erhaltenen Klone wurden
auf Minimal-Medium transferiert, auf dem der Wildtyp-Stamm wachst. Keine der
Transformanten wuchs auf diesem Medium.
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Daraufhin wurden diese Klone auf Minimalmedium transferiert, das Pyridoxin in den
Konzentrationen 1 ng /ml und 10 ng/ml enthielt. Keiner der Tranformanten wuchs
besser als eine gleichzeitig getestete Mutante, die nur den Kontrollvektor (pBargpel
ohne Fremdgen) trug.

Diese Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, dal3 das sor-homologe Gen aus Ginkgo
biloba das mutierte Gen des Wirtsstammes nicht ersetzen kann.
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4 DiskussioN

4.1 Uberlegungen zur Biosynthese von Vitamin B in
Ginkgo biloba

4.1.1 Die Gene der sor (pdx1)- und sno (pdx2)-Familie

Nachdem Ehrenshaft (1999) durch Versuche mit sor -Mutanten nachweisen konnte,
dal’ das durch sorl(pdxl) kodierte Protein an der Biosynthese der Vitamere der Be-
Gruppe in Cercospora nicotianae beteiligt ist (vgl. Kapitel 1.4, Seite 11), konnte flr
eine Vielzahl der bis dahin bekannten Gene homologer Sequenz anderer Organismen
ebenfalls eine solche Funktion postuliert werden. Wahrend im Genom der meisten
Organismen nur ein einzelnes sor-homologes Gene gefunden wurde, konnten in
Saccharomyces cerevisiae drei Isogene identifiziert werden (snzl, snz2, snz3). Se-
guenzvergleiche mit konservierten Aminosauremotiven bekannter Funktion haben bis
dato nur eine phosphatbindende Doméne in den Sequenzen der Sor-Proteinfamilie
(Pfam01680) erkennen lassen. Zahlreiche Berichte deuteten desweiteren darauf hin,
daR das Protein in verschiedenen Mikroorganismen entweder wahrend der stationaren
Wachstumsphase (z. B. Saccharomyces cerevisiae [Padilla et al., 1998]) oder nach
Stressinduktion (z. B. Hevea brasiliensis [Sivasubramaniam et al., 1995], Aspergillus
nidulans [Osmani et al., 1999], Cercospora nicotianae [Ehrenshaft et al., 1998]) ex-
primiert wird. Das Protein sollte folglich in einem Biosyntheseweg mitwirken, dessen
Produkt der Zelle in solchen Situationen dienlich ist. Bilski et al. (2000) konnten zei-
gen, dal’3 Pyridoxin in Cercospora nicotianae als effektives Antioxidans bei Singulett-
Sauerstoff-Stre3 des Pilzes wirkt, der durch Cercosporin unter Einwirkung von UV-
Strahlung gebildet wird (vgl. Kapitel 1.4, Seite 11).

Wenig spéater wurde in vielen Mikroorganismen und spater auch in der Pflanze
Arabidopsis thaliana ein zweites Gen (sno, spater zu pdx2 umbenannt) entdeckt, des-
sen Aminoséauresequenz ebenfalls hoch konserviert ist und das mit dem Gen der sor-
Familie coreguliert wird. Padilla et al. (1998) und Galperin et al. (1997) lokalisierten
dieses Gen in zahlreichen Organismen immer in unmittelbarer Nahe des sor/pdx1-
Gens. Analog zu den drei Isogenen mit sor-homologer Sequenz existieren in Saccha-
romyces cerivisiae auch drei sno-Isogene (snol, sno2, sno3). Jeweils in einer Paarung
aus sor und sno-Gen liegen sie auf unterschiedlichen Chromosomen. Wie aufgrund
der genetischen Struktur von Eukaryonten und Prokaryonten zu erwarten ist, wird in
der Hefe Saccharomyces cerivisiae jedes der beiden benachbarten liegenden Gene
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von seinem eigenen Promotor reguliert; in Bakterien (B. subtilis, H. influenzae, M. le-
prae) liegen beide Gene unter der Kontrolle eines einzigen Promotors in einem
Operon. In solchen Spezies, die die Biosynthesegene pdxA und pdxJ tragen, kommen
sno(pdx2) genauso wie sor(pdx1) nicht vor (vgl. Tabelle 7.1, Seite 149).

Aufgrund seiner Homologie zur Genfamilie yaadE, einem entsprechenden Gen der
Purin-/Histidin-Biosynthese mit einer Pyridoxalphosphat-unabhéngigen Glutamin-
Amidotransferase-Aktivitat, wurde fir das Genprodukt von sno ebenfalls eine solche
Aktivitat postuliert. Diese nur auf Sequenzvergleichen basierende Vermutung wurde
durch Ergebnisse von Tanaka et al. (2000) und Tazuya et al. (1995) gestltzt. Sie un-
terschieden anhand von Fitterungsexperimenten mit **N-markierten Aminogruppen-
Donatoren Transaminierungs- und Transamidierungsreaktionen in der Pyridoxin-Bio-
synthese verschiedener Organismen. So zeigten sie, dal3 solche Organismen, die
Gene der pdxA/pdxJ-Familie tragen (Escherichia coli, Escherichia aerogenes, Pseu-
domonas putida), den schweren Stickstoff ausschlieflich aus [a-Amino-*N]-L-Gluta-
minsaure in das Pyridingerust des Pyridoxins einbauen; der schwere Stickstoff aus
[Amido-**N]-L-Glutamin wurde nicht in das Molekdl inkorporiert. Aufgrund des Wissens
um die Pyridoxalphosphat-abhangige Aminotransferase PdxC/SerC in der Vitamin Be-
Biosynthese von Escherichia coli war dieses Ergebnis zu erwarten. Umgekehrt jedoch
konnten diese Forscher bei Organismen, die die Gene der snz/sno-Familien tragen,
nur den Einbau von schwerem Stickstoff aus [Amido-*N]-L-Glutamin in das Pyridoxin
detektieren (bei Aspergillus nidulans, Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae,
Staphyllococcus aureus, Bacillus subtilis). Da der Amido-Stickstoff des L-Glutamins nur
durch Transamidierungs-Reaktionen Ubertragen wird, die nicht Pyridoxalphosphat-
abhangig sind, folgerten Tanaka und Tazuya, einen noch unbekannten Weg des Ein-
baus des Stickstoffs in das Vitamin und damit der Vitamin B¢-Biosynthese gefunden zu
haben.

Aufgrund der engen Verbindung der sor- und der sno-Gene durch ihre zusammen-
hangende Lokalisation im Genom der Organismen und die Koregulation ihrer Expres-
sion mul® die Frage gestellt werden, inwieweit auch die durch diese Gene kodierten
Proteine funktionell interagieren. In diesem Zusammenhang muf3 beachtet werden,
dal erste Ergebnisse mit dem rekombinant exprimierten Fusionsprotein MalE-Sor aus
Ginkgo biloba im zellfreien System nach Fiehe (1999) keine Steigerung der MPN-Pro-
duktion erkennen lieBen (vgl. Kapitel 4.3, Seite 116). Die Ursache hierflr kann sein,
daR die Zugabe von nur einem der beiden natrlicherweise koexprimierten Proteine zu
diesem System allein keinen steigernden Effekt bewirken kann, wenn ein Protein ei-
nen zweiten funktionellen Partner benétigt (vgl. Kapitel 4.3, Seite 116). Diese ersten
Beobachtungen werden gestutzt durch Versuche von Padilla et al. (1998) an einem
Zwei-Hybrid-System mit den paralogen Genen aus Saaccharomyces cerevisiae. Mit
diesem System konnte er die Interaktion eines Snzl1-Proteins der Hefe sowohl mit ei-
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nem zweiten Snzl- als auch mit einem Snol-Protein nachweisen. Fur die Interaktion
von Snzl- mit dem Snz2-Protein — einen Isoenzym des Snzl - fand sich keine Evi-
denz. Padilla und Mitarbeiter schlieBen aus diesen Ergebnissen, dal3 die beiden Pro-
teine als Enzymkomplex in Form von Heterooligomeren in der Zelle vorliegen. Ferner
gehen sie davon aus, dafl? aufgrund dieser physikalischen Interaktion, der benachbar-
ten Lage der Gene im Genom der Hefe und ihrer gemeinsamen Regulation beide Pro-
teine in dem gleichen Biosyntheseweg involviert sind. Fur die Produktion des Ginkgo-
toxins im zellfreien System nach Fiehe (1999) mit Zusatz von rekombinant exprimier-
ten Proteinen lassen sich unter Einbeziehung dieser Hypothesen die in Kapitel 4.3
(Seite 116) dokumentierten Schluf3folgerungen ziehen.

4.1.2 Evidenzien fur zwei unabhéngige Biosynthesewege des
Vitamin Bs in der Natur

Der in Escherichia coli erforschte Biosyntheseweg der Be-Vitamere auf der Grund-
lage der pdx-Gene wurde zunéachst als allgemeingultig angesehen. Durch die neuen
Erkenntnisse, die durch die Gene der sor/pdx1l- und sno/pdx2-Familien gewonnen
wurden sowie durch die zunehmende Aufklarung der Genome vieler Organismen und
deren Vergleich miteinander, stellte sich die Frage, ob noch ein zweiter, ,alternativer*
Biosyntheseweg fiir die Be-Vitamere in der Natur existiert (vgl. Kapitel 4.1.1, Seite 111).

In diesem Zusammenhang stellte Mittenhuber (2001) umfangreiche Untersuchun-
gen zum Vorkommen und zur Sequenzhomologie der bisher bekannten Biosynthese-
gene — sowohl der klassischen pdx-Gene als auch der neu entdeckten sor/sno-Gene —
an. Entgegen den bisherigen Vermutungen sind die aus der Biosynthese von Esche-
richia coli gut bekannten Gene der Familien pdxA und pdxJ in allen Phyla wenig ver-
breitet (vgl. Tabelle 7.1, Seite 149). Ihr Vorkommen beschrankt sich nach heutigem
Kenntnisstand auf gramnegative Bakterien — wahrscheinlich vornehmlich auf fakultativ
anaerobe Bakterien sowie aerobe Kokken und Stabchen (,Proteobakterien). Im Ge-
gensatz dazu sind Homologe der Genfamilien sor/pdx1 und sno/pdx2 viel weiter ver-
breitet als zunédchst angenommen. Sie lassen sich in Organismen aus allen drei Do-
manen des Lebens nachweisen: in Archaebakterien, in Eubakterien und in Eukaryon-
ten. Desweiteren sind auch Organismen identifiziert worden, denen Homologe beider
Gengruppen fehlen. Diese Spezies sollten nicht zur Vitamin Be-Biosynthese befahigt
sein. Genauso sind Organismen bekannt, die sowohl sor/sno-homologe als auch
pdxA-homologe Sequenzen tragen (jedoch nicht pdxJ): Bacillus stearothermophillus
und Pseudomonas multocida. Diese sollten gegebenenfalls in der Lage sein, beide
Synthesewege zu vollziehen.
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Es stellt sich die Frage, warum sich die Natur zwei voneinander unabhangige Syn-
thesewege fur den gleichen Stoff leistet. Mittenhuber (2001) gibt dazu Erlauterungen:
Gramnegative Bakterien (,Proteobakterien”, z. B. das Enterobakterium Escherichia
coli) gehéren entwicklungsgeschichtlich zu den jungeren Organismen der Prokaryon-
ten (Gupta, 1998). Von ihnen sind bisher nur sehr wenige bekannt, die sor/sno-Se-
guenzen im Genom tragen: nur Pasteurella multocida, Haemophillus influenza, Hae-
mophillus ducreyi aus der Familie der Pasteurellaceen. Stutzt man sich bei der Be-
rechnung von Verwandtschaftsbeziehungen auf die durch rRNA-Analysen erhaltenen
Daten und legt die von Woese (1998) und Doolittle (1999) vorgeschlagene Vernetzung
der Spezies durch horizontalen und lateralen Genetransfer anstelle einer baumartigen
Verzweigung zugrunde, ergibt sich folgendes Bild (nach Mittenhuber, 2001): Ein auf
Sor/Sno-basierender Biosyntheseweg ist wahrscheinlich der zunéchst allen Organis-
men eigene Biosyntheseweg gewesen. Im Laufe der Evolution wurden aus noch un-
bekannten Grinden die sor/sno-Gene bei einigen Organismen aus der Abteilung der
gramnegativen Bakterien deletiert und durch die Gene des pdxA/pdxJ-abhangigen
Syntheseweges ersetzt. Allein in der Familie der Pasteurelaceen sind sie in wenigen
Arten erhalten geblieben (s.0.).

Unter diesem Blickwinkel kann auch die unterschiedliche Regulation beider Vita-
min Bs-Biosynthesewege neu bewertet werden: Die sor/sno-Gene des sor/sno-ab-
hangigen Biosyntheseweges sind stel3induzierbar (vgl. Kapitel 4.1.1, Seite 111); ganz
anders hingegen die Gene pdxA und pdxJ im de novo-Syntheseweg von Escherichia
coli. Im Genom dieses ,modernen” Bakteriums (Mittenhuber, 2001) liegen beide Gene
in komplexen Operons mit einer Vielzahl anderer Gene vor, die in fundamentale Zell-
prozesse involviert sind. Die Biosynthese des Vitamin Bg ist dadurch an das Zell-
wachstum gekoppelt.

Der in Escherichia coli bekannte de novo-Syntheseweg enthalt ein Paradoxon: Fur
die Synthese der Aminoséure 4-Hydroxy-L-Threonin bendétigt der Organismus eine
Transaminierungsreaktion. Diese wird katalysiert durch eine Pyridoxalphosphat-ab-
héngige Transaminase SerC (vgl. Kapitel 1.2, Seite 3 und Abbildung 1.3, Seite 5). Das
Vitamin ist somit an seiner eigenen Biosynthese beteiligt. Mittenhuber (2001) vermutet
daher, dal3 vor der Einfihrung des Biosyntheseweges in den Stoffwechsel des Bakte-
riums das Vitamin bereits vorhanden gewesen sein muf3. Diese Annahme scheint fir
die Gruppe der Enterobakterien nachvollziehbar, leben sie doch im Entrum in einem
Millieu, dem standig neue Stoffwechselkomponenten durch Nahrungsaufnahme zuge-
fuhrt werden - auch Vitamine. Dieser Umstand macht die spezieseigene Biosynthese -
zunachst kodiert durch sor/sno Gene - Uberflissig. Aufgrund mangelnden Selektions-
drucks kénnte dieser urspriinglich vorhandene Stoffwechselweg im Laufe der Evolu-
tion verloren gegangen sein. Die Fahigkeit zur Biosynthese auf dem bekannten Weg
konnte der Organismus unter sich spater &ndernden &uf3eren Einflissen durch erneu-
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ten Selektionsdruck hinzugewonnen haben. Die Tatsache, dal3 obligat parasitisch le-
bende Organismen (Rickettsia, Mycoplama, Borrelia [Ehrenshaft et al., 1999], vgl.
auch Abbildung 7.1, Seite 149) weder Homologe der einen noch der anderen Se-
guenzfamilie tragen, kénnte ein weiterer Hinweis auf die Entstehung des de novo-
Biosyntheseweges sein: Durch die Bindung an ihren Wirt kbnnte ein erneuter Selekti-
onsdruck ausgeblieben sein, was sich im Fehlen pdxA/pdxJ-homologer Sequenzen im
Genom dieser Organismen aufert (Ehrenshaft et al., 1999, und Mittenhuber, 2001).

4.2 Sor-homologe Sequenz aus Ginkgo biloba

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die Existenz einer sor-homologen DNA-
Sequenz im Genom von Ginkgo biloba und die Expression des Gens in Zellsuspensi-
onskulturen der Pflanze nachzuweisen. Die zugehdrige cDNA kodiert fiir ein Protein
von 309 Aminosauren mit einem berechneten Molekulargewicht von 32.963 Dalton.
Nicht abschlieBend geklart werden konnte, ob eine aufgetretene Zweideutigkeit im fur
die Aminoséure Nr. 129 kodierenden Triplett der cDNA (kodierend fiir Methionin oder
Threonin, siehe Abbildung 3.7, Seite 99) auf einen Fehler wahrend der Reversen
Transkription zurtickzufuhren ist oder ob die beiden nachgewiesenen Transkripte zwei
Isogene reprasentieren. Um letztere Variante nicht auszuschlieRen, wurden bei der
heterologen Expression sowohl in Escherichia coli als auch in Saccharomyces cere-
visiae beide Gene jeweils getrennt exprimiert. Die erhaltenen Proteine kénnen nun auf
Ilhre Aktivitdt in dem von Fiehe (1999) entwickelten zellfreien System getestet wer-
den (vgl. auch Kapitel 4.3.2, Seite 118).

Das sor(pdx1)-homologe Gen aus Ginkgo biloba ist eines der ersten aus diesem
Organismus klonierten Gene (vgl. Schepmann, 2001 und Matsuda, 2001). Dement-
sprechend zeigt sich das Wissen um die Regulation der Genexpression der Pflanze
luckenhaft. Die geringen Mengen der von den Zellkulturen produzierten Vitamere und
des Sekundarmetaboliten Ginkgotoxin (MPN, Arenz, 1996) lassen eine geringe Ex-
pression der beteiligten Biosyntheseenzyme vermuten. Zum Nachweis der Transkrip-
tion des Gens wurde mRNA aus Zellkulturen kurz vor dem Auftreten maximaler MPN-
Konzentrationen im Kulturmedium isoliert - also zu einem Zeitpunkt, zu dem eine ma-
ximale Anzahl von Transkripten erwartet werden konnte. Dennoch war nur ein aul3erst
schwaches Signal bei dem Nachweis der sor-homologen mRNA durch die Northern-
Analyse und die RACE-PCR zu detektieren. Obwohl diese Beobachtungen keine
exakte Quantifizierung der Genexpression zulassen, so korrellieren sie zumindest mit
den anhand der Ginkgotoxin-Produktion der Zellkulturen aufgestellten Vermutungen.
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Eine andere Ebene der Expressionskontrolle eines Gens ist die Kontrolle der Pro-
teinsynthese, d. h. der Translation. Die Initiation der Translation ist ein komplizierter
Mechanismus, der bei Prokaryonten einfacher verlauft als bei Eukaryonten. Neben den
Untereinheiten des Ribosomens und einiger Initiationsfaktoren (IF1-3) ist eine von
Shine und Dalgarno (1975) gefundene konservierte Basenfolge in bakterieller RNA
von zentraler Bedeutung, die komplementér zu einem bestimmten Bereich der tRNA
der Startaminosaure (Formyl-Methionin: fMet) ist. Diese nach den Entdeckern ben-
annte, purinbasenreiche Shine-Dalgarno-Sequenz ermdglicht das Anlagern der
tRNAme: an den Translationskomplex. Die Basenfolge (AGG A/TGG, oder modifiziert)
liegt im Bereich von 3-10 Basen vor dem ATG-Transkriptionsstartcodon. Im Gegensatz
dazu fand Kozak (1987, 1991) in der mRNA von Eukaryonten an ahnlicher Position
eine andere konservierte Region: CC A/G CC ...ATG G. Sie stellte fest, dal3 zwei Pu-
rinbasen in einem bestimmten Abstand um das ATG-Triplett herum fir eine effektive
Translation benétigt werden: ein A oder G eingerahmt von Doppel-C vor dem Start-
ATG und ein G, das direkt auf das Start-ATG folgt.

Die Abbildung 7.2 (Seite 144) zeigt das 5 -Ende der aus Ginkgo biloba klonierten
sor-homologen cDNA. Im Bereich um den Translationsstart (Base 207-209) sind die
nach Shine-Dalgarno und Kozak benannten Nukleotide gekennzeichnet. Bemerkens-
werterweise findet sich weder exakt das eine noch das andere Motiv in dieser cDNA
wieder. Die Basensequenz vor dem Startcodon ahnelt der fur Escherichia coli erwarte-
ten Shine-Dalgarno Sequenz (AAGGTGG). Andererseits besitzt die cDNA das fir die
effiziente eukaryontische Translation wichtige Guanin nach dem ATG (...ATG GCC ...).
Es scheint eine gemischte Initiationssequenz vorzuliegen. Da jedoch umfangreiche
Daten zur eukaryontischen Translationskontrolle fehlen, kénnen zunéchst keine weite-
ren Schlisse gezogen werden.

4.3 Funktionsnachweis des Sor-Proteins: Zellfreies
System nach Fiehe (1999) und Komplementie-
rungversuche mit Cercospora nicotianae

Um Informationen Uber die Funktion des durch die sor-homologe cDNA aus Ginkgo
biloba kodierten Proteins zu erhalten, wurde zwei unterschiedliche Ansatze gewabhlt.
Durch Komplementation von sor-Mutanten von Cercospora nicotianae mit der
Ginkgo-sor-DNA wurde ein Ansatz auf genetischer Ebene gewaéhlt. Durch das Ver-
wenden des rekombinant exprimierten Sor-Proteins im zellfreien System nach Fiehe
(1999) stand ein Nachweissystem auf Proteinebene zur Verfigung.
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4.3.1 Komplementation von Cercospora nicotianae-Mutanten

Ehrenschaft (1999) war es gelungen, sor -Mutanten des Pilzes zu erzeugen, die
Pyridoxin-abh&ngig wachsen. Diese Auxotrophie lief3 sich durch die Transformation mit
dem organismeneigenen Gen sowie mit dem sor-homologen Gen aus Phaseolus vul-
garis komplementieren (Dr. C. Pidgeon, personliche Mitteilung). In einer analog zu
dieser Komplementation geplanten Versuchsreihe sollte die sor "-Mutante mit dem aus
Ginkgo biloba klonierten sor-homologen Gen in geeigneter Weise transformiert wer-
den. Das Ginkgo-Gen sollte in der Lage sein, die Mutation zu ersetzen und eine Pyri-
doxin-Prototrophie des Organismus herzustellen (vgl. Kapitel 3.4, Seite 107).

Nach der Transformation der Cercospora-Mutante mit dem Ginkgo-Gen konnte wi-
der Erwarten keine Pyridoxin-Prototrophie erzeugt werden. Die erhaltenen Klone
wuchsen nicht besser, als die entsprechenden Kontrollen ohne Gen (siehe Kapitel 3.4,
Seite 107). Aufgrund dieser Ergebnisse mul3 festgestellt werden, dafl} das sor-homo-
loge Ginkgo-Gen mdoglicherweise das Cercospora-eigene, mutierte Gen nicht ersetzen
kann. Obwohl Ehrenshaft die Beteiligung des sorl(pdx1)-Gen an der Vitamin-Bs-Bio-
synthese in Cercospora nicotianae nachweisen konnte, 141t sich daraus nicht schluf3-
folgern, dald das durch unsere Ginkgo-Sequenz kodierte Protein nicht in die Vitamin
Bs-Biosynthese in Ginkgo biloba involviert ist.

Denn fir die negativen Ergebnisse dieses Komplementationsexperimentes lassen
sich mehrere Griinde in Betracht ziehen: Eine Assotiation des rekombinanten Ginkgo-
Sor-Gens mit einem weiteren an der Biosynthese beteiligten Gen (Sno) kdnnte nicht
moglich sein. Padilla et al. (1998) konnten in Hefe nachweisen, dal3 das Snzl-Pro-
tein (eines von drei Isoenzymen [Snzl, Snz2, Snz3] in Saccharomyces cerevisiae) mit
dem Sno-Protein assoziert vorliegt. Wird durch mangelnde Affinitat des heterologen
Ginkgo-Proteins zum Sno-Protein von Cercospora nicotianae eine solche essentielle
Assoziation verhindert, mul3 davon ausgegangen werden, dal3 es nicht zur Pyridoxin-
Biosynthese kommt. Ph&notypisch kénnte sich das in einer Pyridoxin-Auxotrophie &u-
Bern.

Aufgrund der groRen Homologie der Sor-homologen Protein-Sequenzen von Cer-
cospora nicotianae, Phaseolus vulgaris und Ginkgo biloba und aufgrund des bereits
erfolgreich durchgefihrten Komplementationsversuches des mutierten Cercospora-
Gens mit dem homologen Gen aus Phaseolus vulgaris sollte man davon ausgehen,
daR die Proteine untereinander austauschbar sind (siehe Proteinvergleich [Abbildung
3.7, Seite 99 und Tabelle 3.2, Seite 100]). Vergleicht man jedoch den Codongebrauch
der drei Organismen einerseits fir alle aus der Spezies bekannten Leserahmen und
andererseits speziell fur die sor-homologen Sequenzen (siehe Abbildung 7.2,
Seite 144), zeigen sich einige Unterschiede: Ginkgo biloba benutzt zur Kodierung ei-
niger Aminosauren (z. B. Argenin, Glycin, Lysin) die zur Verfliigung stehenden Tripletts
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in anderer Haufigkeit als Cercospora nicotianae - dieser Unterschied tritt seltener beim
Vergleich von Phaseolus vulgaris mit Cercospora nicotianae auf. Der unterschiedliche
Gebrauch der Codons kann nach der Transformation des Pilzes mit einer heterologen
DNA-Sequenz zu Problemen bei der Translation der mRNA fihren, die in einer un-
vollsténdigen Proteinbiosynthese und damit in der Bildung eines Fehlproteins resultie-
ren. Ein solches biosynthetisch nicht aktives Protein kénnte sich phénotypisch in einer
mangelnden Pryridoxin-Prototrophie des Organismus auf3ern.

Unabhangig von dieser Problematik mufd ferner bertcksichtigt werden, dal3 die
eingefihrte Fremd-DNA in der Pilzzelle einer Restriktion unterliegen kann, die die Nu-
kleinsaure zerstort und auf diese Weise die Expression verhindert. Es konnte weder
festgestellt werden, ob die transformierte Sequenz in den erzeugten Klonen erhalten
bleibt noch ob es zur Synthese des fiur die Vitamin Bs-Bildung nétigen Sor-Proteins
kommt. Somit |af3t sich kein endgultiger Grund fur das Versagen des Komplementati-
onstestes mit dem sor-homologen Gen aus Ginkgo biloba benennen.

4.3.2 Zellfreies System nach Fiehe (1999)

Das sowohl in Escherichia coli als auch in Saccharomyces cerevisiae heterolog
exprimierte Protein soll in Enzyminkubationen des zellfreien Sytems zur Produktion
von Ginkgotoxin nach Fiehe (1999) eingesetzt werden. Uberpriift werden soll, ob das
Protein einen Einflu auf die Biosynthese der Bs-Vitamere hat, was sich in einer er-
hohten Bildung des Ginkgotoxins &uf3ern sollte. Erste Versuche mit dem Zusatz des im
prokaryontischen Wirt exprimierten Proteins (Fusionsprotein MalE-Sor) lassen keine
signifikante Steigerung der MPN-Produktion erkennen. Endgultige Ergebnisse werden
von Versuche erwartet, die derzeit in der Arbeitsgruppe durchfuhrt werden.

Bewirkt das rekombinante Protein, anders als erwartet, keinen steigernden Einfluf3
auf die MPN-Produktion des zellfreien Systems, kdnnen mehrere Grinde dafir in Be-
tracht kommen — die Annahme vorrausgesetzt, das Protein besitzt die postulierte Akti-
vitat:

Ahnlich dem Vitamin Bs-Biosyntheseweg in Escherichia coli sollte auch ein alterna-
tives Syntheseschema mehrschrittig zusammengesetzt sein. Aufgrund der Ergebnisse
von Padilla et al. (1998) an verschiedenen Hefestdmmen ist davon auszugehen, dal3
ein weiteres, mit dem Sor-Protein assoziertes Protein (Sno; ein Protein, flr das eine
Amido-Transferase-Aktivitat postuliert wird) direkt an der Synthesefolge beteiligt ist.
Beide Proteine scheinen ein Heterodimer oder -Oligomer mit mehreren katalytischen
Zentren (vgl. Kapitel 4.1.1, Seite 111) zu bilden. Ubertragt man die von Padilla und
Mitarbeitern an der Hefe gefundenen Daten auf die Pflanze Ginkgo biloba und auf das
zellfreie Synthesesystem nach Fiehe (1999), sollten auch dort beide Proteine in dem
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fur die Biosynthese optimalen Verhaltnis assoziiert vorliegen. Das Zufligen eines ein-
zelnen, rekombinant exprimierten Proteins sollte dann keine Auswirkungen auf die
enzymatische Bildung des Zielproduktes Ginkgotoxin haben, weil das Partnerprotein
zur Bildung der Heteromers nicht in der benétigten Menge zur Verfigung steht. Eine
Steigerung der MPN-Syntheseleistung im zellfreien System lieRe sich nur dann her-
beifihren, wenn auch das Sno-Protein dem System zugesetzt wird (siehe auch Kapi-
tel 4.5, Seite 128).

4.4 Welches Biosynthesesystem benutzt Ginkgo bi-
loba?

Zu Beginn der zu dieser Dissertation durchgefiihrten Arbeiten stellte sich die Frage,
welchen Biosyntheseweg der Organismus Ginkgo biloba zur Bildung der Vitamere der
Bes-Gruppe verwendet. Arenz (1996) und Fiehe (1999) konnten in Experimenten mit
[U-*3C¢]-D-Glucose an der Pflanze das gleiche Einbaumuster des Kohlenstoffisotops in
das Vitamin nachweisen, das die Arbeitsgruppe von Spenser zuvor bei analogen Fit-
terungen mit Escherichia coli fand. Auch Gupta et al. (2001) erhielten fur Pyridoxamin
aus Saccharomyces cerevisiae dieses Muster (vgl. Abbildung 1.5, Seite 9). Diese Er-
gebnisse legten die Vermutung nahe, alle Organismen — auch die Pflanze Ginkgo bi-
loba - betrieben die Vitamin Be-Biosynthese auf die gleiche Weise wie das Bakterium
Escherichia coli.

Mit der Entdeckung der Mevalonat-unabhangigen Terpenbiosynthese durch die Ar-
beitsgruppe von Rohmer (Lois et. al., 1998) trat die Pentose 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phoshat als moglicher Precursor in den Mitelpunkt des Interesses. Dieser kann durch
das Enzym Desoxy-D-xylulose-Synthase (Dxs) gebildet werden (vgl. Abbildung 1.4,
Seite 7). Die Sequenz des zugrundeliegenden Gens dxs ist in Pflanzen und Mikroor-
ganismen hochkonserviert. Auch in Ginkgo biloba konnte im Rahmen dieser Arbeit
eine solchen Gensequenz nachgewiesen werden. Auf der Grundlage von Aminosau-
resequenzvergleichen bekannter Dxs-Sequenzen wurden Oligonukleotide syntheti-
siert, die einen zentralen Bereich von 550 bp der Sequenz einschlossen. In einer PCR
mit genomischer DNA aus Ginkgo biloba wurde ein DNA-Teilfragment des Gens erhal-
ten, das hohe Homologie zu den bereits bekannten dxs-Sequenzen anderer Orga-
nismen aufwies (Daten nicht beschrieben). Es ist davon auszugehen, dalR auch
Ginkgo biloba eine Desoxy-D-xylulose-Synthase besitzt. Da der Organismus auch an-
dere terpenoide Strukturen (z. B. Ginkgolide, Bilobalid) synthetisiert, ist es wahr-
scheinlich, da3 das Gen an den Syntheseschritten dieser Verbindungen beteiligt ist.
Anders als am bakteriellen System, in dem der Einbau von 1-Desoxy-D-xylulose-5-
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phoshat in das Vitamin nachgewiesen wurde (Laber et al., 1999), konnte Fiehe (1999)
diese Ergebnisse in der Pflanze Ginkgo biloba nicht bestéatigen (vgl. Kapitel 1.4,
Seite 11).

Weitere nicht veroffentlichte Ergebnisse untermauern dieses Bild. In Zusammenatr-
beit mit Frau S. Lohmann wurde das Genom von Ginkgo biloba nach homologen Se-
quenzen der pdxB-Familie durchsucht. Ahnlich wie bei der Suche nach der dxs-homo-
logen Sequenz wurden auch hier, ausgehend von Proteinsequenzvergleichen be-
kannter PdxB-Proteine, Oligonukleotide fur konservierte Regionen des Gens syntheti-
siert. Diese wurden in eine PCR mit genomischer DNA aus Ginkgo biloba eingesetzt.
Es gelang nicht, ein DNA-Fragment zu polymerisieren. Da die Dehydrogenase PdxB in
Escherichia coli einen Schritt in der Synthese der Pyridoxinvorstufe 4-Hydroxy-L-
threonin-phosphat katalysiert, der nicht durch Enzyme anderer Stoffwechselwege
Ubernommen wird, sollte auch in Ginkgo biloba ein Gen fiir dieses Protein existieren,
wenn die Biosynthese auf dem aus Escherichia coli bekannten Wege verlauft. Aus
dem negativen Ergebnis dieser Versuche kann nicht ohne weiteres geschlossen wer-
den, Ginkgo biloba besitze keine pdxB-homologe Sequenz in seinem Genom. Es muf}
auch in Betracht gezogen werden, dal3 die PCR-Versuche in Folge einer Fehlpaarung
der verwendeten Oligonukleotide ein falsch negatives Ergebnis lieferten. Die Wahr-
scheinlichkeit mit der dieses auftritt, &3t sich jedoch nicht quantifizieren. Zusammen
mit den Beobachtungen von Fiehe (1999) an Zellkulturen von Ginkgo biloba und am
zellfreien System runden diese Erkenntnisse das Bild ab. Die Pflanze Ginkgo biloba
synthetisiert Vitamin Bs aller Wahrscheinlichkeit nach auf einem anderen Weg als das
Bakterium Escherichia coli. Desweiteren stellen 1-Desoxy-L-xylulose-phosphat und
wahrscheinlich auch 4-Hydroxy-L-threonin in der Pflanze keine biosynthetischen Vor-
stufen des Vitamins dar.

Obwohl die Sequenzfamilie der sor-Gene schon seit einigen Jahren bekannt ist,
konnten erst die Ergebnisse aus Versuchen an Cercospora nicotianae bei der Zuord-
nung der Genfunktion helfen (Ehrenshaft et al., 1999, 2000). Diese Ergenbisse sowie
die an der Hefe Saccharomyces cerevisiae gefundenen Daten deckten die Existenz
eines neuen, ,alternativen“ Biosyntheseweges auf (vgl. Kapitel 4.1.2, Seite 113). Ob-
wohl der Funktionsnachweis des aus der Pflanze Ginkgo biloba klonierten Gens noch
aussteht, sollte davon ausgegangen werden, dafd es die gleiche Funktion besitzt wie
das homologe Gen aus Cercospora nicotianae. Da ein direkter Nachweis mittels Akti-
vitatstest aufgrund des mangelnden Wissens um die Substrate des Enzyms zur Zeit
noch nicht moglich ist, mu3 dieser Nachweis indirekt erfolgen. Ansatze zu mdglichen
indirekten Nachweismethoden und deren Problematik werden in Kapitel 4.3 (Seite
116) diskutiert.
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4.4.1 Hypothesen zur Vitamin Be-Biosynthese in Ginkgo biloba

44.1.1 Ergebnisse verschiedener Tracer-Experimenten

Im Laufe der Biosyntheseforschung am Vitamin Bs wurden von verschiedenen Ar-
beitsgruppen (Spenser und Mitarbeiter, Tazuya und Mitarbeiter sowie Leistner und
Mitarbeiter) Experimente mit isotopenmarkierten Vorstufen mit dem Ziel durchge-
fuhrt, die Biochemie des Syntheseweges zu verstehen. In diesem Kapitel werden die
aus den Experimenten an verschiedenen Organismen erhaltenen Markierungsergeb-
nisse zusammengestellt. Spenser und Mitarbeiter fihrten umfangreiche Versuche am
Bakterium Escherichia coli (Hill et al., 1996) durch. Sie zeigten, daf? 1-Desoxy-D-xylu-
lose-5-phosphat und 4-Hydroxy-L-threonin die zentralen Vorstufen der Biosynthese
des Pyridoxins dieses Bakteriums sind. Die Abbildungen 4.1 bis 4.3 (Seite 122
bis 124) zeigen die in Escherichia coli erhaltenen Positionsmarkierungen des Mole-
kils. Aufgrund identischer Einbauergebnisse mit [U-*C]-D-Glucose an Escherichia coli
sowie Saccharomyces cerevisiae und Ginkgo biloba wurde zunachst von einer in allen
drei Organismen gleichartigen Biosynthese ausgegangen. Untersuchungen von Gupta
et al. (2001) zeigen jedoch signifikante Unterschiede der Positionsmarkierungen zwi-
schen dem Bakterium und der Hefe (vgl. Abbildung 4.1 und 4.2). Zuvor hatte schon
Fiehe (1999) anhand radioaktiv markierter 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphates zeigen
konnen, dald diese Pentose in Ginkgo biloba nicht als Precursor des Pyridoxins dienen
kann (siehe Abbildung 4.2, Seite 123). Gupta et al. (2001) schlagen vor, dal die nicht-
desoxygenierte Pentose Xylose in der Hefe den ,linken Molekilteil* (Kohlenstoffatome
2,2, 3,4, 4") von Pyridoxamin bildet. Unklar ist jedoch, ob der Zucker vor dem Einbau
modifiziert wird.
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Abbildung 4.1

Ergebnisse der Tracer-Studien verschiedener Arbeitsgruppen an Escheri-
chia coli, Saccharomyces cerevisiae und Ginkgo biloba (Teil 1)

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zwischen den Biosynthesewegen der Hefe
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Abbildung 4.2 Ergebnisse der Tracer-Studien verschiedener Arbeitsgruppen an Escheri-

chia coli, Saccharomyces cerevisiae und Ginkgo biloba (Teil 2)

und des Bakteriums liegt in der Genese des Pyridin-Stickstoffs (vgl. Abbildung 4.3,
Seite 124). Tazuya et al. (1995) konnten zeigen, dal3 die schon charakterisierte
Transaminase SerC (Drewke et al., 1996) in Escherichia coli nur den a-Amino-Stick-
stoff des Glutamins in das Gerlst des Vitamins Ubertragt. Eine andere Situation liegt
bei der Hefe vor. Durch eine Transamidierungsreaktion wird dort der Amido-Stickstoff
des Glutamins Ubertragen. Diese Ergebnisse stimmen Uberein mit den aus den gene-
tischen Experimenten erhaltenen Aussagen. Wahrend in Escherichia coli serC fir eine
Transaminase kodiert, wird in Organismen mit alternativer Biosynthese, zu denen auch
Saccharomyces cerevisiae gezahlt werden muf3, fir das Genprodukt von sno eine
Amidotransferase-Aktivitat postuliert (Ehrenshaft et al., 2001).
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Ausgehend von den in Abbildungen 4.1 bis 4.3 zusammengefaldten Ergebnissen
der Tracer-Studien sowie der Ergebnisse und Diskussionsansatze aus Molekularbio-
logischen Experimenten (vgl. Kapitel 4.1 bis 4.3) scheinen mehrere Biosynthesemo-
delle denkbar. Diese sollen in den Kapitel 4.4.1.2 und 4.4.1.3 (Seite 125) vorgestellt

werden.
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Abbildung 4.3

Ergebnisse der Tracer-Studien verschiedener Arbeitsgruppen an Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae und Ginkgo biloba (Teil 3)
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4.4.1.2 ATP zum Moleklulaufbau — Pyridoxin-Biosynthese analog der His-
tidin-Biosynthese

Gupta et al. (2001) konnten den Einbau von [1,2-2C;]-Xylose in das Grundgerust
des Pyridoxamins nachweisen. Sie beschreiben ferner, dal3 das erste Produkt mit ei-
ner Pyridin-Grundstruktur in der Biosynthese daher ein 2-Hydroxy-Pyridin sein muf3
(Zeidler et al., 2002). Fiehe (1999) stellte bei Versuchen an einem zellfreien System
aus Ginkgo biloba fest, dal3 unter Einflul von ATP die Bildung von Ginkgotoxin ge-
genuber der ATP-freien Inkubation erhoht ist. Dieses Ergebnis lafldt sich in zweierlei
Hinsicht deuten: Zunachst kdnnte ATP verwendet werden, um einen im Verlauf der
Biosynthese gebildeten Zucker zu phosphorylieren. Fir die Verwendung von ATP als
Phosphorylierungsreagenz spricht ebenfalls, dald der Zusatz von Hexokinase zum
System die Ginkgotoxinbildung gegentber dem alleinigen ATP-Einsatz steigert (per-
sonliche Mitteilung von Herrn N. Mujahed).

Ebenso kann postuliert werden, dafl3 ATP als Kohlenstoffquelle zum Aufbau des Py-
ridinringsystems des Vitamins fungiert. Ein der Biosynthese des Histidin analoger Me-
chanismus ist denkbar. Die Bildung dieser Aminosaure geht von der aktivierten Ribose
5-Phosphosribosyl-a-pyrophosphat (PRPP) und ATP aus (vgl. z. B. Voet, 1995, Seite
777, Fig. 24-52). Uber eine neunschrittige Reaktionsfolge wird die Aminoséaure ge-
formt. Nach der Kondensation der beiden Startermolekile erfolgt zunachst eine Spal-
tung der Guanin-Bindung der Adeninbase sowie die Ring6ffnung der Ribose des
PRPP zu einer substituierten Aminopentose. Durch eine Transamidierung wird ein
Stickstoff in das Molekil eingefiihrt, bevor der Ringschlu® zum Imidazolring erfolgt.
Erst dann wird das spatere a-Kohlenstoffatom transaminiert sowie der benachbarte
Kohlenstoff zur Saure oxidiert.

Um auf einen der Histidin-Biosynthese analogen Pyridoxin-Biosyntheseweg zu pri-
fen, konnte dem zellfreien System nach Fiehe (1999) [U-**C]-ATP zugesetzt werden.
Die aus dem gespaltenen Adenin des ATP stammende radioaktie Markierung mufte in
das Pyridingerust des Ginkgotoxins eingebaut werden. Erste Versuche mit [U-**C]-ATP
in diesem System konnten diese Hypothese nicht bestétigen (perstnliche Mitteilung
von Herrn N. Mujahed).

4.4.1.3 Pentose oder Pentulose als Vorstufe — Pyridoxin-Biosynthese ana-
log der Purinbiosynthese

Ebenso ist die Biosynthese des Vitamin Bs aufbauend auf einem Startermolekdil in
Analogie zur Biosynthese der Purine denkbar (vgl. Abbildung 4.4, Seite 127). Ausge-
hend von der aktivierten Ribose 5-Phosphoribosyl-a-pyrophosphat (PRPP) kdnnte
eine durch Sno katalysierte Transamidierung am C-1-Kohlenstoffatom zum (-5-Phos-
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phoribosylamin erfolgen. Diese Reaktion fiihrt wie in der Purinsynthese zu einer Kon-
formationsumkehr an diesem Kohlenstoffatom. Auf diesem Aminozucker wird das
Kohlenstoffgertst des Pyridoxins sequentiell aus einer Pentose bzw. Pentulose (vgl.
Gupta et al., 2001, und Zeidler et al., 2002) und einer Triose aufgebaut. Die Reakti-
onsfolge des Ringaufbaus kann hypothetisch folgendermaf3en formuliert werden: Zu-
nachst kondensiert eine Pentulose oder Pentose, moglicherweise Xylulose (oder Xylu-
lose-5-Phosphat) mit dem R-standigen Amin des Aminozuckers unter Bildung eines
Imins und formt die ,linke* Molekllhélfte des Vitamins. Im folgenden kommt es zu-
sammen mit einer aktivierten Triose (z. B. Dihydroxyacetonphosphat oder Glycerinal-
dehyd-3-phosphat) zur Zyklisierung. Die gleichzeitige Abspaltung des Ribosetrageran-
teils fihrt zur Aromatisierung des Pyridinderivates.

Die Aminosauresequenz der Amidotransferase Sno besitzt gro3e Homologie zu den
im Purin- und Histidinstoffwechsel involvierten Amidotransferasen der Proteinfamilie
YaadE (vgl. Mittenhuber, 2001). Daher kann genauso wie bei den zuvor genannten
Synthesewegen auch im Syntheseschema des Vitamin B¢ postuliert werden, dafl3 der
Amido-Stickstoff vom Glutamin auf einen aktivierten Precursor (PRPP) und nicht direkt
auf eine Pentose Ubertragen wird.

Durch die Anwendung der gHMBC-NMR-Technik, gelang es Gupta et al. (2001) bei
Versuchen mit [U-2C]-D-Glucose das Einbaumuster im Pyridoxinmolekil in Escheri-
chia coli von dem in Saccharomyces cerevisiae zu unterscheiden (vgl. Abbildung 4.1,
Seite 122). 90 % der detektierten Molekile besalRen das gleiche Einbaumuster, nur
10 % ein abweichendes. Nach Meinung der Autoren kann diese Abweichung durch
den Einbau einer intakten C-5-Einheit in die ,linke Molekulhalfte* begriindet werden.
Tatsé&chlich lassen sich beide Einbauschemata physiologisch nachvollziehen. Die In-
takte C-5-Einheit sollte demnach aus dem direkten Einbau einer Pentose oder Pentu-
lose in das Vitamer herriihren. Erwartungsgemal sollte dieser Anteil sehr gering sein.
Der Hauptteil der Pentose wird wahrscheinlich durch den Pentosephosphatweg ab-
gebaut. In diesem degradiert der Zucker zur Triose Glycerinaldehyd-3-phosphat und
einem C-2-Korper, der Uber Sedoheptulose-7-phosphat in Fructose-6-phosphat ein-
gehen kann. Durch die Umkehrung dieser Reaktionsfolge oder durch den Calvin-Zy-
klus kann aus beiden Fragmenten wieder Xylulose entstehen (vgl. Voet, Seite 618,
Fig. 21-23 und Fig. 22-25, Seite 650). Durchlaufen die eingesetzte Pentulose (oder
Pentose) diese Stoffwechselreaktionen, sollte anteilig Uberwiegend Pyridoxamin ent-
stehen, bei dem keine Kopplung zwischen den Kohlenstoffatomen C-2 und C-3 fest-
gestellt werden kann.
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Abbildung 4.4 Postulierter Biosyntheseweg des Pyridoxins in den Organismen, die
pdx1/pdx2-Gene tragen

Die Zusammenstellung erfolgte auf der Grundlage der in den Abbildungen 4.1 (Seite 122) bis (Seite)
dargestellten Ergebnisse aus den Tracer-Studien an prokaryontischen und eukaryontischen Systemen.
Das auf diese Weise gebildete 2-Hydroxy-Pyridoxin kénnte in der von Zeidler et al. (2002) beschriebenen
Weise in das erste biosynthetisch aktive Vitamer Uberfiihrt werden (Erlauterungen dazu im Text).

Postuliert man eine Pentulose und nicht eine Pentose als Kohlenstoffeinheit fur die
Bildung des linken Molekiilteils, sollte das erste Vitamin B¢-Derivat der de novo-Syn-
these 2-Hydroxy-Pyridoxin (in der Hefe Saccharomyces cerevisiae 2-Hydroxy-Pyrido-
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xamin) sein. Der 2"-Alkohol kénnte in der von Zeidler und Mitarbeitern postulierten
Weise durch Dehydratisierung eliminiert werden. Auch eine Oxidation des Kohlenstof-
fatoms C-4" zum Aldehyd Pyridoxal ist in diesem Schritt denkbar (vgl. Zeidler et al.,
2002).

4.5 Ausblick

Fur das auf der Pflanze Ginkgo biloba beruhende System sind verschiedene An-
satze denkbar, die helfen sollten, die Vitamin Bs- Biosynthese besser zu verstehen. In
Kapitel 4.5.1 (Seite 128) sollen mdgliche Versuchsanséatze auf genetischer Ebene
vorgestellt werden. In Kapitel 4.5.2 (Seite 129) werden biochemische Versuchansatze
diskutiert.

45.1 Versuchsplanung auf genetischer Ebene

Im Zentrum weiterer genetischer Untersuchungen zur Biosynthese der Vitamere
vom Be-Type mul3 die Isolierung einer sno-homologen Sequenz aus dem Organismus
stehen. Aufgrund der in Kapitel 4.1 (Seite 111) diskutierten Daten zu den sor/sno-Ge-
nen ist zu erwarten, dafd auch die Pflanze Ginkgo biloba eine solche Sequenz in ihrem
Genom besitzt. Zu ihrer Isolierung ist die Anwendung verschiedener Techniken denk-
bar.

Aufgrund der auch fur dieses Gen wahrscheinlichen niedrigen Expressionsrate muf3
eine Technik verwendet werden, die es ermdoglicht, niedrig exprimierte Transkipte
nachzuweisen. Dies kann durch die RACE-PCR erfolgen, wenn, wie im Fall des in
dieser Arbeit klonierten sor-Gens, eine zentrale Sequenz von mindestens 100bp des
Gens bekannt ist. Diese zentrale Sequenz muf3 vorher durch PCR-Versuche aus ge-
nomischer DNA oder RNA des Organismus erhalten werden. Dazu missen degene-
rierte Oligonukleotide auf der Grundlage konservierter Regionen der Sno-Proteinse-
guenz synthetisiert werden.

Nach dem Erhalt der gesamten cDNA-Sequenz durch RACE-PCR kann der offene
Leserahmen in verschiedenen Systemen als Fusionsprotein Uberexprimiert werden.
Das aufgrund des Fusionsanteils mittels Affinitdtschromatographie gereinigte Protein
kann im zellfreien System nach Fiehe (1999) zusammen mit dem im Rahmen dieser
Arbeit exprimierten Sor-Protein eingesetzt werden.

Zur Klonierung einer sno-homologen cDNA aus Ginkgo biloba kann auch die Hefe-
Zwei-Hybrid-Technik zum Einsatz kommen. Diese bietet den Vorteil, Gene aus einem
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cDNA-Pool selektieren zu kénnen, deren Genprodukt Affinitdt zu einem bekannten
Protein aufweisen. Da aufgrund zahlreicher Daten (vgl. Kapitel 4.1, 111) angenommen
werden mul3, dal auch in Ginkgo biloba Sor- und Sno-Proteine Heterooligomere bil-
den, sollte sich die sno-cDNA der Pflanze mit diesem System selektieren lassen.

Steht die sno-cDNA zur Verfligung, kann ihre Funktion analog zu der in dieser Ar-
beit isolierten sor-Sequenz Uberprift werden. Neben der Expression des Gens und
dem Einsatz des Proteins im zellfreien System besteht auch die Madglichkeit,
sno "-Mutanten des Pilzes Cercospora nicotianae in geeigneter Weise mit dem
Ginkgo-Gen zu komplementieren. Da dieser indirekte Funktionsnachweis aufgrund der
in Kapitel 4.3 (Seite 116) diskutierten Grinde im Fall des sor-Gens nicht positiv verlief,
ist es fraglich, ob die Testung einer anderen Sequenz aus dem gleichen Organismus
Erfolg verspricht.

45.2 Versuchsplanung auf biochemischer Ebene

Enzymatischer Zugang

Sowohl im Zusammenhang mit den molekularbiologischen Experimenten als auch
unabhéngig davon sind auf biochemischer Ebene Versuche sinnvoll. Im Zentrum die-
ser kdbnnen Experimente am zellfreien System stehen.

Wie im Kapitel 4.3 (Seite 116) beschrieben, ist die Steigerung der Biosynthese des
Ginkgotoxins in diesem System nicht allein durch Zusatz von Sor erreichbar, wenn
dieses Protein in enger Wechselwirkung mit Sno steht. Daher erscheint es sinnvoll,
beide Proteine gemeinsam dem zellfreien System zuzusetzen und die Bildung von
Ginkgotoxin zu beobachten. Dies kann jedoch mit dem Sno-Protein aus Ginkgo biloba
erst nach der Klonierung des offenen Leserahmens erfolgen.

Als kurzfristige Ersatzlésung erscheint es mdglich, ein heterologes Protein fur diese
Zwecke zu verwenden. Die Proteinsequenz eines solchen Fremdproteins sollte eine
mdoglichst hohe Homologie zum Protein aus Ginkgo biloba besitzen. Da dessen Ami-
nosauresequenz noch nicht bekannt ist, muf3 fir Homologievergleiche die Sequenz
des Sor-Proteins herangezogen werden. Nach den in Abbildung 3.7 (Seite 99) und
Tabelle 3.2 (Seite 100) dargestellten Berechnungen besitzen die Aminosauresequen-
zen der Sor-homologen Proteine aus Hevea brasiliensis und Ginkgo biloba die
hochste Homologie zueinander. Davon ausgehend, dal3 dies auch bei den Sno-Pro-
teinsequenzen der beiden Organismen der Fall ist, sollte fir einen kurzfristigen ge-
winschten Einsatz eines Sno-homologen Fremdproteins im zellfreien System das
Protein von Hevea brasiliensis verwendet werden. Grundsatzlich ist jedoch dem Or-
ganismen-eigenen Protein der Vorzug zu geben.
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Unabhéngig davon, ob in das zellfreie System ein Fremdprotein oder das Ginkgo-
eigene Sno-Protein eingesetzt wird, gilt es, die Wechselwirkungen zwischen den Sor-
und Sno-Proteinen zu untersuchen. Die von Padilla et al. (1998) vorgestellten Daten
von Versuchen an einem Hefe-Zwei-Hybrid-System geben erste Ansatzpunkte dazu.
Mit einem solchen System ware es nicht nur moéglich, die sno-homologe cDNA aus
Ginkgo biloba zu isolieren (siehe Kapitel 4.5.1, Seite 128); es kdnnte auch verwendet
werden, um die Affinitat der beiden Proteine zueinander zu untersuchen. Diese An-
wendung ist moglich, wenn ein Reportersystem zum Einsatz kommt, dessen Produkt
zum Beispiel Uber photometrische Verfahren halbquantitativ ausgewertet werden kann.
Ein solches Verfahren sollte Auskunft dartiber geben kénnen, zu welchen Proteinen
das Sno-Protein aus Ginkgo biloba Affinitat besitzt.

Diese Fragestellung kann auch durch ein zellfreies Affinitatstestsystem beantwortet
werden, in dem ein Sor-Glutathion-S-Transferase-(GST)-Fusionsprotein als Affini-
tatsmatrix dient. Dazu ist es noétig das zu untersuchende Protein —in diesem Fall Sno-
durch ein in vitro-Transcriptions-Translationssystem radioaktiv-markiert ( z. B. *S-
Methionin) zu synthetisieren. Nach der Bildung des Komplexes aus Sor-GST-Fusi-
onsprotein mit dem radioaktiv-markierten Sno-Protein kann dieser Uber Affinitat-
schromatographie an eine Glutathionmatrix gereinigt werden. Die Quantifizierung der
auf diese Weise immobilisierten Radioaktivitat sollte Riuckschlisse auf das Mengen-
verhaltnis zwischen Sor und dem daran gebundenen Sno erlauben.

Tracer Studien

Ein weiteres Augenmerk liegt auf der Testung alternativer Vorstufen zum Aufbau
des Pyridoxin-Grundgerustes im zellfreien System. Ausgehend von dem in Kapitel
4.4.1.3 (Seite 125) postulierten Mechanismus der alternativen Biosynthese sind meh-
rere Optionen denkbar:

Gupta et al. (2001) konnten in Saccharomyces cerevisiae und Candida utilis den
Einbau einer Pentose bzw. einer Pentulose in das Pyridoxamin nachweisen. Aufgrund
der Ketogruppe an Position C-2 scheint die Pentulose Xylulose pradestiniert fir die
Reaktion mit einem PRPP-aktivierten Amin (vgl. Abbildung 4.4, Seite 127). Da zum
Aufbau des Ubrigen Ringsystems drei weitere Kohlenstoffatome bendétigt werden, er-
scheinen Triosen bzw. Vorstufen, die nach Modifizierung (z. B. enzymatischer Decar-
boxylierung) Cs-Einheiten freisetzen, besonders geeignet. In Anbetracht der Tatsache,
dalR im zellfreien System die Zugabe von Glycerinaldehyd-3-phosphat bzw. Dihy-
droxyacetonphosphat eine Steigerung der Ginkgotoxin-Bildung bewirken, sollten zu-
nachst diese Vorstufen getestet werden.

Alle in Frage kommenden Precursoren sollten zunéchst radioaktiv-markiert (vor-
zugsweise C-markiert) eingesetzt werden, um die nétige Empfindlichkeit des Nach-
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weissystems zu gewahrleisten. Wenn der Einbau einer Vorstufe in das Pyridoxin-
grundgerust beobachtet werden kann, erscheint auch der Einsatz der entsprechenden
13C-markierten Verbindung sinnvoll, um Aussagen Uber die Position der Vorstufe im
Zielmolekudl zu erhalten. Um markiertes Ginkgotoxin in einer Menge zu erhalten, die
eine NMR-analytische Untersuchung ermdglicht, sollten diese Experimente an Zellkul-
turen der Pflanze durchgefuhrt werden.

Auf enzymatischer Ebene gilt es, die Beteiligung eines Enzyms an der Biosynthese
nachzuweisen, fiir das eine Amidotransferase-Aktivitat postuliert wird. Dabei kann der
Einsatz des Amidotansferase-Hemmstoffes Acivicin (Smulski et al., 2001) — einem
Glutamin-analogen Chloro-isoxazol - von Vorteil sein. Acivicin ist geeignet, die En-
zymaktivitat einer Amidotransferase, nicht aber von Aminotransferasen, zu inhibieren.
Setzt man diese Substanz dem zellfreien System zu, sollte sie die Bildung des Gink-
gotoxins vollstandig unterbinden. Bei Synthese von Pyridoxal sollte hingegen unbeein-
fluRt bleiben, wenn der Enzymrohextrakt aus Escherichia coli anstelle des aus den
Samen von Ginkgo biloba gewonnnenen Extraktes verwendet wird. Die an der Bio-
synthese des Vitamins im Enterobakterium beteiligte Transaminase SerC (vgl. Abbil-
dung 1.3, Seite 5) sollte nicht durch Acivicin beeinflul3t werden.

Unabhangig von der Verwendung des Amidotransferase-Hemmstoffes Acivicin kann
der Mechanismus der Stickstofffixierung auch durch den Einsatz von **N-markierten
Vorstufen untersucht werden. Diese Experimente kdnnten in analoger Weise zu den
Versuchen von Tazuya et al. (1995) durchgefuihrt werden. Der Zusatz von [Amido-**N]-
Glutamin zum zellfreien System von Fiehe sollte nur unter Verwendung des Enzymex-
traktes aus Ginkgo biloba zum Einbau des schweren Stickstoffs in das Ginkgotoxin
fuhren. Unter Verwendung eines Enzymrohextraktes aus Escherichia coli durfte sich
kein Einbau finden lassen. Genau der umgekehrte Fall sollte auftreten, wenn dem
System jeweils [Amino-**N]-Glutamin zugesetzt wiirde. Da in dem in Kapitel 4.4.1.3
(Seite 125) fur Ginkgo biloba postulierten Syntheseweg keine Aminotransferase zu-
gegen ist, durfte sich der schwere Stickstoff nicht im Ginkgotoxin finden lassen. Das
schwere Isotop im Analyten sollte sich nach HPLC-Trennung der Vitamere durch
MALDI-TOF-Spektroskopie nachweisen lassen.
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Mit den Ergebnissen zur Biosynthese des Vitamin B in verschiedenen Organismen
haben sich in den letzten Jahren zahlreiche neue Aspekte eroffnet. Ging man zuvor
davon aus, alle zur Biosynthese befahigten Organismen synthetisierten diese Stoffe
auf die gleiche Weise, wissen wir heute, dal’3 es zumindest zwei unterschiedliche Bio-
synthesewege in der Natur gibt. Diese sollten sich sowohl in ihren genetischen Grund-
lagen als auch in ihrer Biochemie grundsatzlich unterscheiden.

Zahlreiche Argumente sprechen daflr, da3 Ginkgo biloba zu der Gruppe von Or-
ganismen zahlt, die die Biosynthese auf eine andere als der bisher aus dem Entero-
bakterium Escherichia coli bekannten Weise durchfiihrt. Zur Aufklarung dieses neuen
Syntheseweges fehlen noch zahlreiche Informationen: Mit Sicherheit kann zunachst
die Beteiligung des sor(pdx1)-Genes bestétigt werden; die Funktion des Genproduktes
ist noch unklar.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein Gen aus der Pflanze Ginkgo biloba -
Ginkgoaceae - zu klonieren, dessen Sequenz groRe Homologie zu den bekannten
sor/pdx1-Genen aufweist. Es konnte sowohl in einem prokaryontischen als auch eu-
karyontischen Wirt exprimiert werden; es gelang, das aus der prokaryontischen Ex-
pression erhaltene Protein, teilweise zu reinigen. Es steht fur den Einsatz im zellfreien
System nach Fiehe (1999) zur Verfliigung.

In verschiedenen Organismen wird mit dem sor-Gen das sno-Gen koreguliert; die
Annahme einer Amidotransferase-Aktivitat fir dessen Genprodukt bleibt zur Zeit hoch
hypothetisch und bedarf weiterer Untersuchungen. Ferner ist noch nicht abschliel3end
geklart, ob weitere Gene fir Enzyme dieses Stoffwechselweges kodieren.

Die Biochemie dieses alternativen Vitamin Bes-Syntheseweges ist weitgehend uner-
forscht. Zwar haben Spenser und Mitarbeiter Hinweise darauf, dafld eine Pentose zur
Bildung des Pyridinringes betrégt, doch sind noch weitere Kohlenstoffeinheiten zum
Aufbau des Grundgeristes nétig. Ebenso sind die beteiligten Enzyme, sofern sie be-
kannt sind, uncharakterisiert.
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7.1 Datenerhebungen im Rahmen der Klonierung des
sor-homologen Gens aus Ginkgo biloba

7.1.1 Primerdiagramm

In der Abbildung 7.1 ist die relative Lage der zur Klonierung der verschiedenen
DNA- und RNA-Fragmente bendétigten Oligonukleotide gezeigt. Die Oligonukleotide
sind entsprechend ihrer Funktion oder ihrem Namen nach Tabelle 2.2, Seite 16, ge-
kennzeichnet. Bei der Lage der vektorbezogenen Primer wurde davon ausgegangen,
dal’ ein Fragment in jeden der in den Tabellen 2.3 und 2.4 (Seite 18f) verzeichneten
Vektoren ligiert werden kann. Die Lage der Standardsequenzierprimer (Ts, T7, Masrev,
Miswa) iSt abhé@ngig von der Orientierung des jeweiligen Polylinkers und kann anhand
der Vektorkarten (siehe Kapitel 7.2, Seite 152) ermittelt werden.
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Abbildung 7.1 »Primerdiagramm® der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide
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7.1.2 Codon Gebrauch relevanter Organismen

Ginkgo biloba Cercospora nicotiana Phaseolus vulg. Pdx1 Saccheromyces cerevisiae Escherichia coli
gesamt sorl gesamt pdx1 pdx2 gesamt pdx1 gesamt SNZ1 SNO1 gesamt

# ORF_# Codons 6 2340 5 2188 140 52055 11644 5624171 4290 1363404

/1000 310 /1000 /1000 344 /1000 225 /1000 /1000 313 /1000 /1000 298 /1000 225 /1000 /1000
gca Ala(A) 62 26,5 9 29,03 62 28,34 13 37,79 3 13,33 1038 19,94 2 639 91026 16,18 10 33,56 3 13,3 27470 20,15 Ala(A)
gce Ala(A) 56 23,93 9 29,03 65 29,71 21 61,05 4 17,78 1056 20,29 31 99,04 70752 12,58 6 2013 4 17,8 34770 25,5 Ala(A)
gcg Ala(A) 24 10,26 3 9,68 48 21,94 5 1453 3 1333 265 5,09 2 639 34530 6,14 2 6,71 3 13,3 45866 33,64 Ala(A)
gcu Ala(A) 39 16,67 22 7097 50 22,85 10 29,07 7 31,11 1382 26,55 6 19,17 118604 21,09 12 4027 7 31,1 20811 15,26 Ala(A)
aga Arg(R) 61 26,07 5 16,13 25 11,43 3 8,72 7 3111 621 11,93 1 319 119693 21,28 4 1342 7 311 2899 2,13 Arg(R)
agg  Arg(R) 41 1752 7 2258 18 823 1291 1 444 623 1197 2 639 52060 926 4 1342 1 44 1694 1,24 Arg(R)
cga Arg(R) 25 10,68 3 9,68 33 15,08 5 1453 0 0 161 3,09 0 0,00 16965 3,02 0 0,00 0 00 4860 3,56 Arg(R)
cgc Arg(R) 20 8,55 0 0 22 10,05 3 8,72 1 444 296 569 14 44,73 14559 2,59 1 3,36 1 4,4 29970 21,98 Arg(R)
cgg Arg(R) 19 8,12 3 9,68 8 3,66 1 291 0 0 127 2,44 3 958 9806 1,74 0 0,00 0 0,0 7404 5,43 Arg(R)
cgu Arg(R) 11 4,7 3 9,68 13 5,94 2 5,81 0 0 325 6,24 3 958 36513 6,49 2 6,71 0 0,0 28471 20,88 Arg(R)
aac Asn(N) 57 24,36 2 6,45 45 20,57 12 34,88 4 17,78 1561 29,99 9 2875 140174 24,92 1 3,36 4 17,8 29534 21,66 Asn(N)
aau Asn(N) 73 31,2 6 1935 22 10,05 4 11,63 7 31,11 1108 21,29 2 639 202449 36,00 5 16,78 7 31,1 24189 17,74 Asn(N)
gac Asp(D) 54 23,08 4 12,9 51 2331 12 34,88 4 17,78 1205 23,15 13 41553 114444 20,35 9 3020 4 17,8 25999 19,07 Asp(D)
gau Asp(D) 70 29,91 15 4839 52 23,77 8 2326 7 31,11 1594 30,62 6 1917 212747 37,83 9 3020 7 31,1 43817 32,14 Asp(D)
ugc Cys(C) 10 4,27 il 3,23 25 11,43 4 11,63 1 444 406 7.8 5 1597 26363 4,69 2 6,71 1 4,4 8849 6,49 Cys(C)
ugu Cys(C) 21 8,97 3 9,68 10 457 3 8,72 5 2222 304 5,84 0 0,00 44797 797 3 10,07 5 22,2 7063 5,18 Cys(C)
caa GIn(Q) 45 19,23 4 12,9 37 16,91 5 1453 7 31,11 926 17,79 1 319 154545 27,48 4 1342 7 31,1 20913 15,34 GIn(Q)
cag GIn(Q) 65 27,78 6 19,35 39 17,82 10 29,07 2 8,89 817 15,69 8 2556 68453 12,17 2 6,71 2 8,9 39288 28,82 GIn(Q)
gaa Glu(E) 88 37,61 11 3548 47 21,48 3 8,72 8 3556 1482 2847 7 2236 258028 45,88 18 60,40 8 35,6 53783 39,45 Glu(E)
gag Glu(E) 85 36,32 10 32,26 70 31,99 14 40,7 4 17,78 1635 31,41 14 4473 107579 19,13 7 2349 4 17,8 24313 17,83 Glu(E)
gga Gly(G) 63 26,92 10 3226 45 20,57 6 1744 6 26,67 1406 27,01 4 1278 61498 10,93 6 2013 6 26,7 10902 8 Gly(G)
ggc Gly(G) 56 23,93 5 16,13 53 24,22 9 26,16 2 889 771 1481 17 5431 54619 9,71 6 2013 2 8,9 40400 29,63 Gly(G)
999 Gly(G) 35 14,96 5 16,13 26 11,88 0 0 1 444 678 13,02 2 639 33624 5,98 1 3,36 1 4,4 15118 11,09 Gly(G)
ggu Gly(G) 34 14,53 9 29,03 33 15,08 12 34,88 4 17,78 1351 2595 6 19,17 134536 23,92 12 40,27 4 17,8 33738 24,75 Gly(G)
cac His(H) 22 9,4 2 6,45 31 1417 5 1453 2 8,89 642 12,33 5 1597 43867 7,80 3 10,07 2 8,9 13275 9,74 His(H)
cau His(H) 28 11,97 5 16,13 14 6,4 0 0 6 2667 594 1141 1 319 77276 13,74 3 10,07 6 26,7 17631 12,93 His(H)
aua lle(l) 22 9,4 5 16,13 14 6,4 1 291 3 1333 568 1091 1 319 100079 17,79 3 10,07 3 133 5967 4,38 lle(l)
auc lle(l) 31 13,25 6 1935 71 32,45 13 37,79 7 31,11 1031 1981 17 54,31 96127 17,09 4 1342 7 31,1 34264 25,13 lle(l)
auu lle(ly 56 23,93 11 3548 42 19,2 6 17,44 5 2222 1057 20,31 4 12,78 169875 30,20 15 50,34 5 22,2 41375 30,35 lle(l)
cua Leu(L) 9 3,85 2 6,45 14 6,4 0 0 2 8,89 412 7,91 1 319 75415 13,41 0 0,00 2 8,9 5316 3,9 Leu(L)
cuc Leu(L) 41 17,52 4 12,9 64 29,25 6 17,44 2 889 897 17,23 10 31,95 30213 537 1 3,36 2 8,9 15105 11,08 Leu(L)
cug Leu(L) 44 18,8 2 6,45 67 30,62 6 17,44 0 0 659 12,66 3 958 58568 10,41 1 3,36 0 00 71716 52,6 Leu(L)
cuu Leu(L) 25 10,68 5 16,13 17 777 3 8,72 3 1333 1119 215 2 639 68500 12,18 1 3,36 3 13,3 15019 11,02 Leu(L)
uua Leu(L) 21 8,97 0 0 9 411 0 0 8 3556 395 7,59 0 000 148212 26,35 7 2349 8 35,6 18943 13,89 Leu(L)
uug Leu(L) 54 23,08 6 1935 43 19,65 3 8,72 6 2667 978 18,79 3 958 152577 27,13 11 3691 6 26,7 18629 13,66 Leu(L)
aaa Lys(K) 52 22,22 7 2258 23 10,51 0 0 6 26,67 1367 26,26 2 639 236838 42,11 11 3691 6 26,7 45821 33,61 Lys(K)
aag Lys(K) 73 31,2 6 19,35 63 28,79 20 58,14 7 31,11 1757 3375 10 31,95 173181 30,79 13 43,62 7 31,1 14080 10,33 Lys(K)
aug Met(M) 56 23,93 10 32,26 52 23,77 17 49,42 4 17,78 1083 20,8 13 41,53 117420 20,88 13 43,62 4 17,8 37995 27,87 Met(M)
uuc Phe(F) 49 20,94 il 3,23 64 29,25 7 2035 1 444 1307 2511 8 2556 102353 18,20 1 3,36 1 4,4 22582 16,56 Phe(F)
uuu Phe(F) 33 14,1 7 2258 25 11,43 0 0 12 53,33 1006 19,33 2 639 146412 26,03 7 2349 12 53,3 30407 22,3 Phe(F)
cca Pro(P) 30 12,82 1 3,23 28 1280 6 1744 2 8,89 973 18,69 1 319 102307 18,19 6 2013 2 8,9 11497 8,43 Pro(P)
cce Pro(P) 33 14,1 3 9,68 27 12,34 3 8,72 2 8,89 601 11,55 9 2875 38245 6,80 2 6,71 2 8,9 7491 5,49 Pro(P)
ccg Pro(P) 12 513 0 0 36 16,45 1 2,91 1 444 211 4,05 0 0,00 29760 5,29 1 3,36 1 4,4 31617 23,19 Pro(P)
ccu Pro(P) 32 13,68 6 19,35 22 10,05 4 11,63 5 2222 995 1911 0 0,00 76383 13,58 2 6,71 5 22,2 9572 7,02 Pro(P)
agc Ser(S) 26 11,11 3 9,68 32 14,63 4 11,63 1 444 671 12,89 7 2236 54339 9,66 2 6,71 1 4,4 21908 16,07 Ser(S)
agu Ser(S) 18 7,69 5 16,13 22 10,05 0 0 4 17,78 574 11,03 1 319 79666 14,16 4 1342 4 17,8 11982 8,79 Ser(S)
uca Ser(S) 25 10,68 1 3,23 17 777 5 1453 0 0 749 14,39 0 000 105618 18,78 5 16,78 0 0,0 9793 7,18 Ser(S)
ucc Ser(S) 23 9,83 0 0 32 14,63 3 8,72 3 1333 908 1744 4 1278 79920 14,21 5 16,78 3 133 11771 8,63 Ser(S)
ucg Ser(S) 18 7,69 1 3,23 31 1417 3 8,72 2 8,89 241 4,63 0 0,00 48192 8,57 0 0,00 2 8,9 12195 8,94 Ser(S)
ucu Ser(S) 26 11,11 3 9,68 34 1554 6 17,44 4 17,78 1166 22,4 2 639 132621 23,58 6 2013 4 17,8 11523 8,45 Ser(S)
uaa Ter(ochre) 2 0,85 0 0 0 0 0 0 1 444 35 0,67 0 0,00 5537 0,98 0 0,00 1 4,4 2707 1,99 Ter(.)
uag Ter(amber) 0 0 il 3,23 2 0,91 1 2,91 0 0 44 0,85 0 0,00 2629 0,47 0 0,00 0 0,0 326 0,24 Ter(.)
uga Ter(opal) 4 k7L 0 0 3 1,37 0 0 0 0 61 1,17 1 319 3456 0,61 1 3,36 0 0,0 1260 0,92 Ter(.)
aca Thr(T) 38 16,24 4 12,9 38 17,37 5 1453 5 2222 730 14,02 0 0,00 99786 17,74 1 3,36 5 222 9684 7,1 Thr(T)
acc Thr(T) 26 11,11 2 6,45 38 17,37 9 26,16 2 8,89 910 17,48 9 2875 70760 12,58 2 6,71 2 89 31891 23,39 Thr(T)
acg Thr(T) 19 8,12 0 0 28 12,8 3 8,72 2 8,89 294 5,65 0 0,00 44816 7,97 2 6,71 2 8,9 19682 14,44 Thr(T)
acu Thr(T) 33 14,1 5 16,13 27 12,34 2 581 5 2222 857 16,46 2 639 113664 20,21 6 2013 5 22,2 12228 8,97 Thr(T)
ugg Trp(W) 25 10,68 0 0 44 20,11 1 291 2 8,89 702 13,49 0 0,00 58084 10,33 2 6,71 2 8,9 20756 15,22 Trp(W)
uac Tyr(Y) 32 13,68 il 3,23 34 1554 4 11,63 2 8,89 988 18,98 3 958 82477 14,66 0 0,00 2 8,9 16671 12,23 Tyr(Y)
uau Tyr(Y) 33 14,1 5 16,13 25 11,43 0 0 2 8,89 834 16,02 1 319 105557 18,77 1 3,36 2 8,9 22050 16,17 Tyr(Y)
gua Vval(v) 19 8,12 3 9,68 21 9,6 1 291 5 2222 344 6,61 2 639 66110 11,75 12 40,27 5 22,2 14855 10,9 Val(V)
guc Vval(v) 43 1838 5 16,13 67 30,62 15 43,6 1 444 655 1258 17 5431 65195 11,59 4 1342 1 4,4 20800 15,26 Val(V)
gug Val(V) 48 20,51 11 3548 44 20,11 12 34,88 6 2667 1241 2384 5 1597 60001 10,67 1 3,36 6 26,7 35983 26,39 Val(V)
guu Val(V) 45 19,23 15 48,39 24 10,97 3 8,72 6 26,67 1261 24,22 9 2875 123771 22,01 13 43,62 6 26,7 24916 18,27 Val(V)

Ginkgo biloba Cercospora nicotiana Phaseolus vulg. Pdx1 Saccheromyces cerevisiae Escherichia coli
GC-Gehalt gesamt sorl gesamt pdx1 pdx2 gesamt pdx1 gesamt SNZ1 SNO1 gesamt
1. Base 55 56 52 45 59
2. Base 41 46 41 37 41
3. Base 51 61 49 38 56
Gesamt 49 48 54 a7 40 52

Abbildung 7.2 Codon Gebrauch einiger im Rahmen dieser Arbeit relevanter Organismen

In der Tabelle ist fir jeden aufgefiihrten Organismus der Gebrauch der Codons fir eine Aminosaure auf-
gelistet (Datenlage im Dezember 2001). Die Daten wurden erhoben fur die bis dahin bekannten ORFs bzw
fur einzelne aus den Organismen bekannten sor/sno-Gene. Die absolute Anzahl eines Codons ist jeweils
blau dargestellt, die auf tausend Codons berechnete statistische Verwendung eines Triplets ist schwarz
dargestellt. (Die Tabelle ist auf der CD unter \Codon_Usage_sor_like.pdf verfiigbar)
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7.1.3 sor-cDNA aus Ginkgo biloba
40
M EPEIPENE U EPUPPENN ARPETITE EPEFEPP PRI PR O
Consensus CTAATACGACT CACTATAGGEECAAGCAGT GGTAACAAGECA
Sor GB5” (1>596)%| CTAATACGACTCACTATAGG(I)AAGOAGI’(I?I’AACAA@
80
P IR NPT PP I BT IR N
Consensus GAGT ACCCGEECAT TGTACATTTACGTCTTCTATTTTTCTT
Sor GB5” (1>596)4| GAGFACG(IS(IBgATTGFAOAT‘ITAOGI’C‘ITCTAﬁTFrCTﬂ
90 100 110 120
A P PRI BRI ST IEPIPEN B TR
Consensus CTTGCTTCCTCAAGGT GT GTGCAGT TAAGCAAAAACCOGAGA
Sor GB5” (1>596)—>| cttGC‘I‘I'OCTOAAGGI’GI’GI’(I;AGI’TAA(I;AAAAACCGAa
| 1|30 | 1?0 | 1£|'>0 | 1?0
Consensus AGCGT TTTCGAGCCAGCTTTCCTTCAAAACCCCATCAAGGAA
Sor GB5” (1>596)H| AGCGT'I‘ITGAG(I)A(IITFTCC‘I‘I’CAAAA(I:(I)ATOAAGGW
] 1|70 ! 1?0 | 1?0 ! 290 !
Consensus ATAGCGTTTTAGAT CCAGCAGT TACTTTGT TTGAAGGT GGT.
Sor GB5” (1>596) — | ATAGGGITTTAGATCCAGGAGITACTTTGI TTGAAGGTGGT|
pwo Gbf | (1>931) —
210 220 230 240
MNP BRI BN I ST I S
Consensus CAT GECCAGCCACGCAGT TGT CACAGT TTATGECCACCEET G
Sor GB5” (1>596) — | CATGGCCAGCGACGGAGITGTGACAGT TTATGGCGACGGT
pwoGbf | (1>931) ™ ATGGOCAGCGACGGAGT TGT GACAGT T TATGGCGACGGT!
2|50 | 2|6O | 2|70 | 2&|3O |
Consensus CCATAACTGACACAAAGGTATCTT OGTATGCAGT CAAGGT T
Sor GB5” (1>596) —> | CCATAACTGACACAAAGGTATCTTCGTATGCAGTCAAGGTT]
pwo Gbf | (1>931) — | CCATAACTGACACAAAGGTATCT TCGTATGCAGT CAAGGTT|
2?0 | 390 | 3|10 | 3|20 |
Consensus GGITTGSCTCAAAT GCTTAGAGGEGEGAGT TATCATGGATGT
Sor GB5” (1>596) — | GGTTTGECTCAAAT GCTTAGAGGGGGAGI TATCATGGATGT
pwo Gbf | (1>931) — | GGITTGECTCAAAT GCTTAGAGEGEGAGI TATCATGGATGT
Abbildung 7.3 sor-cDNA aus Ginkgo biloba (Teil 1 von 4)

Consensus (aus den Einzelsequenzen errechnete cDNA-Sequenz), SorGB5" (aus der SMART-RACE-PCR

erhaltene Sequenz), pwoGBfl (der mit einer Proofreading-Polymerase amplifizierte ORF), GB1H1R (aus

der PCR mit genomischer DNA und aus der RT-PCR erhaltenes zentrales Fragment), SorGB3" (aus der
3-RACE-PCR erhaltene Sequenz): Start- (ATG) und Stoppcodon (TAG) des sor-ORF sind fett gedruckt,
die nach Shine und Dalgarno (1975) und Kozak (1987, 1991) postulierte Ribosomenbindestelle ist kursiv-

fett gekennzeichnet.
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3|3O | 34|10 | 3?0 : 3(|30 |
Consensus TGTCAATGCT GAACAGECTAGAAT AGOCGAAGACSCAGEEG
Sor GB5’ (1>596) — | TGTCAATGCT GAACAGECTAGAATAGOCGAAGAGECACEH
pwoGof | (1>931) — | TGTCAATGCT GAACAGGECTAGAATAGCCGAAGAGGCAGE]
3|70 | 3$|30 | 3?0 | 4(I)O | 4Z|I.O
Consensus CTACTCCTGT AATGECACTGEAGCGTGTOCCTCCTGATATA
Sor GB5’ (1>596) — | CTACTGCTGIAATGGCACTGGAGCGTGTCCCTGCTGATATA
pwoGof | (1>931) — [ CTACTGCTGT AATGGCACTGGAGOGT GTOCCTGCTGATATA
I T - DU SO TS
Consensus AGAGCT CAAGGAGGAGT TGCACGAAT GAGCGATOCTGECCT.
Sor GBS’ (1>596) — | AGAGCTCAAGGAGGAGI TGCACGAAT GAGCGATCCTGECCT
pwo Gbf | (1>931) — | AGAGCTCAAGGAGGAGT TGCACGAAT GAGCGAT OCTGECCT|
| 4(|50 | 4|70 | 4§O | 4?0
Consensus CATTAAAGAAATCAAAAGT GOCGT GACAATOCCTGTCATGG
Sor GBS’ (1>596) — | CATTAAAGAAATCAAAAGT GCOGTGACAATCCCTGTCATCY
pwoGbf | (1>931) — | CATTAAAGAAATCAAAAGTGOOGT GACAATOCCTGTCATCA
GB1HLR (1>459) < TGCTGAGACGAT TCCGGTGATG
| 590 | 5|10 . 5|20 | 5?0
Consensus OCAAGECTAGAATAGGTCATTTTGTTGAAGOCCAAATCCTT
Sor GBS’ (1>596) —> | CCAAGGCTAGAATAGGTCATTTTGI TGAAGOGCAAATCCTT
pwo Gbf | (1>931) — | CCAAGGCTAGAATAGGTCATTTTGT TGAAGOGCAAATCCT
GB1HLR (1>459) < | _CCAAGGCTAGAATAGGTCATTTTGI TGAAGOGCAAATCCTT
| 54|10 | 5|50 | 5€ISO | 5|70
Consensus GAAGOCATTGGTATTGATTACATTGATGAGAGTGAAGTACT
Sor GB5’ (1>596) — | GAAGCCATTGGTATTGATTACATTGATGAGAGTGAAGTACT|
pwoGof | (1>931) | GAAGCCATTGGTATTGATTACATTGATGAGAGIGAAGTACT]
GB1HIR (1>459) < | _GAAGCCATTGGTATTGATTACAT TGATGAGAGT GAAGTACT
580 590 600 610
| ] | 1 | 1 1 1 |
Consensus CACTOCTCCAGATGATATGCACCATATCAACAAGCATAAT T
Sor GB5’ (1>596) — | CACTCCTGCAGATGATATGCAC
pwoGof | (1>931) —> | CACTCCTGCAGATGATAYGCACCATATCAACAAGCATAATT
GB1HIR (1>459) < | CACTCCTGCAGATGATATGCACCATATCAACAAGCATAATT]
6|20 | 61|30 | 64|10 | 6|50 |
Consensus TTOGTATTCCTTTTGI GT GT GGAT GT CGCAACCT CEEEEAG
pwoGof | (1>931) — TFCISTA'ITCCTTITGTGFGTGIBATGF(IIBAACCTCGBGBAS
GB1HIR (1>459) < | TTOGTATTCCTTT TGTGTGT GGATGT OGGAACCT CGCGGA
660 670 680 690
s ey b by b v e by w o a bywa o banna |0y
Consensus COCCTGAGAAGCATTCOCGAAGEEECTCCTATGATCAGGAC
pwo Gbf | (1>931) — | GOCCTGAGAAGGATTGOOGAAGEEECTCCT. ATGATOAC—I?Aﬂ
GB1HLR (1>459) < | GOGCTGAGAAGCGATTGCOGAAGEEECTGCTATGATCAGCA

Abbildung 7.4 sor-cDNA aus Ginkgo biloba (Teil 2 von 4)
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. 700 710 720 730
Consensus TAAAGGAGAAGCT GGTACCGGAAAT GT TAT TGAGGCAGTGA
pwoGbf | (1>931) — | TAAAGGAGAAGCTGGTACCGGAAATGT TATTGAGGCAGTGA
GB1HIR (1>459) < [ TAAAGGAGAAGCTGGTACCGGAAAT GT TAT TGAGGCAGTGA
7?0 | 7I50 | 7I60 1 7I70 |
Consensus GGCATGTGAGGT CTGTCTTGEEOGATATAAGGAAGCTTCAG
pwoGhfl  (1>931) > | GGCATGIGAGGTCTGTCTTGGGOGATATAAGGAAGCTTCAG
GBLHIR (1>459) <= | GECATGTGAGGTCTGTCTTGGEGCGATATAAGGAAGCTTCAG
780 790 800 810 820
Consensus AGTTTGGAT GACGATGAAGT GT TTGCAT T TGOCAAACAGAT
pwoGbf | (1>931) > | AGITTGGATGACGATGAAGTGTTTGCATTTGCCAAACAGAT]
GBLHIR (1>459) < | AGTTTGGATGACGATGAAGTGI TTGCAT TTGOCAAACAGAT
830 840 850 860
Consensus TGCTGCTCCCTATGAGCT TGT GAGGCAAACCAAACAGT TGG
pwoGbf | (1>931) — | TGCTGCTCCCTATGAGCTTGT GAGGCAAACCAAACAGTTGA
GB1HIR (1>459) < [ TGCTGCTOOCTATGAGCTTGTGAGGCAAACCAAACAGT TGA
SorGB-3° (1>530) < CAAACAGTTCY
, 80 88 890 900
Consensus GACGGECTTCCTGITGT GAATTTTGOGECAGGAGGT GITGCT
pwoGof|  (1>931) —> | GACGECTTCCTGITGTGAATTTTGOGECAGGAGGTGITGCT]
GBLHIR (1>459) €~ | GACGGCTTCCTGTTGTGAATTTTGOGGCAGGAGGTGTTCCT|
SorGB-3° (1>530) € | _GACGGCTTCCTGITGTGAATTTTGOGECAGGAGGTGTTCCT]
910 920 930 940
ol b by by by by by n g by vy
Consensus ACACCCGCTGATGD GOCTTGAE gATgCAGT TGGGTTGTGA
pwoGbf|  (1>931) —> | ACACCCGCTGATGCTGOCTTGATGATGCAGT TGEGTTGT
GB1HIR (1>459) <~ | ACACCGGCTGATGC AAAGGGA- - AT- CAA
Sor GB-3" (1>530) <~ | ACACCOGCTGATGCTGOCT TGATGATGCAGI TGEGT TGT!
950 960 970 980
Consensus TGGAGTTTTT GI TGECTCTGGT GTGT TCAAAAGT GGOGATC
pwoGbf | (1>931) — | TGGAGITTTTGITGGCTCTGGT GTGT TCAAAAGT GGOGAT(
SorGB-3° (1>530) < | TGGAGITTTTGITGECTCTGGT GTGT TCAAAAGTGEOGAT(
990 1000 1010 1020
Consensus CAGCT CGT CGEECT CGAGCTATTGTGCAGECTGI TACTCAC
pwoGbfl  (1>931) — CAC-ZCTCGTCGC-H:TCGAC—I:TATFGFC—DAG}ZTGTFACTOAj
SorGB-3° (1>530) ¢ | CAGCTOGTCGGGCTCGAGCTATTGT GCAGGCT GT TACTCAS
1030 1040 1050 1060
Consensus TATAATGATCCOCATATTCTAGCTGAGGT TAGCTGCAGICT
pwoGhfl  (1>931) — | TATAATGATCCOCATATTCTAGCTGAGGT TAGCTGCAGICT]
SorGB-3° (1>530) € | TATAATGATCCCCATATTCTAGCTGAGGT TAGCTGCAGICT]
Abbildung 7.5 sor-cDNA aus Ginkgo biloba (Teil 3 von 4)
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1070 | 1080 | 1090 | 1100

Consensus AGGT CAACX:T ATCIS'I_I' GIBATI'AATCT C‘AAACATGAAAACI}

pwoCof | (1>931) — | AGGTGAAGCTATGGT TGEGATTAATCTCAAAGATGAAAAGG
SorGB-3° (1>530) < |_AGGIGAAGCTATGGI TGGGAT TAAT CTCAAAGAT GAAAAGG

1110 | 1120 | 1130 | 1140 |

Consensus TGGAGOGATAT(I.‘AGAGAGGT CAGAGT AGCATGAT(I‘AGGC

pwoCof | (1>931) — | TGGAGCGATATGCAGAGAGGTCAGAGTAG
SorGB-3° (1>530) < |__TGGAGOGATATGCAGAGAGGT CAGAGT AGCAT GATGCAGE]

1150 | 1160 | 1170 | 1180 |
Gonsensus GAGOGQAT(I‘AGA(IFFATG(ITFTGF(I?I’(IE(IE(ITACFAGAT
SorGB-3°  (1>530) < GAGIEAATCI}AGAGBTATG}:WGTGSTCI}HI}’-\CTAGAH
11|90 | 12|00 | 12|10 | 12|20 | 12|30
Consensus CGATGAAATACGTTACTTATATTTGTATTGAAGSCACAACTA

SorGB-3°  (1>530) < | GATGAAATA(ISTTACI’TATATTTGTATTGAA(II.‘ACAACI’AI

1240 1250 1260 1270

Consensus GAAACTTGACCAGT CTGTTTAGEGGTGCTTAATTATTGGAC
SorGB-3° (1>530) < | GAAACTTGACCAGTCTGTTTAGGGGTGCTTAATTATTGEA]

| 1280 | 1290 | 1300 | 1310

Consensus TCATTGI IAGAAAAGATGI (I.‘AGTTCI I (ITI'TGI T
SorGB-3° (1>530) < | _TCATTGITTAGAAAAGATGITTGCAGITCTTTTGCTTGI I|

| 13|20 | 13|30 | 13|40 | 13|50
Consensus CAAATTTAATGATGGACGTTGAATTTGAACTTGTGTCAAAT

Sor GB- 37 (1>53O)F| CAAATTTAATGATGGACGITGAATTTgaact t gt gtcaaat|

| 13|60 | 13|7O | 13|80
Consensus AATAAATTTTGITCTAGATTGECTTTT -Polyadenylierung
SorGB-3° (1>530) ¢ | aaTAaattttgttctagattggctttthnicht visualiserbar)
Abbildung 7.6 sor-cDNA aus Ginkgo biloba (Teil 4 von 4)

2]"30 5(|)O 7]"30 lOIOO 12|50

DNA- Fragnent e (bp) |

Sor GB-5" - Ende (1>596)}
Pwo Gbf | (1>931) F
GB- 1Hi n/ 1Riick (1>459) |

Sor GB- 3" - Ende (1>530) /

Abbildung 7.7 Lage der in Abbildung 7.3 bis 7.6 (Seite 145 bis 148) dargestellten Sequenz-
fragmente zueinander.
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7.1.4 Vorkommen sor/sno- und pdxA/J-homologer Sequenzen
in den Phyla (Abteilungen) und Ordnungstypen
Tabelle 7.1 Vorkommen der sor(pdx1)-, sno(pdx2)- bzw pdxA/pdxJ-homologer Sequenzen in

den Genomen von Organismen aus verschiedenen Phyla

Organismengruppen, deren Mitglieder Homologe einer Sequenzfamilie im Genom tragen sind markiert: rot

= in einem Organismus dieser Gruppe wurden sor/pdx1- und/oder sno/pdx2-homologe Sequenzen nach-

gewiesen; blau = in einem Organismus dieser Gruppe wurden pdxA/pdxJ-homologe Sequenzen nachge-

wiesen; rot-blau = in einem Organismus dieser Gruppe wurden sowohl sor/sno- als auch pdxA/pdxJ-ho-

mologe Sequenzen nachgewiesen; unterstrichen = in einem Organismus dieser Gruppe sind nachweislich

keine zu den genannten Sequenzfamilien homologe DNA-Sequenz gefunden worden; die Tabelle basiert
auf Daten von Ehrenshaft (1999), Osmani (1999), Braun (1996), Mittenhuber (2001) sowie eigener Daten-

bankrecherchen.

Taxon/Abteilungen

Untergruppierung

Beispiele

Archaea

1. Crenarchaeota

Thermophile und Schwefelab-
hangige

2. Euryarchaeota Methanobakterien: Methanobacterium, Methanococcus, Py-
rococcus
Halophile: Halobaterium
Bakterien
1. grampositive Bakterien 1.1 Kokken Steptococcus, Staphylococcus, Entero-

1.2 nicht sporenbildendeStéb-
chen

1.3 sporenbildende Stébchen

1.4 Coryneforme (incl. Acti-
nomyceten)

1.5 Mycoplasmen

coccus

Lactobacillen, Listeria

Bacillus, Clostridium

Propionséurebakterien, Corynebacte-
rium, Arthobacter, Actinomycetales (My-
cobacterium, Actinomyceten, Strepto-
myceten, Nocardiaceen)

Mycoplasmataceen (M. pneumoniae, M.
genitalium)
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Taxon/Abteilungen

Untergruppierung

Beispiele

Bakterien

2. gramnegative Bakterien

3. Cyanobacteriota

2.1 Anaerobe Stabchen und
Kokken

2.2 Fakultativ anaerobe

2.3 Aerobe Kokken und Stab-
chen

2.4 Spirillen

2.5 Spirochaeten (helikal, spi-
ralig gewachsene)

2.6 Anhéngseltragende Bakte-
rien

2.7 Scheidenbakterien
2.8 Cytophagales
2.9 Myxobacteriales

2.10 Rickettsiales (obligat pa-
rasitische Bakterien)

2.11 Chemolithoautotrope
Bakterien

2.12 Photoautotrophe Rhodo-
spirillales

3.1 Coccogoneae

3.2 Hormogoneae

Veillonellaceen und Bacteriodaceen
(Porphyromonas)

Enterobaktreien (Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmo-
nella, Serratia, Shigella, Yersinia)

Pasteurellaceen (Pasteurella, Haemo-
philus), Vibrionen (Vibrio)
Aeromonadaceen (Aeromonas), Phot-
obacterium, Flavobacterium

Neisseriaceen (Moraxella, Neisseria,
Paracoccus), Pseudomonadaceen
(Pseudomonas, Xanthomonas, Zoo-
gloea, Acetobacter), Acetobacteraceen +
Rhizobiaceen (Rhizobium, Agrobacte-
rium), Methylomonadaceen (Methyloco-
cus, Bordetella), Legionellaceen, Fran-
cisella

Spirillaceen, Campylobacteriaceen
(Campylobacter), Helicobacter

Spirochaetaceen (Spirochaeta, Borellia),
Trepomenataceen (Trepomena)

Gallionella, Nevskia, Caulobacter, Pe-
domicrobium

Sphaerotilus, Leptothrix
Beggiatoaceen, Thiothrix,
Myxococcus, Chondromyces

Rickettsiaceen (Rickettsia), Chlamydia-
ceen (Chlamydia)

Nitrobacteriaceen (Nitrosomas, Nitro-
bacter)

Rhodospirillaceen, Chromatiaceen,
Chlorobiaceen, Chloroflexaceen

Chroococcales (Synechococcus, Syne-
chocystis, Microcystis), Chamaesiphona-
les, Pleurocapsales

Oscillatoriales, Nostocales, Stigonema-
tales
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Taxon/Abteilungen Untergruppierung Beispiele

Eukaryonten

5. Abtl.: Eumycota 3. Klasse: Ascomyceten Aspergillus, Candida, Saccharomyces,
Schizosyaccharomyces, Penicillium

13. Abtl.: Rhodophyta

14. Abtl.: Chlorophyta

15. Abtl.: Bryophyta, Moose z. B. Funariaceen (Physcomitrella)

16. Abtl.: Pteridophyta, Farne

17. Abtl.: Spermatophyta 1. Unterabtl.: Coniferophy- Ginkgoopsida (Ginkgo), Nadelhdlzer

tina (Nadelblattrige Nack-
samer)

2. Unterabtl.: Fiederblattrige
Nacktsamer
3. Unterabtl.: Angiospermen
T Zweikeimbléttrige, Ein-
furchenpollen

T Zweikeimblattrige, Drei-
furchenpollen

T Einkeimblattrige

Samenfarne ...

Winteraceen, Lauraceen, llicaceen, Pi-
peraceen.

Ranunculuidae, Caryophyllidae (Stella-
ria), Rosidae (Arabidopsis, Brassica,
Hevea, Phaseolus), Asteridae.

Alismatidae, Aridae, Liliidae, Arecidae,
Commelinidae (Oryza).
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7.2 Karten der verwendeten Vektoren
7.2.1 Karten der Klonierungs- und Sequenzierungsplamide
7.21.1 pBluescript® Il SK(-) und pBlueT

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /literatur/Strata-
gene.

7.2.1.2 pGem3Zf(+)®

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /literatur/Promega.

7.2.1.3 pCR®2.1-TOPO

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /literatur/Invitrogen.

7.2.1.4 pGem-Teasy®

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /literatur/Promega.

7.2.2 Expressionsplasmide

7.2.21 pBargpel

Daten zum Vector sind im Internet unter www.fgsc.net/fgn/pall.html erhéltlich. Die
Internetseite mit Stand vom 10.07.2002 ist ferner auf der CD unter /literatur/pBargpe

abgelegt

7222 pMal-c2®, NEB

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /literatur/NEB.
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7.2.2.3 PQE30veaste30

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM

7.3 Herstellerangaben

7.3.1 Herstellerangaben — DNA-Extraktion aus Agarose-Gel

Die Angaben befinden sich als pdf-Datei auf der beiliegenden CD-ROM unter /lite-
ratur/Qiagen.

7.3.2 Herstellerangaben - Wizard-Plus® Plasmid Isolierung,
Promega

Die Angaben befinden sich als pdf-Datei auf der beiliegenden CD-ROM unter /lite-
ratur/Promega.

7.3.3 Herstellerangaben — TOPO TA Cloning®, Invitrogen

Die Angaben befinden sich als pdf-Datei auf der beiliegenden CD-ROM unter /lite-
ratur/Invitrogen.

7.3.4 Herstellerangaben — pGemT-Easy® Cloning, Promega

Die Angaben befinden sich als pdf-Datei auf der beiliegenden CD-ROM unter /lite-
ratur/Promega.

7.3.5 Herstellerangaben — QuickPrep® Micro mRNA Purifica-
tion Kit, Pharmacia Biotech

Die Angaben befinden sich als pdf-Datei auf der beiliegenden CD-ROM unter /lite-
ratur/Amersham.
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7.3.6 Herstellerangaben — Ready To Go RT-PCR Beads, Phar-
macia Biotech

Die Angaben befinden sich als pdf-Datei auf der beiliegenden CD-ROM unter /lite-
ratur/Amersham.



