elektronisches
dokument

Untersuchungen an drei Vertretern der
vertebrate-type Ferredoxine aus
Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH.
und

Digitalis lanata EHRH.

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultét
(mathematisch-naturwissenschaftlicher Bereich)

der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

von Herrn Stefan Strauss

geb. am 29.05.1972 in Heiligenstadt

Gutachter:

1. Prof. Dr. Martin Luckner
2. Prof. Dr. Birgit Drager

3. Prof. Dr. Wolfgang Kreis

Halle (Saale), 5. Mérz 2004

urn:nbn:de:gbv:3-000006623
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver. pl 2urn=nbn%3A de%3A ghv%3A 3-000006623]



TLP 7
L.W.



Inhaltsverzeichnis

1.1
1.2
1.3
1.3.1
1.3.2
1.4
1.5

2.1
2.1.1
2.1.2
2.13
2.1.4
2.1.4.1
2.14.2
2.143
2.1.44
2.1.5
2.1.5.1
2.1.5.2
2.1.6
2.1.7
2.1.7.1
2.1.7.2
2.1.7.3
2.1.7.4
2.1.8
2.2
2.2.1
2.2.1.1

Einleitung  ....ccooooviiiieenne

Seitenkettenspaltung bei Sterolen in Digitalis —..........ccccovevcvveeveeeeeneanen.

Das seitenkettenspaltende Enzym im tierischen System ...........cccccoceeeee

Ferredoxine  ..ccceeeeennnnnn.

Ferredoxine, Elektroneniibertrager mit vielfdltigen Variationen ..............

Adrenodoxin, das Ferredoxin der Nebennierenrinde — ............ccooeevveeennnns

Das Hefe-Two-Hybrid-System .........cccoveviiieiiiieiieeeeeeeeeee e

Aufgabenstellungen ...........

Materialien und Methoden

Material  ....oooeeeieeeeeeeeeeene,

Pflanzenmaterial ................

cDNA-Banken und Sequenzmaterial ...........cccccoevviiiiiiieniieeeie e

Bakterien- und Hefestimme

Haufig verwendete Losungen und Puffer ...........ccccooveiiiiiiiniiiinieee,

Wasser ....ccocccevveiiniiiiinieenne
Néihrmedien ........cccoceeeee.
Puffer ..o
Losungen .......cccceevvciieeennnns
Plasmide ....c.ccocevvevieiennn.
Leerplasmide .....................
Sonstige Plasmide ..............
Primer ...
Chemikalien, Enzyme etc. ..
Feinchemikalien ...............
Enzyme ...,
Kits oo
Verbrauchsmaterial ...........

GETALE e,

Molekularbiologische Methoden — .........cccooceieiiiiiiiiiiiiieeeeeee,

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren ............cccccceeevvveeeieennnenn.

Photometrische Bestimmung

v

—_— 00 O W A~ N =

14
14
14
14
15
15
15
16
17
19
19
19
19
21
23
23
23
24
24

26
26
26



22.1.2
222
2221
2222
2223
2224
223
2231
2232
22.4
2.2.4.1
2242
2243
2.2.5
2.2.6
2.2.6.1
2.2.6.2
2.2.7
228
229
2291
2292
2293
2.2.10
2.2.10.1
2.2.10.2
2.2.11
22.11.1
22.11.2
2.2.12
2.2.12.1
2.2.12.2
2.2.13
2.2.13.1

Ethidiumbromid-Plate-ASSay .......cccccecieeeriiiieriieeriie ettt

Polymerase-Kettenreaktion  .........cccocceevieriieniieniieiecieeee e

Standard-PCR ...

Colony-PCR .....

Mutagenese ...

Agarose-GeleleKtrophoreSe  .......ccceeeeiieeiiieeiiie et
Elektrophorese von DNA ..o
Elektrophorese von RNA ..ot

Northern Blot ...

BIOtten UNA FIXIEIEI et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeaeeeaaeanas

Herstellung der SONde  .....ccoouiiiiniiiiiieecceeececeeee e

Hybridisierung und NachWeis  ........cccooviivviieniiieiiecieeeeeeeeee e

Gelextraktion ...

Praparation von Plasmid-DNA .........cccooiiiiiiiiiiieiceeeece e

Mini-Préparation

Midi-Préparation

Sequenzierung von DNA Lo

Restriktionsverdau der P1asmide .......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e

Klonierung von DNA-Fragmenten ..........ccccooeeeiiiiiieniieiiienieeeesee e
TOPO TA CIomING -KIt v
PCR-Script Amp Cloning Kit  .....ooooveveieeeeeeeeeeeeeee e

Klonierung in Expressionsplasmide  .......ccccoovveeviieiiiieiieniieieeieesiee e

Transformation von Bakterien und Hefe  ...oooovveeeeneeeeeeeeeeeeee e,

Transformation von ESCheriChia COLI  .........oouummmmeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeennn

Transformation von Saccharomyces cerevisiae .............cccevvevccneuenennne.

Herstellung kompetenter Zellen —.........ccoooovveeiiiieiiieeiiieeeeceeceeee e

Kompetente Escherichia-coli-Zellen —...........ccccoooveviiiiiiniiiiieiiiiieee,

Kompetente Saccharomyces-cerevisiae-Zellen —............cccccoveeeeeervenvennnen.

RNA-Extraktion

Extraktion der Gesamt-RINA ..o
Aufreinigung der mMRNA oo
Synthese der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank ...........ccccc.........

cDNA-Synthese



2.2.13.2

2.2.133
2.2.14
2.2.14.1
2.2.14.2
2.2.15
2.2.15.1
2.2.15.2
2.2.16
2.2.16.1
2.2.17
22.17.1
22.17.2
22173
22.17.4
22175
2.2.17.6
23
23.1
232
2.3.2.1
2322
233
2331
2332
2333
234
235
24
24.1
242
243
2.5
2.5.1

Ligation der cDNA in den HybriZAP®-2.1 Vektor und Verpackung

der Phagenpartikel ..........ccoooioiiieiiiiiiiciee e
Amplifikation der cDNA-Bank  .......cccoooeiiiiiiiiiiceeeee e
Exzision von A-Banken ..ot
IMASSENEXZISION  ...eeuiiiiiieiieetieite et et e et e bt e st e et e s teesbeeesbe e seeebeesaaeens
Exzision einzelner Phagen ...........cccoooiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeee e
Titerbestimmung von cDNA-Banken —.........cccccoeeviiinciiieniieeie e
Titerbestimmung der A-Banken — .........cccoocieiiiiiiiiniiiiieeccee e
Titerbestimmung der exzidierten Bank .........cccoooiiiiiiiiii e,
Two-Hybrid-Screening der cDNA-Bank  ......ccoooeiiiiiniiiiiiice
Uberpriifung von pBD-Adx128 auf Transaktivierung ............c...cococeevne...
Radioaktives Screening der cDNA-Bank (WERLE 1995) .....cccccciiviienieee
Ausplattieren der Bank ...........cccccoeiiiiiiiiiiiee e
Transfer der Klone auf die Filter — .......ccccooiiiiiiiiiie,
Templates zur Herstellung der Sonden — .......cccoeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee,
Markierung der Sonden  ........coceeiiiiiiiiiiee e
Hybridisierung und Detektion der Signale ........cccccoeviiiiiienieeiienieee,
SeKUNAErSCIEENING ...c.veviviriiiiieiiiieieetere e
Proteinbiochemische Methoden  ........c.ccooceiieiiiieniiieieeeeee
ProteineXPreSSION  .ueieuieeiieiieiie ettt ettt ettt ettt
ProteinreiNi@UNGE  ..occveeviiieiieeiiieieecie ettt et ebe et eesbeesnneenneens
Aufschlull der Zellen —.......ccoooiiiiiiiii e
Saulenchromatographische Reinigung .........c.cccccoevvevienciieniieeciieieeieeen,
Proteingele und Western Blotting .........ccoceeveriiiniininniiniinecceiceceee
SDS-PAGE e e
WeStern BIOt ....ooeiiiieie e
Isoelektrische FOKUSSIGIUNG  .......cccvieiiiiiieiiieiieeie e
Bestimmung des Redoxpotentials ..........ccoocieiiiiiiiiiiiiieeeeeccee
SCC-TESE ettt sttt e
Spektroskopische Methoden — ........ccoociiiiiiiiiiii e,
UV-Vis-SPpeKtroSKOPIC ...cceieiiiiiiiiiiieiiieiiieeie ettt ettt
CD-Spektroskopie und Thermische Denaturierung —.........ccccceeveeeieennnnnne
Elektronenspinresonanz -SpeKtroSkopie ..........ccecveevieerierieenieeieenreeneens
ANALYSEN 070 SILICO oo

HOmOIOZIESUCNE  ..o.eviiiiiciieieeeeeee e



252
253
254
255
2.5.6

3.1
3.1.1
3.1.1.1
3.1.1.2
3.1.13
3.1.14
3.1.1.5
3.1.2
3.1.2.1
3.1.2.2
3.1.3
3.1.3.1
3.1.3.2
3.14
3.2
3.2.1
322
323
33

3.3.1
3.3.1.1
332

3.3.2.1
3322
3323

Homologievergleich .........ccoooiiiiiiiieeeeeeeeee e
Berechnung von Proteinmassen und isoelektrischen Punkten ..................
Uberpriifung auf Signal- und Targeting-Peptide  ........ccoceeveveveerireennnen.
ModellbereChNUNZEN  .....ccveeiiiieiieiiiciieee e

Evaluierung des Modells ........cccooeiiieiiiiieiieecee e

ErgebniSSe  .oooooeiiiiiieeeeee e e e
Two-Hybrid-SCreening .........cccoceevieeiiieniiieiieeieeeeeee et
Synthese der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank ..........cccocoeu....
RNA-Extraktion und mRNA-Reinigung .......ccoooceeviiiiiiniiiiieeceeeeee
CDNA-SYNNESE oo e
Herstellung der Primédrbank und Bestimmung des Titers ............ccccceeeueeeee
Amplifikation der HybriZAP®-2.1-Bank ........ccoovevveeereeeeeesreeesesnae
Massenexzision der gesamten cDNA-Bank ...,
Konstruktion des bait-VeKtors ..........ccccveveniniininiininieicicscneseneeeeeen
Amplifikation von Adx128 und Adx108  ......ccoeiiiiie e
Klonierung der Fragmente in den bait-Vektor pPBD-GAL4 Cam  ...........
Durchfiihrung des SCIeens .......ccccocevieriiriiiniieiinieneeeccece e
Transformation der Hefe mit dem bait-Vektor —........cccccevevinincnincnnns
FIlter-Lift-ASSAY  .eeeiieiiieeiieie ettt et et
Uberpriifung der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank durch PCR
Screening der Blatt-cDNA-Bank aus Digitalis lanata  ..................c..c........
Ausplattieren der Bank ...........cocccoeiiiiiiiiiiieee e
cDNA-Sequenz von CYP11A1 aus Bos taurus als Sonde —.........cccceceenneee
CPA AlS SONAE .o
Untersuchung der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana
UNA DiQItalis [ANALA ..ot
Die Sequenzen der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana
PCR-Amplifikation aus einer cDNA-Bank ..........ccccccoevviiiiiieniieeniienieenen,
Screening einer cDNA-Bank nach Sequenzen von vertebrate-type
Ferredoxinen aus Digitalis [anata .............ccccocveevceeeeeceeeeiiieenieescieenaeens
Gewinnung der SONAE  .....ooiiiuiiiiiiiinieeeeecceeeee e
Screening der cDNA-Bank (WERLE 1995) ...oooiiiiiiiieieeeeeeeee,

Sequenz des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata — ................

VII

52
52
52
52
52
52
53
53
53
53
53
54
54
54
54
55
55
55
56

56
56
56

57
57
57
57



3324

333
334

3.34.1
335
3.3.6
3.3.7
3.3.7.1
33.7.2
3.3.7.3
33.74
3.3.7.5
3.3.7.6
3.3.7.7
3.4
3.4.1
3.4.2
343
3.44
3.4.5
3.4.5.1
3452
3453
3.4.6
3.4.6.1
3.4.6.2
3.4.6.3
3.4.6.4

4.1
4.2
4.3

Organspezifische Expression des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis

LANQEA oot e et seee e e e e aeenanan

MULAZENESE  .evvieeeeiiiieeeeitee ettt e e e e e e e e e nere e e e e naeeee s

Konstruktion von Expressionsvektoren der pflanzlichen vertebrate-type

FerredoXine  ....oocoooiiiiiiiiiee e
Klonierung der Sequenzen in verschiedene Vektoren ...............
Expression der FerredoXine .........cccoecveveviieenieeeniieeciee e,

Reinigung der FerredoXine  .......ccccoeceveiiienieeiiieniieieecie e

Charakterisierung von ADXHOMI1ATH und ADXHOM2ATH

SDS-PAGE und isoelektrische Fokussierung —........cccoceeeenne
UV-VIS-SPEKIIEN  ...ooviiiiiiiiieiieeiieeiteeie ettt
CD-SPEKIIEN ..ottt
Thermische Denaturierung  ........cccccceevieeriienieeiieenie e
EPR-SPEKIIeN  .eeoiiiiiiiiiicieciceeeeecece st
Redoxpotential  .......coccieiiieiiiiieeieceee e
SCC-ASSAY  ceeveeiieeieeeeeteere ettt sttt s
ANALYSCN 17 SILICO  .oovveeeeieiieeieeieee e

Vergleich der Sequenzen mit bovinem AdX — ....c.ccocevieieniicnnen.

Einordnung der Sequenzen in verwandtschaftliche Verhiltnisse

Proteinmassen und isoelektrische Punkte ............cccccocciiiiniin.
Uberpriifung auf Signal- und Targeting-Peptide  ......................
Evaluierung des Modells von ADXHOMDLA .........cccceceenee
Procheck oo

Ergebnisse der Modellberechnungen ...........ccccooviiiiiiniinnnnen.
Modell des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata  ........
Elektrostatisches Potential auf der Oberfliche .........................
Hydrophobizitit der Oberfliche ..........cccooviieiiiiiiiieeieeeee,

Ausgewihlte Wechselwirkungen —..........ccocoiiiiiiiniiinenene,

DISKUSSION .ottt
Two-Hybrid-Screening ..........ccccceeveeeeiierieeiieenie e
Radioaktives SCreening .....ccccoceveevieniiniencnieneeeeenecieene

Die pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine ..........ccccceeeveneen.

VIII

59
59

60
60
60
61
61
61
62
64
65
67
67
68
68
68
71
72
72
73
73
75
75
77
77
78
79
80

81
81
84
84



43.1
432
43.2.1
4322
4323
43.2.4
4.4
44.1
442
443
444
445
445.1
4.4.6
4.4.6.1
45

Expression der pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine ............c.......
Biochemische und biophysikalische Eigenschaften ...........ccccocceviniin.
SDS-PAGE Und IEF ..o e
Spektren der Proteine .........ccoocveviieiiieniieieeie et
Redoxpotential  ......c.coooiiieiiieiieee e
SCC-ASSAY ottt ettt st e et e st e st e e
ANALYSEN 171 SILICO  .vvveiieeie ettt
Untersuchung der Primarstruktur — .........ccccoeeieiiiiiieniieieeeeceeeee e
Homologievergleich .........ccooooiiieiiiiceeeeeeeeee e
Berechnungen aus der Primarstruktur —...........ccooiiiiiiiiiiee
Signal- und Targeting-Peptide .......ccccccevevieiiieiiieieeeececee e
ModellbereChNUNZEN  ....cccviiiiiiiieiieee e
Validierung des Modells  ......ccooeiieiiieeiieiiecieee e
Untersuchung der Tertidrstruktur —.........cccooeniiiiniininiccececee
Unterschiede der Tertifrstruktur ........cocoviereeiinienieeeeseecee e
Weiterflihrende Arbeiten .........cccoooceiiiiiiieiiiieieeeeee e

ZuSAMMENTASSUNEZ  ..cuveeuiiriiiiieiieieeie ettt ettt ettt st s

LIteraturVerZEIChIIS  ....oeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e

IX

85
86
86
87
88
88
88
88
91
93
93
93
94
95
95
96



AbKkiirzungen

AdR Adrenodoxin-Reduktase

Adx Adrenodoxin

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
cDNA complementary DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsdure

DNase Desoxyribonuclease

dNTPs Desoxyribonucleosidtriphosphate

DTE Dithioerythritol

DTT Dithiothreitol

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

MOPS Morpholinopropansulfonséure

mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (reduziert)
NYHA New York Heart Association

ODeoo optische Dichte bei 600 nm

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RNA Ribonucleinsiure

RNase Ribonuclease

rRNA ribosomale RNA

SCCE side-chain cleaving enzyme, Seitenkettenspaltendes Enzym
SDS sodium dodecyl sulphate, Natriumlaurylsulfat
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid



1 Einleitung

Heilwirkungen der verschiedenen Digitalis-Arten sind seit langer Zeit bekannt und
beschrieben. Von den vielfiltigen zugeschriebenen Wirkungen (zu dieser Thematik vgl.
OVERHAMM 1976), wie unter anderem bei der duBlerlichen Anwendung zur Wundheilung
(FucHs 1543) oder ihrer (indirekten) diuretischen Wirkung (WITHERING 1785), spielen
heutzutage nur noch der Einsatz der enthaltenen herzwirksamen Glykoside bei chronischer
Herzinsuffizienz und bei Tachyarrhythmien des Vorhofs durch Ischidmie eine Rolle (LOWE
1993). Die medikamentdse Therapie mit herzwirksamen Glykosiden ist abhingig vom
Stadium der Herzinsuffizienz nach der revidierten Klassifikation der New York Heart
Association (NYHA-Stadien). Im Stadium I sind Cardenolide nur bei tachysystolischem
Vorhofflimmern bzw. -flattern indiziert. Die gleiche Indikation trifft fiir Stadium II zu,
zusitzlich besteht eine Indikation bei persistierenden Symptomen unter Therapie mit ACE-
Hemmern und Diuretica. Die erginzende Gabe von herzwirksamen Glykosiden ist
ebenfalls in den NYHA-Stadien III und IV angezeigt (Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft fiir Kardiologie — Herz- und Kreislaufforschung, http://www.awmf-
online.de/). Die Mortalitdt ist unter Therapie mit Digoxin nicht signifikant reduziert,
allerdings sinkt die Zahl der herzinsuffizienzbedingten Krankenhauseinweisungen (THE
DIGITALIS INVESTIGATION GROUP 1997).

Auch wenn die Bedeutung der Cardenolide durch Einfithrung anderer Substanzgruppen
in die Therapie eingeschriankt wurde, sind sie, insbesondere in Kombination mit diesen,
wertvolle Bestandteile des Arzneischatzes. Zur Gewinnung der herzwirksamen Glykoside
wird Digitalis lanata nach wie vor angebaut, da deren chemische Synthese aufgrund der
komplizierten Struktur unwirtschaftlich ist. Totalsynthesen erfordern eine Vielzahl von
Zwischenstufen und haben lediglich wissenschaftliche Bedeutung (vgl. LUCKNER &
WICHTL 2000).

Die Untersuchung der frilhen Enzyme der Cardenolidbiosynthese bietet die
Moglichkeit, diese mit den entsprechenden Enzymen tierischer Herkunft zu vergleichen

und damit unter anderem Hinweise auf die Phylogenie zu erhalten.



Einleitung

1.1 Seitenkettenspaltung bei Sterolen in Digitalis

Der erste Schritt der Synthese der herzwirksamen Glykoside ist die Abspaltung der
Seitenkette des als Substrat dienenden Sterols. Die Umsetzung der entsprechenden
Pregnenolonglucoside zu Cardenoliden wurde schon 1964 nachgewiesen (TSCHESCHE &
LILIENWEISS 1964). 1966 konnte dann durch Fiitterungsversuche mit radioaktiv
markiertem Cholesterol gezeigt werden, daBl Digitalis purpurea in der Lage ist, die
Seitenkette dieses Sterols abzuspalten (CASPI et al. 1966). Bereits Sdmlinge sind zu dieser
Reaktion befdhigt (PILGRIM 1972). Spitere Versuche ergaben, daBl auch Campesterol,
Sitosterol und Stigmasterol durch das seitenkettenspaltende Enzym (SCCE) verschiedener
Digitalis-Arten umgesetzt werden konnen (BENNETT et al. 1969, LINDEMANN & LUCKNER
1997). Auch hydroxylierte Derivate wie (20S5)-20-Hydroxycholesterol und (225)-22-
Hydroxycholesterol) werden in Pregnenolon umgewandelt (siche Abb. 1). Daraus wird
geschlossen, daBl die gleichen Intermediate wie beim tierischen Enzym auftreten

(LINDEMANN & LUCKNER 1997).

OH
H,C CH, HC A CH,
CH, CH,
CH, CH,
CH, CH,
HO HO HO
Cholesterol (22 R)-22-Hydroxycholesterol (20R,22R)-20,22-Dihydroxycholesterol
CH,
H,C CH,
CH,
CH,
CH,|
HO HO
Sitosterol Stigmasterol (20R)-20-Phenyl-5-pregnen-3 f3,20-diol

Abb. 1 — Auswahl von Substraten und Intermediaten des SCCE.

In hoheren griinen Pflanzen stellt im Allgemeinen Sitosterol das vorherrschende Sterol
dar (THIELE 1979). Die Untersuchung des Sterolspektrums in Sdmlingen von Digitalis
purpurea zeigte, da3 bis zum 25. Tag Sitosterol dominiert, in dlteren Pflanzen dagegen

Stigmasterol diese Rolle iibernimmt (JACOBSOHN & FREY 1968). In Sprof3spitzenkulturen
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von Digitalis lanata wurde Stigmasterol als Hauptsterol gefunden, Sitosterol stellte
hingegen den groBten Anteil in cardenolidfreien Suspensionszellkulturen (MILEK et al.
1997). Cholesterol kam nur bis zu einem Anteil von hdochstens 10 % des
Gesamtsterolgehaltes vor. Es darf vermutet werden, da3 die in hoheren Konzentrationen
vorkommenden Phytosterole und nicht Cholesterol das natiirliche Substrat fiir das
seitenkettenspaltende Enzym in Digitalis lanata darstellen, wie Experimente mit einem
spezifischen Hemmer der 24-Alkylsterolbiosynthese belegen (MILEK et al. 1997). Dies
wird durch den Befund gestiitzt, daf3 die relative spezifische Aktivitit des SCCE bei
somatischen Embryonen und in Blittern von Digitalis lanata fiir Sitosterol etwa doppelt so
hoch ist wie fiir Cholesterol (LINDEMANN & LUCKNER 1997).

Das Steroidgrundgeriist wird, wie Flitterungsversuche mit radioaktiv markierter
Mevalonsdure zeigten, auf dem gewdhnlichen Weg iiber Squalen aufgebaut (RAMSTADT &
BEAL 1960, KREIS et al. 1998). Der Lactonring entsteht dagegen nicht, wie zunichst
angenommen, aus der Seitenkette des Steroids, sondern wird aus zwei Molekiilen Acetat
synthetisiert (GREGORY & LEETE 1960, WICKRAMASINGHE et al. 1969, KREIS et al. 1998).
Es scheint unwahrscheinlich, da die Seitenkettenspaltung durch Verwendung eines
abweichenden Biosyntheseweges umgangen werden kann. Bislang ist es jedoch nicht
gelungen, SCCE aus Digitalis lanata oder einer anderen Pflanze zu reinigen oder seine
Sequenz festzustellen. Eine weitere offene Frage ist, ob es sich wie beim tierischen Enzym
um ein mitochondriales Cytochrom P450 handelt. Bislang existiert kein Nachweis eines
pflanzlichen Cytochroms P450 in Mitochondrien. Behandlung von Kalluskulturen von
Digitalis purpurea mit Phenobarbital fiihrte zu einer Steigerung der SCCE-Aktivitit
(PALAZON et al. 1995) wobei der Volumenanteil der Mitochondrien zunahm (BONFILL et
al. 1996). In der Regel werden pflanzliche Cytochrome P450 aber in mikrosomalen
Membranpréiparationen gefunden. Ausnahmen sind Allenoxidsynthase (CYP74A) und
Fettsdurehydroperoxydlyase (CYP74B), die im Chloroplasten lokalisiert sind (VICK &
ZIMMERMAN 1987, BLEE & JOYARD 1996, FROEHLICH et al. 2001). CYP86BI stellt ferner
die erste Cytochrom-P450-abhingige Monooxygenase dar, deren Lokalisation in
Chloroplasten nachgewiesen wurde (WATSON et al. 2001).

Im Stoffwechsel der Brassinosteroide existieren Enzyme, die Hydroxylierungen von
Steroiden in der Seitenkette vornehmen, auch in Positionen, die fiir das SCCE postuliert
werden (SZEKERES et al. 1996, CHOE et al. 1998, KiMm et al. 1998). Es erscheint mdglich,

daBB diese Enzyme Verwandtschaft mit SCCE aufweisen. Noch fehlen aber
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Untersuchungen, die iiberpriifen, ob z. B. Arabidopsis thaliana in der Lage ist, ebenfalls

die Seitenkette von Sterolen abzuspalten.

1.2 Das seitenkettenspaltende Enzym im tierischen System

Die Abspaltung der Seitenkette von Cholesterol als erster Schritt der Synthese von
Glucocorticoiden, Mineralocorticoiden und Androgenen ist aufgrund der enormen
Wichtigkeit dieser Hormone und der Schliisselstellung, die das seitenkettenspaltende
Enzym (P450scc, CYP11A1, EC 1.14.15.6) dabei einnimmt, ein recht gut untersuchter
Vorgang. Drei Reaktionen sind beteiligt: die Hydroxylierungen in den Positionen 22 und
20 sowie die Spaltung der Bindung zwischen den Atomen 20 und 22. Bei jedem dieser
Schritte wird ein Molekiil NADPH als Elektronendonator und ein Molekiil O, benétigt.
Elektronen werden einzeln iiber Adrenodoxinreduktase (AdR) und Adrenodoxin (Adx) auf
das seitenkettenspaltende Enzym {iibertragen (Abb. 2). Zunichst entsteht (22R)-22-
Hydroxycholesterol, gefolgt von (20R,22R)-20,22-Dihydroxycholesterol, nach der
Seitenkettenspaltung dann Pregnenolon (BURSTEIN & GUT 1976, TUCKEY & CAMERON
1993, SUGANO et al. 1996). (20S5)-20-Hydroxycholesterol, dessen Konformation am C-20
die gleiche ist wie im (20R,22R)-20,22-Dihydroxycholesterol, wird ebenfalls als Substrat
akzeptiert, kommt jedoch nicht als nachweisbares Umsetzungsprodukt von Cholesterol
durch CYP11A1 vor (BURSTEIN & GUT 1976).

Es wurde gezeigt, dall (20R)-20-Phenyl-5-pregnen-3f3,20-diol (sieche Abb. 1) wie auch
einige andere Analoge von 20-Hydroxycholesterol zu Pregnenolon umgesetzt werden
konnen (HOCHBERG et al. 1976). Das dem C-22 von Cholesterol entsprechende
Kohlenstoffatom ist aufgrund der kompletten Substitution einer Hydroxylierung nicht
zugénglich, so dafl auf einen anderen, moglicherweise radikalischen Mechanismus der
Seitenkettenspaltung geschlossen wird. Diese Ansichten widersprechen allerdings den
weithin akzeptierten Annahmen zur Steroidbiosynthese (vgl. LIEBERMAN & PRASAD
1990).

Die Natur der bei der Elektroneniibertragung auftretenden Komplexe ist bislang noch
nicht letztgiiltig geklédrt. Diskutiert werden die Bildung eines terndren oder eines
quaterniren Komplexes sowie ein shuttle-Modell (BERNHARDT 1998). Die Beobachtung,
dal die Reduktase-Bindungsstelle und die Cytochrom-P450-Bindungsstelle zu grofen

Teilen iiberlappen (COGHLAN & VICKERY 1991), stellen das terndre Modell allerdings



Einleitung

ebenso wie kinetische Messungen (HANUKOGLU & JEFCOATE 1980) in Frage. Sowohl das
quaterndre als auch das shuttle-Modell wiirden mit dieser Beobachtung nicht im

Widerspruch stehen.

NADP* ROH

Tom
NADPH+H-/
CAdR

Martrix .\

innere Mitochondrienmembran

Infermembranraum

Abb. 2 — Schema der Elektroneniibertragung bei den mitochondrialen Cytochromen P450.

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dal Adx ein funktionelles Dimer darstellt (BEILKE et
al.  2002). Auch die Rontgenstrukturanalyse des vollstindigen Adx und
Lichtstreuungsmessungen deuten auf ein solches Verhalten (PIKULEVA et al. 2000). Bei der
Untersuchung von Adx, das mittels Fusion mit dem Autotransporter AIDA-I in der
duBleren Membran von Escherichia coli exprimiert wurde (JOSE et al. 2001), wurden bei
Western Blots Banden festgestellt, die mit Dimeren korrelierten. Daraufhin durchgefiihrte
GroBenausschluBchromatographie von Adx 146t ebenfalls auf Dimerbildung schlieBen

(JOSE et al. 2002).

1.3 Ferredoxine

Ferredoxine gehoren zu den einfachen Eisen-Schwefel-Proteinen, deren -einzige
prosthetische Gruppe ein oder mehrere Eisen-Schwefel-Cluster sind. Weitere Vertreter
dieser Proteingruppe sind Rubredoxine, Rieske-Proteine und die sogenannten HiPIPs
(high-potential iron-sulfur proteins). Ebenfalls einfache Eisen-Schwefel-Proteine, aber mit
katalytischer Aktivitét, sind einige Nitrogenasen, Hydrogenasen und CO-Oxidoreduktasen.

Daneben existieren komplexe Eisen-Schwefel-Proteine, die auBler dem Eisen-Schwefel-
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Cluster noch andere prosthetische Gruppen tragen und Enzymaktivitit zeigen. Dazu zdhlen
Fumaratreduktase, Succinatdehydrogenase und Ferredoxin-Glutamat-Synthase (CAMMACK
1992, MATSUBARA & SAEKI 1992).

Kennzeichnendes Merkmal der Ferredoxine ist das Vorkommen von Eisen-Schwefel-
Clustern. Bei Zugabe von Sdure zu den Proteinen wird (mit Ausnahme der Rubredoxine,
vgl. BRuscHI & LE GALL 1972) H,S freigesetzt. Dieses ungewohnliche Verhalten in
Kombination mit dem Vorhandensein von nicht-Hdm-Eisen wurde schon friih entdeckt und
fiihrte dazu, daB solche Proteine mit labilem Sulfid eingehenderen Untersuchungen

unterzogen wurden (SHETHNA et al. 1964, DERVARTANIAN et al. 1967).

1.3.1 Ferredoxine, Elektroneniibertriger mit vielfiltigen Variationen

Der Begriff Ferredoxin wurde durch WHARTON geprigt und damit ein nicht-Hdm-
Eisen-Protein aus Clostridium pasteurianum bezeichnet (MORTENSON et al. 1962,
VALENTINE 1964). Es stellte sich heraus, daBl Ferredoxine bereits mit anderen
Funktionsbezeichnungen wie ,,Methdmoglobin-reduzierender Faktor” (DAVENPORT et al.
1952), ,,Triphosphopyridinnukleotid-reduzierender Faktor” (ARNON et al. 1957),
,photosynthetische Pyridinnukleotid-Reduktase” (SAN PIETRO & LANG 1958) und ,,Him-
reduzierender Faktor” (DAVENPORT & HILL 1960) isoliert worden waren. Auch das
sogenannte ,,rote Ferment”, das in WARBURGs Laboratorium aus Chlorella pyronoidosa
gewonnen wurde (GEWITZ & VOLKER 1962), ist ein Ferredoxin.

AuBler den Ferredoxinen im engeren Sinn existieren verwandte Proteine mit dhnlicher
Struktur und Funktion. Der einfachste Vertreter ist das Rubredoxin. Es existiert kein Eisen-
Schwefel-Cluster mit labilem Sulfid im eigentlichen Sinn, statt dessen wird ein einzelnes
Eisenatom von vier Cysteinliganden umgeben. Rubredoxin dient als Elektroneniibertridger
bei der ®-Oxidation von Fettsduren. Rieske-Proteine, die sich durch ein hdoheres
Redoxpotential von anderen Ferredoxinen unterscheiden, besitzen einen [2Fe-2S]-Cluster,
wobei ein Eisenatom mit zwei Histidin-Stickstoffatomen koordiniert ist. Weiterhin
existieren Ferredoxine mit [4Fe-4S]- und mit [3Fe-4S]-Clustern (CAMMACK 1992,

MATSUBARA & SAEKI 1992, vgl. Abb. 3).
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Abb. 3 — Schematische Struktur der hdufigsten Eisen-Schwefel-Cluster.

In vielen Ferredoxinen kommen mehrere, auch unterschiedliche Eisen-Schwefel-Cluster
vor. Eine ungewOhnliche Variante stellen die Polyferredoxine dar. Der erste Vertreter
dieser Proteine wurde aus der Nukleinsduresequenz von Methanobacterium
thermoautotrophicum abgeleitet (REEVE et al. 1989). Auch aus dem hyperthermophilen
Archaebacterium Methanothermus fervidus ist ein putatives Polyferredoxin bekannt
(STEIGERWALD et al. 1990). Es wird vorhergesagt, da3 in diesen Proteinen 12 [4Fe-4S]-
Cluster enthalten sind.

[2Fe-2S]-Ferredoxine werden in plant-type und vertebrate-type Ferredoxine eingeteilt.
Plant-type Ferredoxine sind beteiligt an Elektronentransferreaktionen in Chloroplasten
(ARNON 1965), aullerdem dienen sie als Elektronendonatoren in verschiedenen
Stoffwechselwegen (MATSUBARA & SAEKI 1992). Durch Photosystem I reduziert libertragt
das Ferredoxin vegetativer Zellen aus Anabaena Elektronen auf eine Ferredoxinreduktase,
die wiederum NADP reduziert (KNAFF & HIRASAWA 1991). Im Gegensatz dazu libertragt
Adrenodoxin als Vertreter der vertebrate-type Ferredoxine Elektronen von einer
Adrenodoxinreduktase auf mitochondriale Cytochrome P450 (KIMURA & SUZUKI 1967).
Sowohl plant-type als auch vertebrate-type Ferredoxine iibertragen jeweils ein Elektron

(ORME-JOHNSON & BEINERT 1969). Die Redoxpotentiale der plant-type Ferredoxine liegen
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zwischen —310 und —455 mV (CAMMACK et al. 1977). Mit Redoxpotentialen von —235 bis
—273 mV (GRINBERG et al. 2000) liegen die vertebrate-type Ferredoxine deutlich dariiber.

1.3.2 Adrenodoxin, das Ferredoxin der Nebennierenrinde

Adx gehort zu den [2Fe-2S]-Ferredoxinen. Es wurde 1965 bei der Suche nach der
Reduktase der mitochondrialen Cytochrome P450 in der Nebenniere entdeckt (OMURA et
al. 1965, Suzukl & KIMURA 1965, KIMURA & SUzZUKI 1965, OMURA et al. 1966). Das
Redoxpotential des bovinen Adx betridgt —273 mV (GRINBERG et al. 2000). Adx iibertragt
jeweils ein Elektron auf die mitochondrialen Cytochrome P450: seitenkettenspaltendes
Enzym (CYP11A1), 11B-Hydroxylase (CYP11B1) und Aldosteronsynthase (CYP11B2).
Adx wurde als Mitglied des Elektronentransfersystems der mitochondrialen
Steroidhydroxylierung intensiv untersucht (ESTABROOK et al. 1973, BERNHARDT 1998).
Vergleich von Adrenodoxinen verschiedener Wirbeltiere zeigt die hohe Verwandtschaft
dieser Proteine (siche auch Abb. 5).

Bovines Adx wird als Priprotein (186 Aminosduren) synthetisiert und nach Transport in
die Mitochondrien prozessiert. Dabei wird die N-terminale amphiphile Prisequenz (58 AS)
abgespalten. Das reife Protein besteht aus 128 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht
von 14,4 kDa (GRINBERG et al. 2000). Es existieren zwei Isoformen des bovinen Adx, die
sich allerdings nur unwesentlich unterscheiden (vgl. Abb. 5). Das Protein besteht aus einer
Kerndomine, die den Eisen-Schwefel-Cluster enthélt, sowie aus einer Interaktionsdoméine
(Abb. 4).

Der Loop, der den Eisen-Schwefel-Cluster umgibt, wurde als weitere Interaktionsregion
erkannt (HANNEMANN et al. 2001). Mutanten, deren Interaktionsdomine deletiert wurde,
waren weiterhin zur Interaktion mit AdR, nicht aber mit CYP11A1 in der Lage (HEINZ et
al. 2002). Bei vertebrate-type Ferredoxinen besteht der Loop aus 5 Aminosduren, bei
plant-type Ferredoxinen sind dagegen nur 4 Aminosduren zu finden. Deletion jeder der 5
Aminosduren des Loops zwischen Cystein 46 und Cystein 52 resultiert in dramatischen

Verdnderungen der Eigenschaften und Funktion von Adx (ZOLLNER et al. 2002).
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Interaktions-

famdnE b “ \ Kerndomane

-«

Abb. 4 — ribbon-Modell der verkiirzten Form von Adx (MULLER et al. 1998). Links ist die
Interaktionsdoméne zu sehen, rechts die Kerndomidne mit dem Eisen-Schwefel-Cluster (Eisenatome rot,
Schwefelatome gelb).

Untersuchungen verschiedenster Adx-Mutanten gewidhren einen Einblick in den
Mechanismus der Bindung von Adx mit AdR bzw. mit den mitochondrialen Cytochromen
P450 sowie der Elektroneniibertragung (vgl. GRINBERG et al. 2000).

Die vier hochkonservierten Cysteinreste (C46, C52, C55 und C92), die den Eisen-
Schwefel-Cluster binden, sind in Adx nicht durch andere Reste zu ersetzen, ohne dadurch
die Inkorporation des Clusters zu verhindern (UHLMANN et al. 1992). Prolin 108 spielt eine
wichtige Rolle fiir die korrekte Faltung des gesamten Proteins. Deletion des C-Terminus ab
dieser Position fithrt zum Verlust der Funktionalitit (UHLMANN et al. 1994). In direkter
Umgebung des  Eisen-Schwefel-Clusters  sorgt  Threonin 54  durch eine
Wasserstoftbriickenbindung zu Cystein 52 fiir die Stabilitdt des Loops. Elimination der
Wasserstoftbriickenbindung (Mutante T54A) destabilisiert das Protein erheblich
(UHLMANN & BERNHARDT 1995). Threonin 54 kann durch Serin ersetzt werden, wobei es
zu einem deutlichen Absinken des Redoxpotentials kommt. Die spektroskopischen
Merkmale entsprechen weitgehend denen des Wildtyps, was darauf schlieBen 148t, da3 die
Geometrie des Clusters wenig verdndert wird (UHLMANN & BERNHARDT 1995).
Substitution von Threonin 49 durch Serin, das in Terpredoxin und Putidaredoxin an dieser
Stelle gefunden wird, dndert die Eigenschaften des Proteins kaum (HANNEMANN et al.

2001). Die Substitution von Tyrosin 82 durch Phenylalanin fiihrt zu keinen relevanten

9
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Unterschieden hinsichtlich des Redoxpotentials oder der spektralen Eigenschaften. Bei der
Bestimmung von Ky und vpa in der Interaktion mit CYP11A1 bzw. CYPI11B1 ist
lediglich Ky der 11B-Hydroxylierung auf ein Viertel vermindert. Die anderen Parameter
variieren kaum (BECKERT et al. 1994). Signifikante Unterschiede sind dagegen mefbar bei
Substitution von Histidin 56 durch Glutamin, Threonin und Arginin (BECKERT &
BERNHARDT 1997). Besondere Bedeutung fiir die Stabilitit des Proteins hat die Salzbriicke
zwischen Arginin 89 in der Kerndoméne und Glutaminsdure 74 in der Interaktionsdoméne

(COGHLAN & VICKERY 1991, GRINBERG & BERNHARDT 2001).

adxhsa MAAAGGARLLRAASAVLG--GPAGRWLHHAGSRAGSSGLLRNRGPGGSAE 48
adxmmu MAAAPGARLLRAACASVPFRGLDRCRLLVCGTGAGTAISPWTPSPRLHAE 50
adxlbta MAA----RLLRVASAALG--DTAGRWRLLARPRAGAGGLRGSRGPGLGGG 44
adx2bta MAA----RLLRVASAALG--DTAGRWRLLLKSSQFIK--VSCSGSWISAA 42

* kx Xx *kk*xk Kk Kk

1 10 20 30
adxhsa AS--RSLSVSA--RARSSSEDKITVHFINRDGETLTTKGKVGDSLLDVVV 94
adxmmu AGPGRPLSVSA--RARSSSEDKITVHFKNRDGETLTTKGKIGDSLLDVVI 98
adxlbta AVATRTLSVSG--RAQSSSEDKITVHFINRDGETLTTKGKIGDSLLDVVV 92
adx2bta OQRAFICYSKSGNITCFLRSEDKITVHFINRDGETLTTKGKIGDSLLDVVV 92

*x X% KA AkAAAA A,k K A AA A A A A A Ak, e kAKX A A KK .

40 v 50v Vv 60 70 80
adxhsa ENNLDIDGFGACEGTLACSTCHLIFEDHIYEKLDAITDEENDMLDLAYGL 144
adxmmu ENNLDIDGFGACEGTLACSTCHLIFEDHIYEKLDAITDEENDMLDLAFGL 148
adxlbta QNNLDIDGFGACEGTLACSTCHLIFEQHIFEKLEAITDEENDMLDLAYGL 142
adx2bta QNNLDIDGFGACEGTLACSTCHLIFEQHIFEKLEAITDEENDMLDLAYGL 142

ek hkh kA hh Ak hhkhkhkhkhkhhhkkhhhkhhhkoehkhkohkhhehkhhkhkhkhkhkkhkhkrhkkhkokk

90v 100 ¢ 110 120 128
adxhsa TDRSRLGCQICLTKSMDNMTVRVPETVADARQSIDVGKTS---- 184
adxmmu TDRSRLGCQVCLTKAMDNMTVRVPEAVADVRQSVDMSKNS - - —— 188
adxlbta TDRSRLGCQICLTKAMDNMTVRVPDAVSDARESIDMGMNSSKIE 186
adx2bta TDRSRLGCQICLTKAMDNMTVRVPDAVSDARESIDMGMNSSKIE 186

khkhkkhkhkkhkhkkhkhkekhkkhkhkhkeoehkhkhhkhkhkhkhkhookeok Kokoko *

Abb. 5 — Vergleich der Pra-Adrenodoxine von Mensch (adxhsa, PICADO-LEONARD et al. 1988), Maus
(adxmmu, STROMSTEDT & WATERMAN 1995, ITOH et al. 1995) und Rind (adx1bta und adx2bta, OKAMURA et
al. 1985, OKAMURA et al. 1987). Die vier konservierten Cysteine sind mit ¥ gekennzeichnet, Prolin 108
mit 4. Die Zahlen oberhalb der Sequenzen geben die Numerierung der reifen Proteine, die durch Fettdruck
hervorgehoben sind, an.

Ebenfalls hohen Einfluf auf die Stabilitit von Adx hat die Wasserstoftbriickenbindung
zwischen Prolin 108 und Arginin 14 (GRINBERG & BERNHARDT 1998a). Mutation von
Prolin 108 fiihrt zu einem dramatischen Abfall der Proteinstabilitdt, ohne jedoch die

Funktion grundlegend zu beeinflussen (GRINBERG & BERNHARDT 1998b). Auch Mutanten,
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die aufgrund hoherer Affinitdt zu CYP11A1 eine bis zu hundertfach erhohte Effizienz bei
der Umwandlung von Cholesterol zu Pregnenolon aufweisen, wurden generiert (Mutante
S112W, SCHIFFLER et al. 2001).

Schon friih gelang es, Kristalle des Proteins herzustellen (SUHARA et al. 1972),
allerdings war die Qualitét fiir eine Rontgenstrukturanalyse nicht ausreichend. Erst 1998
wurde die Rontgenstruktur einer verkiirzten Form von Adx aufgekldrt (MULLER et al.
1998), etwas spéter die des vollstandigen Proteins (PIKULEVA et al. 2000). Inzwischen liegt

auch die Struktur des cross-link-Komplexes mit AdR vor (MULLER et al. 2001).

1.4 Das Hefe-Two-Hybrid-System

Das Hefe-Two-Hybrid-System basiert auf der Tatsache, daf3 der Transkriptionsaktivator
GAL4 in Saccharomyces cerevisiae aus funktionell getrennten Doménen zur DNA-
Bindung und zur Aktivierung der Transkription besteht (Abb. 6, A). Eine N-terminale
Domine (BD) bindet an spezifische DNA-Sequenzen (UASg), wihrend eine C-terminale
Domaéne (AD) die Transkription aktiviert (MA & PTASHNE 1987).

. ot Transkription )
UAS GAL1-lacZ UAS GAL1-lacZ
3 D AD |
X X Y
. . Transkription 3
UAS GAL1-lacZ UAS GAL1-lacZ

Abb. 6 — Schema der Transkriptionsaktivierung im Two-Hybrid-System.

Es konnte gezeigt werden, dafl diese Doménen des GAL4-Proteins als getrennte
Proteine nicht in der Lage sind, die Transkription des Reportergens GALI-lacZ zu
aktivieren (Abb. 6, B und C). Hybride der DNA-bindenden Domine mit SNF1 (einer
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Serin-Threonin-spezifischen Proteinkinase, X in Abb. 6) und der Aktivierungsdomine mit
SNF4 (einem mit SNF1 interagierendem Protein, das flir dessen maximale Aktivitat
erforderlich ist, Y in Abb. 6) wurden generiert und in Saccharomyces cerevisiae
koexprimiert. Expression beider Hybride fiihrte zur Rekonstitution der GAL4-Aktivitét mit
dem Ergebnis, dall B-Galactosidase produziert wurde (Abb. 6, D). Dieses Enzym wurde
durch Reaktion mit 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid (X-Gal) und dadurch
resultierender Blaufdarbung der Hefekolonien nachgewiesen (FIELDS & SONG 1989).

Urspriinglich dazu verwendet, die Interaktion zweier bestimmter Proteine
nachzuweisen, wurde es spiter adaptiert, um damit cDNA-Banken auf Interaktionspartner
eines gegebenen Proteins zu durchsuchen (CHIEN et al. 1991). Dabei wird ein Plasmid
generiert, das zur Expression eines Proteins X, das als bait bezeichnet wird, als Hybrid-
Protein mit der DNA-bindenden Doméne des Hefe-Transkriptionsaktivators GAL4 fiihrt.
Eine cDNA-Bank wird in Vektoren kloniert, die die jeweiligen Proteine Y, die prey-
Proteine, als Hybride mit der Aktivierungsdomédne exprimieren. Nach Transformation
eines Hefestamms, der bereits den bait-Vektor enthilt, mit der cDNA-Bank kann mit Hilfe
eines Assays auf interagierende Proteine gescreent werden.

Ein Problem bei der Verwendung des Two-Hybrid-Systems stellen die falsch positiven
Signale dar. Dabei handelt es sich beispielsweise um Proteine, die zwar im Test
interagieren, durch ihre Kompartimentierung oder Expression zu unterschiedlichen Zeiten
in vivo jedoch nicht miteinander in Kontakt kommen koénnen. Andere Proteine sind dafiir
bekannt, daBl sie mit einer Vielzahl unterschiedlicher baits falsch-positive Resultate
erzeugen. Dazu zdhlen Hitzeschockproteine, ribosomale Proteine und Proteosom-
Untereinheiten (BRENT & FINLEY 1997).

Ausgehend vom Two-Hybrid-System wurden nachfolgend weitere Methoden zur
Identifizierung von Wechselwirkungen von Proteinen und anderen Molekiilen entwickelt.
Mit Hilfe des Three-Hybrid-Systems werden beispielsweise Interaktionen von Proteinen
und RNA nachgewiesen (vgl. BRENT & FINLEY 1997). Auch reverse Methoden wurden
geschaffen, um den Zusammenbruch bestimmter Protein-Protein- bzw. DNA-Protein-

Wechselwirkungen (z. B. durch Mutationen) zu untersuchen (VIDAL et al. 1996).
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1.5 Aufgabenstellungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte unter Verwendung von bovinem Adx als bait versucht
werden, Interaktionspartner aus Digitalis lanata mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems
aufzufinden. Die dafiir benotigte cDNA-Bank sollte hergestellt werden.

Es sollte eine Homologiesuche des Genoms von Arabidopsis thaliana auf Homologe
von Adx durchgefiihrt werden. Dabei gewonnene Sequenzen von vertebrate-type
Ferredoxinen sollten kloniert werden.

Mit Hilfe dieser Sequenzen sollte eine Digitalis-lanata-cDNA-Bank auf das
Vorkommen solcher Homologen untersucht werden.

Die pflanzlichen Adrenodoxinhomologen sollten exprimiert und anschlieend mit der
biochemischen und biophysikalischen Charakterisierung begonnen werden.

In die Arbeit sollten auch Untersuchungen mittels verschiedener Computerprogramme
einbezogen werden. Insbesondere sollte versucht werden, ein Modell eines pflanzlichen
vertebrate-type Ferredoxins zu erstellen, um es mit bovinem Adx vergleichen zu konnen.
Das gewonnene Modell sollte auf seine Qualitdt hinsichtlich der Struktur der Peptidkette,
der Faltung und der sterischen Hinderung der Seitenketten liberpriift werden.

Bestimmte biochemische und biophysikalische Parameter sollten berechnet und mit den
gemessenen Werten verglichen werden.

Durch Vergleich mit bekannten Sequenzen von Ferredoxinen sollte die

verwandtschaftliche Einordnung der neuen Proteine untersucht werden.

13



2 Materialien und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Zur Herstellung der cDNA fiir die Two-Hybrid-Bank wurde RNA aus 6-8 Wochen alten
Jungpflanzen von Digitalis lanata EHRH. der Sorte ‘Dresdener’ isoliert. RNA fiir die
Northern-Blot-Analyse wurde aus Digitalis-lanata-Pflanzen des ersten Jahres sowie aus

bliihenden Pflanzen des zweiten Jahres gewonnen.

2.1.2 cDNA-Banken und Sequenzmaterial

Eine am Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Universitit Halle hergestellte cDNA-
Bank aus Bléttern von Digitalis lanata (WERLE 1995) diente zur Untersuchung mittels
verschiedener radioaktiv markierter Sonden. Sie wurde freundlicherweise von A.
PETERSON zur Verfiigung gestellt.

Fir die Gewinnung der Sequenzen der Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis
thaliana durch PCR wurde die cDNA-Bank A ACT 2-hybrid library CD 4-22 (KM et al.
1997) in ihrer Plasmidform als Template verwendet. Sie wurde von der Arbeitsgruppe
GRIMM aus dem IPK Gatersleben zur Verfligung gestellt.

Zur Konstruktion der bait-Plasmide fiir das Two-Hybrid-Screening wurden Plasmide
mit vollstdndigen (pAS-Adx128) und verkiirzten (pAS-Adx108) cDNA-Sequenzen des
reifen Adx aus Bos taurus von der Arbeitsgruppe BERNHARDT verwendet.

Fiir ein Screening der oben erwidhnten cDNA-Bank aus Bléttern von Digitalis lanata
wurde durch WATERMAN ein Plasmid mit der Sequenz des bovinen CYP11A1 (pTrc99A
BSCCMc) zur Verfiigung gestellt (WADA et al. 1991).

Als Kontrollplasmid bei der Northern-Blot-Analyse diente pBD18 (DOBROWOLSKI et al.
1989), das eine Teilsequenz des 18S-rRNA-Genes aus Lycopersicon esculentum enthilt.

Die EST-Klone GBGe71 (CPD, CYP90A1, SZEKERES et al. 1996) und G10G3T7
(ROT3, CYPI0CI, KM et al. 1998) wurden vom Arabidopsis Biological Resource Center
geliefert.
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2.1.3 Bakterien- und Hefestimme

Escherichia coli:

XL1-Blue MRF’

XLOLR

TOP10

TOP10F’

BL21

BL21-CodonPlus(DE3)-RP

Saccharomyces cerevisiae:

YRG-2

A(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173  endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 reldl lac [F’ proAB lacl"ZAM15 Tnl0
(Tet)]

(Stratagene, Heidelberg)

A(mrcA)183 A(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 endAl thi-1 recAl
@yrd96 reldl lac [F’ proAB lacI"ZAM15 Tnl0 (Tet")] Su” A}

(Stratagene, Heidelberg)

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™)
endAl nupG

(Invitrogen, Groningen, Niederlande)

F {lacl® Tnl0 (Tet)} mecrA A(mrr-hsdRMS-mrc¢BC)
O80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-
lew)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG

(Invitrogen, Groningen, Niederlande)
E. coli BF , ompT, hsdS (rg", mg "), gal, dem
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)

E. coli B F ompT hsdS(rg” mp’) dem+ Tet' gal 1 (DE3)
endA Hte [argU proL Cam']

(Stratagene, Heidelberg)

Mata ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 trpl1-901 leu2-3
112 gal4-542 gal80-588 LYS2UASGAU-TATAGAU-HIS3
URA3: IUASGAL4 17mers(x3)-TATACYCl-ZaCZ

(Stratagene, Heidelberg)

2.1.4 Haiufig verwendete Losungen und Puffer

2.1.4.1 Wasser

Im Allgemeinen wurde durch Umkehrosmose gereinigtes Wasser verwendet (Osmostil

Rol, Christ, Stuttgart). Fiir molekularbiologische Arbeiten kam Wasser zum Einsatz, das
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durch einen mehrstufigen Ionenaustauscher (MODULAB® Analytical Research Grade
UF/Polishing System, Continental® Water Systems Corporation, San Antonio, USA)
gereinigt wurde und das anschlieend durch einen Membranfilter (Capsule Filter 0,2 pum,
U. S. Filter, Warrendale, USA) filtriert wurde. Dieses Wasser wurde vor Gebrauch
zusdtzlich autoklaviert. Fiir Arbeiten mit RNA wurde lonenaustauscher-gereinigtem
Wasser 0,1 % DEPC zugegeben und mindestens 2 h inkubiert. AnschlieBend wurde

autoklaviert.
2.1.4.2 Niahrmedien

Luria-Bertani Broth (LB-Medium)

Hefeextrakt 0,5 %
Trypton 1 %
NaCl 1%

Der pH-Wert wurde vor dem Sterilisieren auf 7,5 eingestellt. LB-Agar enthielt
zusdtzlich 1,5 % Agar, LB-Top-Agar 0,7 % Agarose.

Terriffic Broth (TB-Medium)
Losung I (je 900 mL)

Hefeextrakt 24 ¢
Trypton 12 g
Glycerol 4 mL
Losung 11

Kaliumphosphatpufter pH 7,5 1 mol'L™

900 mL steriler Losung I wurden vor Gebrauch mit 100 mL steriler Losung II gemischt.

Nihrbouillon I (NB-Medium)

Hefeextrakt 0,3 %
Pankreatisches Pepton (Casein) 0,7 %
Pankreatisches Pepton (Fleisch) 0,5 %
Pankreatisches Pepton (Gelatine) 0,5 %
NaCl 0,5 %

Der pH-Wert wurde vor dem Sterilisieren auf 7,2 eingestellt.
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NZY-Broth

Hefeextrakt 0,5 %
NZ amine (Casein-Hydrolysat) 1,0 %
NaCl 0,5 %
MgS0O4-7H,0 0,2 %

Der pH-Wert wurde vor dem Sterilisieren auf 7,5 eingestellt. NZY-Agar enthielt 1,5 %
Agar, NZY-Top-Agar 0,7 % Agarose.

YPAD-Broth

Hefeextrakt 1,0 %
Pepton 2,0 %
Adeninsulfat 40 ppm
Glucose 2%

Der pH-Wert wurde vor der Zugabe von Adeninsulfat auf 5,8 eingestellt. Die Glucose
wurde in Form einer 50 %igen Losung filtersterilisiert und der separat sterilisierten Losung

hinzugefiigt. YPAD-Agar enthielt 1,5 % Agar.

SOC-Medium

Hefeextrakt 0,5 %
Trypton 2,0 %
NaCl 10 mmol-L™!
KClI 2,5 mmol-L™!
MgSOq4 10 mmol-L™
Glucose 20 mmol-L™!

Der pH-Wert wurde vor dem Sterilisieren auf 7,0 eingestellt.

2.1.4.3 Puffer

10xDNA-Probenpuffer

Glycerol 50 %
EDTA, pH 7,5 200 mmol-L™
Bromphenolblau 0,01 %
10xTAE

Tris 0.4 mol-L!
Essigsdure 0,2 mol-L™
EDTA 10 mmol-L™
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20xTTE

Tris 1,8 mol-L ™!
Taurin 0,6 mol-L™
EDTA 20 mmol-L™

10xMOPS-Puffer (pH 7.0)

MOPS 0,2 mol-L!
Natriumacetat 50 mmol-L™!
EDTA 10 mmol-L™

RNA-Probenpuffer

Formamid (entionisiert) 66,7 %
Formaldehyd 24,0 %
14,3xMOPS 9,3%

RNA-Stoppufter (pH 8.0)

Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol FF 0,25 %
Glycerol 50 %
EDTA 1 mmol-L™'
SM-Puffer

Tris 50 mmol-L™"
NaCl 100 mmol-L™
MgSOq4 10 mmol-L™
Gelatine 0,1 %

Der pH-Wert wurde vor dem Sterilisieren auf 7,5 eingestellt.

TE-Puffer (pH 7.5)

Tris 10 mmol-L™!
EDTA 1 mmol-L™!

20xSSC-Puffer (pH 7.0)

NaCl 3 mol-L™!
Natriumcitrat 0,3 mol-L™
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2.1.4.4 Losungen

Heringssperma-DNA-Ldsung:

100 mg Heringssperma-DNA wurden in 10 mL TE-Puffer aufgelost und bei 95 °C
30 min im Ultraschallwasserbad inkubiert. Die Losung wurde aliquotiert bei —20 °C
aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde sie 10 min aufgekocht, um die DNA zu denaturieren und

anschlieBend unverziiglich auf Eis gestellt.

Phenol:
Phenol wurde mit Puffer (100 mmol-L™" Tris, 0,1 % 8-Hydroxychinolin, pH 8,0) bis zur
Séttigung gertihrt.

RNase-A-Losung:

10 mg RNase A wurde in 1 mL TE-Puffer gelost und zur Inaktivierung von DNase-

Verunreinigungen 30 min im kochenden Wasserbad inkubiert.

2.1.5 Plasmide

2.1.5.1 Leerplasmide

pQE-30 Qiagen, Hilden, (STUBER et al. 1990a und b)

pGEX 4T-1 Amersham Pharmacia Biotech, (SMITH & JOHNSON 1988)
pTrc99A Amersham Pharmacia Biotech, (AMANN et al. 1988)
pCR®2.1-TOPO" Invitrogen, Groningen, (SHUMAN 1994)

pPCR-Script Amp SK(+)  Stratagene, Heidelberg

pBD GAL4 Cam Stratagene, Heidelberg

2.1.5.2 Sonstige Plasmide

pBDI18 DOBROWOLSKI et al. 1989

pUC 18 NORRANDER et al. 1983

pGAL4, p53 Stratagene, Heidelberg

pAS-Adx108, pAS-Adx128 Arbeitsgruppe BERNHARDT, Saarbriicken
pTrc99A BSCCMc WADA et al. 1991
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Name Beschreibung Insert

pCR-Adx108 PCR-Produkt aus pAS-Adx108 mit EcoRIAdx108 und Adx108Pstl | adx108
in pCR"2.1-TOPO"

pCR-Adx128 PCR-Produkt aus pAS-Adx128 mit EcoRIAdx128 und Adx128Pstl | adx128
in pCR"2.1-TOPO"

pBD-Adx128 Insert aus pCR-Adx128 nach EcoR 1/Pst 1-Verdau subkloniert in | adx128
pBD GAL4 Cam

pCR-adxhom PCR-Produkt aus c¢DNA-Bank CD 4-22 mit adxhom-fwd und | padxhomlath
adxhom-rev in pCR"2.1-TOPO®

pPCR-adxhom PCR-Produkt aus cDNA-Bank CD 4-22 mit adxhom-fwd und |padxhomlath
adxhom-rev in pPCR-Script” Amp SK(+)

pCR-athl PCR-Produkt aus cDNA-Bank CD 4-22 mit bamathl und athlsal in | padxhomlath
pCR*2.1-TOPO®

pCR-ath2 PCR-Produkt aus cDNA-Bank CD 4-22 mit bamath2 und ath2sal in | padxhom2ath
pCR*2.1-TOPO®

pCR-dla PCR-Produkt aus pBlue-adxhomdla mit bamdla und dlasal in | padxhomdla
pCR*2.1-TOPO"

pCR-athlabr PCR-Produkt aus pCR-ath1mit bamathlabr und athlsal in pCR®2.1- | adxhomlath
TOPO"

pCR-ath2abr PCR-Produkt aus pCR-ath2 mit bamath2abr und ath2sal in | adxhom2ath
pCR®2.1-TOPO®

pCR-dlaabr PCR-Produkt aus pCR-dla mit bamdlaabr und dlasal in pCR®2.1- | adxhomdla

TOPO®

pCR-athImut

SOE-PCR-Produkt aus
pCR™2.1-TOPO"

pCR-athlabr (siche Kap. 2.2.2.4) in

S53A-Mutante
von adxhomlath

pCR-dlamut SOE-PCR-Produkt aus pCR-dlaabr (siche Kap. 2.2.2.4) in pCR®2.1- | S53A-Mutante
TOPO® von adxhomdla

pBlue-adxhomdla | cDNA fiir ADXHOMDLA in pBluescript SK (+) mit den 3’- und 5’- | padxhomdla
untranslatierten Bereichen

pTrc-athlabr Insert aus pCR-athlabr nach BamH 1/Sal I-Verdau subkloniert in | adxhomlath
pTrc99A

pTrc-ath2abr Insert aus pCR-ath2abr nach BamH 1/Sal 1-Verdau subkloniert in | adxhom2ath
pTrc99A

pTrc-dlaabr Insert aus pCR-dlaabr nach BamH 1/Sal 1-Verdau subkloniert in | adxhomdla

pTrc99A

pTrc-athlmut

Insert aus pCR-athlmut nach BamH 1/Sal I-Verdau subkloniert in
pTrc99A

S53A-Mutante
von adxhomlath

pTrc-dlamut

Insert aus pCR-dlamut nach BamH 1/Sal 1-Verdau subkloniert in
pTrc99A

S53A-Mutante
von adxhomdla

Tab. 1 — Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide.
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2.1.6 Primer

Die Primer pAS2-1seqpr, EcoRIAdx108, Adx108Pstl, EcoRIAdx128, Adx128Pstl,
SCCl1dir und SCC4rev wurden von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) synthetisiert.
Alle anderen Primer stammten von der MWG-Biotech AG (Ebersberg).

Bezeichnung Sequenz 5°—3’ Bemerkungen
EcoRIAdx108 gaattcatggaagataaaataacag EcoR 1
Adx108Pstl ctgcagaggtactcgaacagtc Pst 1
EcoRIAdx128 gaattcatgggcagctcag EcoR 1
Adx128Pstl ctgcagttattctatctttgaggag Pst 1
SCCldir agatcccctcycctggtyg

SCCérev tgatggactcaaaggcaaag

cpd-fwd gcatgcatggccttcaccgetttte Sph 1
cpd-rev gtcgactcaagtagcaaaatcacggcg Sal 1
rot3-fwd gcatgcatgcaacctccggce Sph 1
rot3-rev gctgacttaatgatcttcaagtgagatcgg Sal 1
dwf4-fwd gcatgcatgttcgaaacagagcatc Sph 1
dwf4-rev gtcgacttacagaatacgagaaaccc Sal 1
adxhom-fwd gcatgcatgctgcaaaggcaaactag Sph 1
adxhom-rev gtcgacctagtgaggttttggaacaaac Sal 1
bamathl ggatccatgctgcaaaggcaaactag BamH 1
bamathlabr ggatccatgactacctctgagaaaggtggce BamH 1
athlsal gtcgacctagtgaggttttggaacaaac Sal 1
bamath2 ggatccatgatcggtcataggatctcaag BamH 1
bamath2abr ggatccatgacttcctctgagaatggtgatg BamH 1
ath2sal gtcgacctaatgaggttttggaacaaacc Sal 1
bamdla ggatccatgttcatatccagggtttacc BamH 1
bamdlaabr ggatccatgctcgaatcagaagacggaag BamH 1
dlasal gtcgactcaatgaggttttggcttatgce Sal 1
athlmutfwd ctcgaaggggcatgtgaagggctagecgtgttcaacctgece Nhe 1
athlmutrev ggcaggttgaacacgctagcccttcacatgcecceccttecgag Nhe 1
dlamutfwd cttgaaggggcatgtgaagggctagcttgttccacttgtcatg Nhe 1
dlamutrev catgacaagtggaacaagctagcccttcacatgccccttcaag Nhe 1
Tab. 2 — Die in dieser Arbeit verwendeten Primer. Unterstrichene Nukleotide geben die

Restriktionsschnittstellen an. y=c+t.
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Zur Uberpriifung der hergestellten Plasmide wurden diese mit den folgenden Primern

sequenziert. pAS2-1seqpr, adxintdla und S5trc wurden eigens synthetisiert (MWG-

Biotech AG, Ebersberg), die iibrigen standen im Biozentrum Halle zur Verfiigung.

Bezeichnung Sequenz 5°—3’ Bemerkungen

pAS2-1seqpr ?tcatcggaagagagtag Sequenzierprimer (ALF)
adxintdla ccttgcttgttccacttgtcatg Sequenzierprimer (ABI)
5tre ?atgtgtggaattgtgagcgg Sequenzierprimer (ALF)
T3 ?attaaccctcactaaag Sequenzierprimer (ALF)
T7 ?taatacgactcactatag Sequenzierprimer (ALF)
Uni ?cgacgttgtaaaacgacggccagt Sequenzierprimer (ALF)
Reverse ?caggaaacagtatgac Sequenzierprimer (ALF)
pQE(3/4)uni ?cggataacaatttcacacag Sequenzierprimer (ALF)
pQEreverse ?gttctgaggtcattactgg Sequenzierprimer (ALF)

Tab. 3 — Die Sequenzierprimer. Fluoreszenzmarkierte Primer (Cy5) sind mit ? gekennzeichnet.

Folgende Primer wurden von Mitarbeitern des Instituts fiir Pharmazeutische Biologie

der Universitit Halle zur Verfligung gestellt.

Bezeichnung Sequenz 5°—3’ Bemerkungen
3BHSDfwd gcatgcatgtcgtcaaagccaaggttg Sph 1, TEUBER 2002
3BHSDrev aagcttctaacgcacgacggtgaagc Hind 111, TEUBER 2002
AC1-5-DIR gtggtttgagcgattgtc B. GRUNER
ACI1-5-REV acccatgtgtccttcttcttce B. GRUNER

MMO03/00 gaattcatgtcatcggagaagggtt EcoR I, M. METZNER
MMO04/00 ctcgagctatcctgttctcecttgat Xho 1, M. METZNER
P3 caagghtaytctggcatyagatttga C. THOERINGER

P5 tgcttcaayttrtgtgtcaaatrrtcagt C. THOERINGER

Tab. 4 — Zur Verfiigung gestellte Primer. Unterstrichene Nukleotide geben Restriktionsschnittstellen an.

h=a+c+t,

r=a+g, y=c+t.
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2.1.7 Chemikalien, Enzyme etc.

2.1.7.1 Feinchemikalien

Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Difco, Detroit, USA
PerkinElmer Life sciences, Inc., Boston,
USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Glycin, IPTG, Tris

Roti®-blue Kolloidale Coomassie-Firbung, X-
Gal

Agar noble, Bacto® Peptone, Bacto® Trypton,
Bacto”™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids

Easytides [a-"*P] dATP

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Agarose, Glycerol, Hefeextrakt, MOPS, Taurin,
Triton X-100, Tween 20

Adeninsulfat, BSA (Fraktion V),
Deoxycholsdure, DEPC, DMF, DMSO, EDC,
Gelatine, SDS

Hier nicht genannte Chemikalien wurden in analytischer Qualitidt von verschiedenen

Héndlern bezogen.

2.1.7.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Tag-Polymerase

Pfu-Polymerase

T4 DNA Ligase

New England Biolabs, Inc., Beverly, USA bzw.
Boehringer, Mannheim

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen bzw.
Appligene-Oncor, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg bzw. Promega Corp.,
Madison, USA

New England Biolabs, Inc., Beverly, USA bzw.
peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
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2.1.7.3 Kits

Invitrogen, Groningen, Niederlande
Pharmacia LKB, Piscataway, USA
Qiagen GmbH, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Stratagene, La Jolla, USA

2.1.7.4 Verbrauchsmaterial

Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, England

Becton Dickinson Labware, Becton
Dickinson & Co., Franklin Lakes, USA

Corning Inc., Corning, USA

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH,
Hamburg

Greiner bio-one GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Millipore Corp., Bedford, USA

Pall Europe Limited, Portsmouth,
England

2.1.8 Gerite

TOPO TA Cloning®-Kit
mRNA Purification Kit

QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick
Nucleotide Removal Kit, QIAquick PCR
Purification Kit, QIAGEN Plasmid Midi Kit,
QIAGEN II Gel Extraction Kit

High Prime DNA Labeling Kit

HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid cDNA Synthesis
Kit, PCR-Script  Amp Cloning Kit

Hybond-N+ Nylonmembrane

FALCON® 14 mL Polystyrene Round-Bottom
Tube 352057

50 mL Centrifuge Tubes 430829, 15 mL
Centrifuge Tubes 430791

Safe-Lock 1,5 mL Reaktionsgefafie, Safe-Lock
2,0 mL Reaktionsgefalle, Safe-Lock 0,5 mL
Reaktionsgefilie

Petrischalen 94/16, Petrischalen 145/20

Centrifugal Filter Device, 30 kDa

Biodyne A Transfer Membrane 8,2 bzw. 13,2 cm
Durchmesser

Bio-imaging Analyzer System BAS-1500 Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokyo, Japan

Bruker ESP 300 Spectrometer
Brutschrank B 6060

CCD Video Camera Module N50
Centrifuge 5415 C Eppendorf
DNA-Speed-Vac DNA 110
EasyCount QC 2000

Bruker BioSpin Corp., Billerica, USA
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Mitsubishi Electric Corporation, Kyoto, Japan
Geritebau Eppendorf GmbH, Engelsdorf
Savant Instruments, Farmingdale, USA

Bioscan Inc., Washington DC, USA
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Electrophoresis Power Supply EPS 301

Elektrophoresis Powersupply PHERO-
stab 300

Filmentwicklungsmaschine CURIX 60
Gene Quant I1

Heizplatte/Riihrer RCT basic
Herafreeze HFU586STD-V14

Hitachi Preparative Ultracentrifuge himac
CP 758 (Rotor P45AT)

Jasco 715 Spectropolarimeter
innova 4230 (Schiittelinkubator)
Kiihlzelle

Kiihlzentrifuge EBA 12 R
Labormixer VF 2

Laborwaage KERN 822-25
Laborzentrifugen 3K10 und 3K12
LaminAir® HB2472
Laminar-flow-box NU-201-430E
Mikrozentrifuge

Mini-Blot Modul EC140
Mini-Hybridisierungsofen OV1/0V2
Mini-Vertical Gel System EC120

MODULAB" Analytical Research Grade
UF/Polishing System

Monitor MP-40 H

Osmostil Rol (Umkehrosmoseanlage)
PHERO-sub 1, 2 und 3

pH 537 pH-Meter

Rundschiittler KS 501 D

Sartorius Basic

Schiittelinkubator 3032
Schiittelwasserbad WB 22/SV 1422
Sorvall® Combi Plus

Sorvall® RC-5B

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden

Biotech Fischer, Reiskirchen

AGFA medical, Mortsel, Belgien
Pharmacia Biotech, Freiburg

IKA Labortechnik, Staufen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Hitachi Koki Co., Ltd., Tokyo, Japan

Jasco Inc., Easton, USA

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Viessmann, Hof

Hettich, Tuttlingen

IKA Labortechnik, Staufen

Gottlieb Kern & Sohn, Albstadt

Sigma, Osterrode (Harz)

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Nuaire, Plymouth, USA

Qualitron, Korea

Life Sciences International GmbH, Frankfurt
Biometra, Gottingen

Life Sciences International GmbH, Frankfurt

Continental® Water Systems Corporation, San
Antonio, USA

Vilber Lourmat, Marne-La-Vallee Cedex 1,
Frankreich

Christ, Stuttgart

Biotech Fischer, Reiskirchen

WTW, Weilheim

IKA Labortechnik, Staufen

Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
DuPont Instruments, Bad Homburg

DuPont Instruments, Bad Homburg
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T3 Thermocycler Biometra, Gottingen

Thermomixer 5436 und 5437 Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Transilluminator Spectroline TC-312 A/F Spectronics Corporation, Westbury, USA
Ultraschallbad Sonorex Super RK 103 K Bandelin Electronic, Berlin

USD 30 Ultrasonic Disintegrator Emich Ultraschall, Berlin

UV Stratalinker™ 2400 Stratagene, Heidelberg

UV/Vis spectrophotometer Unicam 8625 ATI Unicam, England

UV-Vis Scanning Spectrophotometer Shimadzu Corp., Kyoto, Japan
UV2101PC

UV-Visible Recording Shimadzu Corp., Kyoto, Japan
Spectrophotometer UV-160A

Varioklav® H+P Labortechnik GmbH, Oberschleifheim
Video Copy Processor P91E Mitsubishi Electric Corporation, Kyoto, Japan
Wasserbad GFL 1083 GFL, Burgwedel

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

2.2.1.1 Photometrische Bestimmung

Die photometrischen Bestimmungen von Nukleinsduren wurden am GENE QUANT II
(Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. Eine Extinktion von 1 bei einer Wellenlédnge
von 260 nm und einer Schichtdicke von 1 ¢cm wurde einer Konzentration von 50 pg'mL ™’
fir DNA bzw. 40 pgmL™' fir RNA gleichgesetzt. Als Qualititsmerkmal diente der
Proteinindex (Pi=E¢0/E2s0).

2.2.1.2 Ethidiumbromid-Plate-Assay

Hierbei wurde auf Agarosegel (0,8 %) in Petrischalen, das 1 pg'mL ™" Ethidiumbromid
enthielt, je 0,5 pL einer Verdiinnungsreihe von DNA bekannter Konzentration pipettiert.
Zum Vergleich wurden 0,5 pL der DNA-Probe dazupipettiert. Nach 10-15 Minuten wurde
auf dem Transilluminator ausgewertet. Die Intensitit der Flecken erlaubte -eine

Abschitzung der DNA-Konzentration auch kleiner Volumina Nukleinséurelosung.
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, SAIKI et al. 1985, MULLIS & FALOONA 1987,
SAIKI et al. 1988) wurde in verschiedenen Varianten zur Amplifikation von

Nukleinsduresequenzen genutzt.
2.2.2.1 Standard-PCR

Es kam ein Standardprotokoll zum Einsatz, das je nach konkreter Aufgabenstellung
angepalit wurde. Im Allgemeinen wurde 7Tag-DNA-Polymerase verwendet. Ein 20 plL-
Ansatz enthielt 0,5 pL Polymerase (2 U-uL™"), 2 uL Puffer, je 0,5 uL der beiden Primer
(100 pmol-L™"), 1 uL dNTP-Losung (jeweils 5 mmol-L™"), das Template und steriles
Wasser. Die verwendeten Primer waren hiufig mit Restriktionsschnittstellen versehen, um

die Amplifikate nach Zwischenklonierung in Expressionsplasmide klonieren zu kénnen.

Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
35 Zyklen: Denaturierung 95 °C 45s
Annealing 52°C 45s
Elongation 72 °C 1 min
Finale Elongation 72 °C 5 min
4°C 00

Bei Verwendung von Pfu-Polymerase wurde aufgrund der geringeren Prozessivitit die

Elongationszeit verldngert (innerhalb der Zyklen auf 3 min, finale Elongation 10 min).

2.2.2.2 RT-PCR

Bei der RT-PCR wurde vor der Durchfiihrung der PCR RNA mittels reverser
Transkriptase in cDNA umgewandelt, die dann als Template zum Einsatz kam. Dabei
wurde mRNA aus Digitalis lanata mit dem HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid cDNA Synthesis
Kit in cDNA umgewandelt. Diese cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C
gelagert.
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2.2.2.3 Colony-PCR

Bei der Colony-PCR dienten Kolonien von E. coli als Template. Da jeweils eine
groBBere Anzahl von Kolonien {iberpriift wurden, konnte ein Master-Mix verwendet
werden. Die Menge an Polymerase, Primer und dNTP-Losung wurde reduziert. Die initiale
Denaturierung wurde auf 10 min verldngert, wodurch die Bakterienzellen besser
aufgeschlossen werden sollten. Alternativ wurden die in Wasser suspendierten Zellen je

dreimal mit fliissigem Stickstoff und kochendem Wasser im Wechsel behandelt.

2.2.2.4 Mutagenese

Zur Generierung der Loop-Deletionsmutanten diente eine Variante des ,,Splicing by
Overlap Extension* (SOE, Ho et al. 1989, HORTON et al. 1989).

Aus der Sequenz im Bereich der zu mutierenden Basen wurden zwei Primer so
abgeleitet, daB3 sie die Mutation in der Mitte trugen und miteinander hybridisieren konnten.
In einem ersten Schritt wurden durch die Kombination eines Mutationsprimers mit einem
Primer aus der Anfangs- bzw. Endsequenz Teilamplifikate erzeugt. Nach Reinigung der
Produkte durch elektrophoretische Trennung und Gelextraktion wurden diese mit den
Anfangs- und Endprimern aber ohne Template einer weiteren PCR unterworfen. Die
resultierende Sequenz wurde in den pCR-Vektor kloniert. Die Primer trugen aufler der
beabsichtigten Deletion von drei Basen zusétzlich eine stumme Mutation, die eine Nhe 1-
Schnittstelle schuf. Durch diese Schnittstelle konnten die Klone rationell auf Vorliegen der

Mutation gescreent werden.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

2.2.3.1 Elektrophorese von DNA

Die GroBenauftrennung der DNA erfolgte in 0,8-2,0 %igen Agarosegelen. Die
Agarosekonzentration wurde dabei den jeweiligen FragmentgroBen angepalit. Fiir
Standardanwendungen wurden 1,25 %ige Agarosegele eingesetzt. Die Agarose wurde im
jeweiligen Elektrophoresepuffer aufgeschmolzen, der etwas abgekiihlten Losung wurde
Ethidiumbromid (0,5 pgrmL™' Endkonzentration im Gel) hinzugefiigt und das Gel

gegossen.
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Die DNA-Proben wurden mit 10xProbenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 50 V bei Verwendung von TAE-
Puffer und von 80-100 V bei Verwendung von TTE-Puffer. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde am UV-Tisch (Transilluminator TC-312 A/F, Spectroline)
ausgewertet und das Ergebnis gegebenenfalls dokumentiert (CCD Video Camera Module
N50 und Video Copy Processor P91E).

2.2.3.2 Elektrophorese von RNA

Die RNA-Proben wurden durch denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt. 3,6 g
Agarose, 30 mL 10xMOPS-Puffer und 216 mL DEPC-Wasser wurden bis zur
vollstindigen Auflosung der Agarose erhitzt. Nach Abkiihlung wurden 56 mL
Formaldehyd zugegeben und das Gel gegossen.

Die RNA-Proben wurden mit dem dreifachen Volumen RNA-Probenpuffer und 0,4
Volumen 10xRNA-Stoppuffer versetzt und 15 min bei 65 °C denaturiert. Nach Abkiihlung
auf Eis wurden je 2 pL Ethidiumbromidlésung (0,1 mg-mL ") zugegeben und die Proben
auf das Gel aufgetragen. Die angelegte Spannung betrug 100 V, der Puffer (1xMOPS)

wurde mittels Pumpe umgewdélzt.

2.2.4 Northern Blot

2.2.4.1 Blotten und Fixieren

Zur Untersuchung der organspezifischen Expression des vertebrate-type Ferredoxins in
Digitalis lanata wurden RNA-Priparationen aus Blittern des ersten und zweiten Jahres,
Kelch, Krone, Stengel und Wurzel gelelektrophoretisch getrennt und mit Hochsalzpuffer
(20xSSC) auf eine Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, England) transferiert (SAMBROOK et al. 1989). Die an die Membran gebundene
RNA wurde durch cross-linking kovalent gebunden. Dazu wurde die leicht getrocknete
Membran zweimal mit 120 mJ im UV Stratalinker™ 2400 (Stratagene, Heidelberg)
behandelt.
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2.2.4.2 Herstellung der Sonde

Als Sonde wurde die vollstindige Sequenz des vertebrate-type Ferredoxins aus
Digitalis lanata (vgl. Kap. 3.3.2.3) verwendet. Mit dem Plasmid pCR-dla als Template und
den Primern bamdla und dlasal wurde ein PCR-Produkt erzeugt, das nach einer
gelelektrophoretischen Trennung und Gelextraktion mit dem High Prime DNA Labeling
Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) radioaktiv markiert wurde. Die Sonde wurde
mit dem Nucletide Removal Kit (Qiagen GmbH, Hilden) von nicht eingebauten
Nukleotiden getrennt und anschlieend zur Hybridisierung genutzt. Zur Herstellung einer
Kontrollsonde wurde mit dem Plasmid pBD18 (DOBROWOLSKI et al. 1989) entsprechend

verfahren.

2.2.4.3 Hybridisierung und Nachweis

Die Membran wurde zunichst bei 63 °C fiir 4 h in Church-Puffer (1 % BSA,
100 ug'mL ™" denaturierte Heringssperma-DNA) vorhybridisiert. Danach wurde die durch
Kochen denaturierte Sonde nach kurzer Inkubation auf Eis dazugegeben und iiber Nacht
hybridisiert. Die Membran wurde gewaschen, bis die meBbare Radioaktivitdt nahezu
konstant war (2x5 min, 2xSSC, 0,1 % SDS, Raumtemperatur; 2x15 min, 1xSSC, 0,1 %
SDS, 55 °C; 1x15 min, 0,1xSSC, 0,1 % SDS, 55 °C). Dann wurde die Membran
eingeschweilit und auf einem Screen exponiert. Nach 48 h wurde der Screen im

PhosphorImager  (Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokyo, Japan) ausgewertet.
2.2.5 Gelextraktion

Zur Extraktion von Nukleinsdurebanden aus Agarosegelen dienten das QIAquick Gel
Extraction Kit, das auf Adsorption der DNA an Silicagelmembranen beruht, sowie

alternativ das QIAGEN II Gel Extraction Kit, das die Bindung der DNA an Glasmilch
ausnutzt (beide Kits: Qiagen, Hilden).
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2.2.6 Priaparation von Plasmid-DNA

2.2.6.1 Mini-Prdparation

Zur Gewinnung geringer Mengen Plasmid-DNA wurde die Methode der Alkalischen

Lyse eingesetzt (BIRNBOIM & DOLY 1979, SAMBROOK et al. 1989).

2.2.6.2 Midi-Prdparation

Hochreine Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde mit
dem QIAGEN Plasmid Midi Kit pripariert, das die Methode der Alkalischen Lyse mit

einem chromatographischen Schritt (Anionenaustauscher) kombiniert.

2.2.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmiden wurde durch A. PETERSON im Biozentrum Halle
durchgefiihrt. Es kamen ein ALFexpress DNA Sequencer (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) bzw. ein ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems GmbH, Weiterstadt) zum Einsatz.

2.2.8 Restriktionsverdau der Plasmide

Der Restriktionsverdau erfolgte entsprechend der Herstellerangaben unter Verwendung
der mitgelieferten Puffer. Bei gleichzeitigem Verdau mit zwei Restriktionsenzymen
wurden zusitzlich die Hinweise des NEB-Kataloges (2000401 Catalog & Technical
Reference, S. 204) herangezogen.

2.2.9 Klonierung von DNA-Fragmenten
2.2.9.1 TOPO TA Cloning®-Kit
Mit Hilfe des TOPO TA Cloning®-Kits wurden PCR-Produkte, die mit Tag-DNA-

Polymerase amplifiziert worden waren, kloniert. War das PCR-Fragment durch Pfu-

Polymerase generiert worden, wurde durch zehnminiitige Inkubation des Fragments mit
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Tag-Polymerase bei 72 °C ein A-Uberhang erzeugt. Erst dann konnte die Klonierung mit

dem TOPO TA Cloning®-Kit erfolgen.

2.2.9.2 PCR-Script Amp Cloning Kit

Zur direkten Klonierung von PCR-Fragmenten mit glatten Enden (bei Verwendung von
Pfu-Polymerase) diente alternativ zum eben beschriebenen Verfahren die ,,cut-ligation*
(Liu & SCHWARTZ 1992, MULHARDT 2000). Bei dieser Methode wird eine im Vektor
befindliche Srf I-Schnittstelle zur Ligation genutzt, gleichzeitig aber wéhrend der Ligation
auch mit Srf'1 verdaut. Vektoren, in die das Fragment erfolgreich einligiert wurde, konnen
nicht mehr geschnitten werden, da die Erkennungssequenz zerstort ist. Mit sich selbst
ligierter Vektor wird hingegen wieder geschnitten, so dal der Anteil an Insert-tragenden
Plasmiden steigt. Srf* 1 ist eine Typ-II-Restriktionsendonuklease, die die
Oktanukleotidsequenz 5°-GCCCVGGGC-3’ erkennt. Sie erzeugt glatte Enden (SIMCOX et
al. 1991).

2.2.9.3 Klonierung in Expressionsplasmide

DNA-Fragmente, die durch Restriktionsverdau aus den entsprechenden
Ausgangsplasmiden gewonnen wurden, konnten mit Hilfe der T4 DNA-Ligase in die
ebenfalls verdauten Expressionsvektoren ligiert werden. Dabei wurden Insert und Vektor
jeweils im Stoffmengenverhiltnis von 10:1 kombiniert. Die Ligation wurde nach den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt, in der Regel bei 16 °C iiber Nacht, in Einzelfdllen
auch bis zu einer Woche bei 4 °C.
2.2.10 Transformation von Bakterien und Hefe

2.2.10.1 Transformation von Escherichia coli

Die Transformation von Escherichia coli erfolgte mit chemisch kompetenten Zellen

durch Hitzeschock nach Standardmethoden (SAMBROOK et al. 1989).
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2.2.10.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Zu 1 mL kompetenter Saccharomyces-cerevisiae-Zellen wurden jeweils 100 ng der
Plasmide bzw. der entsprechenden Plasmidkombinationen gegeben. AnschlieBend wurde
fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C fiir 8 min, dann wurde
weitere 8 min auf Eis inkubiert und noch einmal fiir 8 min bei 42 °C gehalten. Die
transformierten Zellen wurden in 50-mL-Falcon-Reaktionsgefafe liberfiihrt und mit 10 mL
SD-Medium (incl. der entsprechenden 10xDropout-Solution, siche Tab. 5) eine Stunde
lang bei 30 °C geschiittelt. Nach Zentrifugation (10 min, 4000 g, Raumtemperatur) wurde
das Pellet in 500 uL SD-Medium aufgenommen und auf SD-Agar ausplattiert. Die Platten

wurden bei 30 °C bis zum Erscheinen von Kolonien inkubiert.

SD-Medium

Difco yeast nitrogen base 0,67 %
Glucose 2,0 %
10xDropout-Solution 10 %
D-Sorbitol 1 mol'L™’

Der pH-Wert wurde auf 5,8 eingestellt. Die Glucose wurde als filtersterilisierte 50 %ige
Losung zugegeben. Die jeweilige 10xDropout-Solution wurde ebenfalls erst nach separater

Sterilisierung zugegeben. SD-Agar enthielt 1,5 % Agar.

10xDropout-Solution

Aminosiuren Konzentration| pGAL4 p53 bait
L-Isoleucin 0,3 %o

L-Valin 1,5 %o

L-Adeninsulfat 0,2 %o

L-Arginin-HCI 0,2 %o

L-Histidin-HCI-H,O 0,2 %o

L-Leucin 1,0 %o X

L-Lysin 0,3 %o

L-Methionin 0,2 %o

L-Phenylalanin 0,5 %o

L-Threonin 2,0 %o

L-Tryptophan 0,2 %o X X
L-Tyrosin 0,3 %o

L-Uracil 0,2 %o

L-Glutaminsdure 1,0 %o

L-Asparaginséure 1,0 %o

L-Serin 4,0 %o

Tab. 5 — Zusammensetzung der jeweiligen 10xDropout-Solution. Die gekennzeichneten Aminosduren

fehlten bei Ausplattierung von Hefen, die mit den angegebenen Plasmiden transformiert wurden, zu
Selektionszwecken.

33



Materialien und Methoden

2.2.11 Herstellung kompetenter Zellen

2.2.11.1 Kompetente Escherichia-coli-Zellen

100 mL LB-Medium (15 mgL™" Tetracyclin) wurden mit einer Kolonie frisch
ausgestrichener XL1-Blue-MRF’-Zellen angeimpft. Bis zu einer ODgg von 0,5 wurde bei
37 °C im Brutschrank geschiittelt, danach 5 min auf Eis abgekiihlt und 5 min bei 4 °C und
4000 g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 30 mL eiskaltem Puffer TFB 1
resuspendiert und 90 min auf Eis inkubiert. Nach nochmaligem Zentrifugieren (5 min,
4000 g, 4 °C) wurde das Pellet in 4 mL eiskaltem Puffer TFB 2 aufgenommen, aliquotiert
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bis zu ihrer
Verwendung bei —80 °C gelagert.

Die Kompetenz der hergestellten Zellen wurde durch Transformation mit pUC 18

iiberpriift.

TFB 1

RbCl 100 mmol-L™
MnCl, 50 mmol-L!
KCH3COO 30 mmol-L™
CaCl, 10 mmol-L™
Glycerol 15 %

Der pH-Wert wurde mit Essigsdure auf 5,8 eingestellt und die Losung sterilfiltriert.

TFB 2
MOPS 10 mmol-L ™!
RbCl 10 mmol-L™
CaCl, 75 mmol-L~!
Glycerol 15%

Der pH-Wert der Losung wurde mit KOH auf 6,8 eingestellt und sterilfiltriert.

2.2.11.2 Kompetente Saccharomyces-cerevisiae-Zellen

500 mL YPAD-Medium wurden mit einer Ubernachtkultur von YRG-2-Zellen

angeimpft und bis zu einer ODgop von 0,8 bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach

Zentrifugation (10 min, 4000 g, Raumtemperatur) wurden die Zellen mit 100 mL sterilem
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Wasser gewaschen und abermals zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 mL LiSORB
aufgenommen und fiir 30 min bei 30 °C in einem Wasserbad inkubiert. Nach
Zentrifugation (10 min, 2600 g, Raumtemperatur) wurden die Hefezellen in 250 pL
LiSORB resuspendiert und mit LiSORB auf 1 mL aufgefiillt. 200 pLL Heringssperma-DNA
(20 mg'mL ") wurden fiir 5 min gekocht, um sie zu denaturieren und mit 800 pL LiSORB
gemischt. Die auf Raumtemperatur abgekiihlte Losung wurde zu den Hefezellen gegeben
und gut gemischt. Zu der erhaltenen Suspension wurden 9 mL der PEG-Ldsung

hinzugefiigt und zu je 1 mL aliquotiert.

LiSORB

LiCH;COO 100 mmol-L™
Tris 10 mmol-L~"
EDTA 1 mmol-L™
Sorbitol 1 mol-L™!

Der pH-Wert wurde vor dem Sterilisieren auf 8,0 eingestellt.

PEG-Ldsung

LiCH;COO 100 mmol-L ™
Tris 10 mmol-L~"
EDTA 1 mmol-L !
PEG 3350 40 %

Der pH-Wert der Losung wurde auf 7,5 eingestellt, anschlieBend wurde filtersterilisiert.
2.2.12 RNA-Extraktion
2.2.12.1 Extraktion der Gesamt-RNA

Die frischen Pflanzen wurden mit fliissigem Stickstoff schockgefroren, im Morser zu
Pulver zerrieben und unverziiglich der RNA-Extraktion unterworfen.

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte nach einer durch DUMKE-LEHMANN

modifizierten Standardmethode (SAMBROOK et al. 1989, DUMKE-LEHMANN 1993).
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2.2.12.2 Aufreinigung der mRNA

Zur Anreicherung der polyadenylierten RNA diente das mRNA Purification Kit
(Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, USA). Es wurde nach den beigefiligten
Instruktionen verfahren, um nach zweistufiger Reinigung eine zu ca. 90 % aus mRNA

bestehende Préparation zu erhalten.

2.2.13 Synthese der HybriZAP®-2.l Two-Hybrid-cDNA-Bank

Die Herstellung der Two-Hybrid-cDNA-Bank folgte im Wesentlichen dem Instruction
Manual (Manual #235612-12, Stratagene, La Jolla, USA). Auf die radioaktive Kontrolle

wurde verzichtet.

2.2.13.1 cDNA-Synthese

10 pL der nach Kapitel 2.2.12.2 erhaltenen mRNA wurden zur Erststrangsynthese
mittels Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase (MMLV-RT) eingesetzt.
Der verwendete Linker-Primer enthielt eine Xho I[-Schnittstelle. Der Komplex aus
Erststrang und RNA wurde mit RNase H behandelt, danach mit DNA-Polymerase 1 der
Zweitstrang synthetisiert. AnschlieBend wurden durch Pfu-Polymerase glatte Enden
erzeugt. An diese Enden wurden nach einem Phenol-Chloroform-Reinigungsschritt und
Féllung der cDNA EcoR I-Adapter ligiert und diese phosphoryliert. Nach Verdau mit
Xho 1 wurde eine GroBentrennung mit CL-4B Sepharose durchgefiihrt.

2.2.13.2 Ligation der cDNA in den HybriZAP-2.1 Vektor und Verpackung der
Phagenpartikel

1 puL der cDNA wurde in den HybriZAP-2.1 Vektor ligiert. Das Reaktionsgemisch
wurde bei 12 °C iiber Nacht inkubiert. Fiir die Verpackungsreaktion wurden 2 pL dieser
Ligationsreaktion eingesetzt. Nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden
500 puL SM-Puffer und 20 pL Chloroform hinzugefiigt. Damit war die Priméirbank bereit
zur Bestimmung des Titers und zur Amplifikation. Sie wurde bis zur weiteren Verwendung

bei 4 °C aufbewabhrt.
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2.2.13.3 Amplifikation der cDNA-Bank

Frisch préparierte XL1-Blue MRF’-Zellen wurden in 10 mmol-L™' MgSO, auf eine
ODggo von 0,5 eingestellt. 600 puL dieser Suspension wurden mit 25 uL. der Primérbank fiir
15 min bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden dann mit 6,5 ml NZY-Top-Agar auf
150-mm-NZY-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden 8 Stunden bei 37 °C inkubiert,
bis die Plaques sich gerade beriihrten. Zur Amplifikation der Primidrbank wurden 20
Platten verwendet.

Jede Platte wurde mit 10 mL SM-Puffer iiberschichtet und bei 4 °C iiber Nacht leicht
geschiittelt. Nach Abpipettieren des Puffers wurde noch einmal mit 2,5 mL SM-Puffer
gesplilt. Die vereinigten Phageneluate wurden mit 25 % Chloroform versetzt und
zentrifugiert. Die obere Phase wurde mit 0,3 % Chloroform und 7 % DMSO gemischt und
Aliquots bei —80 °C aufbewabhrt.

2.2.14 Exzision von A-Banken

Zur Transformation der Hefe mit der cDNA-Bank ist es erforderlich, die Phagen-DNA
der urspriinglich hergestellten Bank in ihre jeweiligen Plasmide zu iiberfiihren. Auch die
positiven Phagen des radioaktiven Screenings wurden vor ihrer Analyse in Plasmide

umgewandelt.

2.2.14.1 Massenexzision

Um die gesamte cDNA-Bank zu exzidieren, wurden 1-10” pfu der Bank mit 1-10* XL1-
Blue MRF’-Zellen und 1-10° pfu des ExAssist Helferphagen kombiniert. Diese Mischung
wurde 15 min bei 37 °C inkubiert, anschlieBend wurden 20 mL LB-Medium zugegeben
und weitere 3 h bei 37 °C geschiittelt. Die Kultur wurde fiir 20 min auf 70 °C erwédrmt, um
die Phagen und XL1-Blue MRF’-Zellen zu lysieren. Nach Zentrifugation (10 min, 500 g)
wurde der Uberstand gewonnen und bei 4 °C aufbewahrt. Der Titer der exzidierten

Phagemide wurde bestimmt (siehe Kap. 2.2.15.2).
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2.2.14.2 Exzision einzelner Phagen

Ein isolierter Plaque wurde ausgestochen und mit 500 uL. SM-Puffer und 20 pL
Chloroform versetzt. Nach kurzem Schiitteln wurde fiir 8 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Phagenlosung wurde bei 4 °C aufbewahrt. 200 uL. der XLI1-Blue MRF’-Zellen
(ODgpo=1,0) wurden mit 500 pL der Phagenldsung und 1 pL des ExAssist Helferphagen
versetzt. Nach 15miniitiger Inkubation bei 37 °C wurden 5 mL LB-Medium hinzugefiigt
und tliber Nacht weiter geschiittelt. Lyse der Phagen und Bakterien erfolgte wie bei der

Massenexzision.

2.2.15 Titerbestimmung von cDNA-Banken

2.2.15.1 Titerbestimmung der A-Banken

Je 1 pL einer Reihe von Verdiinnungen (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) der cDNA-Bank
in SM-Puffer wurde mit 200 pL. XL1-Blue MRF’-Zellen (ODgpp=0,5) versetzt und 15 min
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 3 mL NZY-Top-Agar wurde auf NZY-Agarplatten
ausplattiert. Nach 8 h Inkubation bei 37 °C wurde die Anzahl der Plaques gezdhlt und

daraus der Titer berechnet.

2.2.15.2 Titerbestimmung der exzidierten Bank

Dekadische Verdiinnungen der Phagemidlosungen in TE-Puffer wurden mit 200 pL
XLOLR-Zellen (ODgpp=1,0) kombiniert und 15 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurde auf LB-Agarplatten (50 png'mL ™" Ampicillin) ausplattiert. Am nichsten Tag wurde
die Anzahl der Ampicillin-resistenten Kolonien und damit der Titer der Phagemid-

Préparation bestimmt.
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2.2.16 Two-Hybrid-Screening der cDNA-Bank

2.2.16.1 Uberpriifung von pBD-Adx128 auf Transaktivierung

Kompetente Hefezellen wurden jeweils mit den Kontrollplasmiden pGAL4
(Positivkontrolle), p53 (Negativkontrolle) und mit dem bait-Plasmid pBD-Adx128
transformiert.

Auf eine SD-Agarplatte (10xDropout-Solution unter Zusatz aller Aminosduren) wurden
Kolonien aller drei Transformationsansitze ausgestrichen, die auf dem jeweiligen
Selektivmedium gewachsen waren. Nach dreitdgigem Wachstum bei 30 °C wurde der
Filter-Lift-Assay durchgefiihrt. In eine sterile Petrischale wurden 1,8 mL Z-Puffer+X und
ein steriles Filterpapier gegeben. Ein ebenfalls steriles Filterpapier wurde auf die SD-
Agarplatte gelegt und mit einem Drigalskispatel angedriickt. Nach 2 min wurde der Filter
abgezogen, nachdem die Position eindeutig markiert worden war. Das Filterpapier wurde
10 s in fliissigen Stickstoff getaucht, um die Hefezellen zu permeabilisieren. Mit den
anhaftenden Kolonien nach oben wurde der Filter auf ein Filterpapier zum Tauen gelegt.
AnschlieBend wurde er auf den mit Z-Puffer+X getrankten Filter plaziert und die

Entwicklung der Blaufdarbung beobachtet.

Z-Puffer+X

Z-Puffer 98 %
-Mercaptoethanol 0,33 %
X-Gal-Stammlosung 1,67 %

Der Puffer wurde vor Gebrauch frisch hergestellt.

Z-Puffer

Na,HPO,-7H,0 60 mmol-L
NaH,PO,-H,O 40 mmol-L™
KCl 10 mmol-L™!
MgSO047H,0 1 mmol-L™

Vor dem Sterilisieren wurde der pH-Wert iiberpriift und gegebenenfalls auf 7,0
eingestellt. Der Puffer wurde bei 4 °C aufbewahrt.
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X-Gal-Stammlosung

X-Gal in DMF 20 mg'mL™

Die Stammldsung wurde bei —20 °C aufbewabhrt.

2.2.17 Radioaktives Screening der Blatt-cDNA-Bank (WERLE 1995)

2.2.17.1 Ausplattieren der Bank

Es wurden 2 pL einer 1:70-Verdiinnung (entsprechend 5-10* pfu) der Blatt-cDNA-Bank
(WERLE 1995) fiir jede der Petrischalen ausplattiert. Die weitere Vorgehensweise entsprach
dem in Kap. 2.2.15.1 beschriebenen Verfahren.

Fiir das Screening mit einem cDNA-Sequenzfragment von CYP11A1 aus Bos taurus als
Sonde wurden 5 Platten verwendet, fiir die cpd-Sonde 2 Platten und fiir die Sonde

padxhomlath 4 Platten.

2.2.17.2 Transfer der Klone auf die Filter

Nachdem die Plaques zu einer ausreichenden Gréfe herangewachsen waren, wurden die
Agar-Platten zundchst mindestens 2 h kaltgestellt. Danach wurden je 2 Filter von jeder
Platte gezogen. Der erste Filter wurde 1 min, der zweite 3 min aufgelegt. Durch Einstechen
einer in Tusche getauchten Kaniile wurde die Lage der Filter auf den Platten markiert. Die
Filter wurden 5 min denaturiert, 5 min neutralisiert und dann mit 2xSSC &quilibriert.
Dazwischen wurde jeweils kurz auf Filterpapier getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA
durch cross-linking (UV Stratalinker™ 2400, Stratagene, Heidelberg) auf der Membran

gebunden. Die Filter wurden bis zur weiteren Verwendung kiihl gelagert.

Denaturierungslosung
NaOH 0,5 mol-L!
NaCl 1,5 mol-L™!

Neutralisierungslosung pH 7.4

Tris 0,5 mol-L"!
NaCl 1,5 mol-L ™!
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2xSSC
NaCl 0,3 mol-L ™!
Natriumcitrat 30 mmol-L !

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

2.2.17.3 Templates zur Herstellung der Sonden

Aus dem Plasmid pTrc99A BSCCMc (CYPI11A1, WADA et al. 1991) wurde mit den
Primern SCC1fwd und SCC4rev ein 483 bp grofles PCR-Fragment erzeugt, das als Sonde
verwendet wurde.

Der EST-Klon GBGe71 (CPD, CYP90A1, SZEKERES et al. 1996) wurde mit Apa I und
EcoR 1 verdaut und das ca. 750 bp groBBe Fragment aus dem Gel extrahiert und
anschlieBend radioaktiv markiert.

Die Sonde zum Screening nach vertebrate-type Ferredoxinen wurde mit Plasmid pCR-
athl als Template und den Primern adxhom-fwd und adxhom-rev hergestellt. Sie ergaben

ein PCR-Fragment mit einer Lange von 477 bp.

2.2.17.4 Markierung der Sonden

Jeweils ca. 50 ng der Template-DNA wurde zur Markierung mit dem High Prime DNA
Labeling Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) eingesetzt. Die radioaktiv markierte
Sonde wurde von den nicht eingebauten Desoxyribonucleosid-Triphosphaten mit dem
QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen GmbH, Hilden) abgetrennt. Anschlieend
wurde die Sonde in 200 pL TE-Puffer eluiert und 1 pL der Lésung mit dem EasyCount QC
2000 (Bioscan Inc., Washington DC, USA) vermessen.

2.2.17.5 Hybridisierung und Detektion der Signale

Die Filter wurden ca. 4 h in Church-Puffer (1 % BSA, 100 pg-mL denaturierte
Heringssperma-DNA) bei 63 °C vorhybridisiert. Die denaturierte Sonde wurde hinzugefiigt
und iiber Nacht hybridisiert. Die Filter wurden gewaschen (2x5 min, 2xSSC, 0,1 % SDS,
Raumtemperatur; 2x15 min, 1xSSC, 0,1 % SDS, 55 °C; 1x15 min, 0,1xSSC, 0,1 % SDS,
55 °C). Nach dem Trocknen wurden die Filter 3 Tage lang auf Rontgenfilm exponiert.

Durch Vergleich der Signale der Filterduplikate wurden positive Klone identifiziert. Deren
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korrespondierende Plaques wurden ausgestochen und in SM-Puffer eluiert. Verdiinnungen

dieser Phagensuspension wurden einem Sekundérscreening unterzogen.

Church-Puffer (pH 7.2)

NaH,PO, 0,5 mol-L!
EDTA 1 mmol-L !
SDS 7 %

2.2.17.6 Sekundirscreening

Die Phagensuspension wurde 1:10, 1:100 und 1:1000 mit SM-Puffer verdiinnt und mit
3,5 mL Top-Agar auf kleine Petrischalen ausplattiert. Das weitere Vorgehen entsprach
dem Primirscreening. Positive Einzelphagen wurden ausgestochen und exzidiert (siche

Kap. 2.2.14.2).

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinexpression

Die Expression der Adrenodoxinhomologen wurde leicht modifiziert nach der Methode
fiir die Expression von Adx durchgefiihrt (UHLMANN et al. 1992). Dabei wurde der
gesamte Transformationsansatz (vgl. Kap. 2.2.10.1) zum Animpfen einer Ubernachtkultur
(NB-Medium, 100 pgrmL™" Ampicillin) eingesetzt, die am folgenden Tag zum Ansetzen
der Expressionskulturen genutzt wurde. 1 L NB-Medium (50 pg:mL ™" Ampicillin) wurde
mit 10 mL der Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgpp von 0,8-1,0 bei 37 °C
geschiittelt. Zur Uberpriifung der Expression wurde 1 mL der Kultur entnommen. Dann
wurde mit IPTG (1 pmol-L ") induziert und bei 30 °C iiber Nacht exprimiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (1 h, 5000 g, 4 °C) geerntet.
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2.3.2 Proteinreinigung

2.3.2.1 AufschluB3 der Zellen

Die Expressionszellen wurden entweder durch Ultraschall oder durch Lysozymverdau
aufgeschlossen. Zum Aufschlul mit Ultraschall wurden die Zellen in der dreifachen
Menge Lysispuffer suspendiert, mit 500 pL. PMSF-Losung (50 mmol-L™" in Isopropanol)
versetzt und 30 min lang im Eisbad beschallt (USD 30 Ultrasonic Disintegrator, Emich
Ultraschall, Berlin, Programm 8). Nach 15 min Beschallung wurden nochmals 500 pL
PMSF-Losung zugegeben.

Der Aufschluf3 mittels Lysozym folgte dem Standardprotokoll (SAMBROOK et al. 1989).

Lysispuffer

Tris 50 mmol-L
EDTA 1 mmol-L™!

Der Puffer wurde vor dem Sterilisieren auf pH 8,5 eingestellt.

Programm 8
Sonotrodentyp 1, max. Amplitude 50, Zeit 30 min, Puls 10 s, Ratio 1 (Puls/Kiihlung)

2.3.2.2 Séaulenchromatographische Reinigung

Die lysierten Zellen wurden 20 min bei ca. 70500 g zentrifugiert (Hitachi Preparative
Ultracentrifuge himac CP 75 B, Hitachi Koki Co., Ltd., Tokyo, Japan).

Vorversuche hatten ergeben, dafl die pflanzlichen Proteine weniger stabil gegeniiber der
Ammoniumsulfatfallung waren. Daher wurde diese bei Adx verwendete Reinigungsstufe
und im Zusammenhang damit auch die Hydrophobe Interaktionschromatographie
unterlassen. Daher wurde das Zentrifugat verdiinnt und direkt auf eine DEAE-Fractogel-
Saule (16 mm Durchmesser, 15 cm Linge) aufgetragen. Die Saule wurde anschlieSend mit
Puffer A gespiilt. Die gebundenen Proteine wurden durch ansteigende Salzkonzentrationen

eluiert.

Puffer A (pH 7.5)
Tris 20 mmol-L™
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Puffer B (pH 7.5)

Tris 20 mmol-L™
KCl 0,5 mol-L™

Elutionsprogramm (

OmL —» 0% B Fraktionen sammeln (4 mL)

300mL — 100 % B dto.
360 mL —» 100 % B dto.

360, mL - 0% B keine Fraktionen sammeln
500mL— 0%B dto.

Die FluBrate betrug 2 mL-min ', entsprechend einem linearen FluB von 1,0 cm'min ",

Die eluierten Fraktionen wurden spektrophotometrisch vermessen und der Q-Wert
(Q=E414/E276) bestimmt. Die besten Fraktionen wurden vereinigt, verdiinnt und nochmals
auf eine DEAE-Fractogelsdule (9 mm Durchmesser, 10 cm Lénge) aufgetragen.
AnschlieBend wurde in dhnlicher Weise wie bei der ersten Sdule mit Puffer A gespiilt und

mittels ansteigender Salzkonzentration eluiert.

Elutionsprogramm 1

OmL — 0% B Fraktionen sammeln (3 mL)

180 mL — 100 % B dto.
240 mL — 100% B dto.

240, mL - 0% B keine Fraktionen sammeln
300mL—- 0%B dto.

Die Flufrate betrug 1 mL-min ', entsprechend einem linearen FluB von 1,5 cm'min .

Die nun gewonnenen Fraktionen wurden durch Ultrafiltration eingeengt, mit etwas
Glycerin versetzt und einer GréfenausschluBchromatographie unterworfen (Sephadex G
50 fine, 16 mm Durchmesser, 60 cm Lénge). Alternativ wurde die konzentrierte Losung in
die Probenschleife des GradiFrac® Systems gespritzt und auf eine HiLoad  26/60
Sephacryl® S-200 High Resolution-Sdule (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) aufgetragen. Puffer A der GréBenausschlu3chromatographie entsprach

10 mmol-L™" Kaliumhydrogenphosphatpuffer pH 7.4.

44



Materialien und Methoden

Elutionsprogramm 2

0mL — 0 % B keine Fraktionen sammeln
100mL - 0% B Fraktionen sammeln (4 mL)
300mL —» 0% B keine Fraktionen sammeln
400mL—> 0%B dto.

Die FlufBrate betrug 1 mL-min ', entsprechend einem linearen FluB von 0,2 cm'min "

Die Fraktionen mit den besten Q-Werten wurden vereinigt, konzentriert und bei —80 °C

aufbewabhrt.

2.3.3 Proteingele und Western Blotting

2.3.3.1 SDS-PAGE

Die Polyacrylamidgelelektrophoresen wurden nach der Vorschrift von LAEMMLI (1970)
in leicht modifizierter Form durchgefiihrt (SAMBROOK et al., 1989). Es wurden Trenngele
mit 15 % Acrylamid (pH 8,8) in Kombination mit 4 %igen Sammelgelen (pH 6,8)
verwendet. Als Groflenmarker kam der Prestained Protein Marker, Broad Range (New
England Biolabs, Inc., Beverly, USA) zum FEinsatz. Als Elektrophoreseapparatur wurde
das Mini-Vertical Gel System EC120 (Life Sciences International GmbH, Frankfurt)
verwendet.

Die gegossenen Trenngele wurden nach dem Gieflen mit Isopropanol iiberschichtet, um
eine glatte Oberfldche zu erzielen. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Isopropanol
entfernt und das Sammelgel gegossen.

Die Proben wurden mit Probenpuffer (LAEMMLI-Puffer) versetzt und vor dem Auftragen
kurz aufgekocht. Die Elektrophorese erfolgte bei Zimmertemperatur (200 V, 100 mA), die
Trennung wurde beendet, wenn das Bromphenolblau den Rand des Gels erreicht hatte.
AnschlieBend wurde mit Coomassie gefarbt. Die Gele wurden hierbei zunéchst ca. 1 h in
der Firbelosung geschiittelt und anschlieBend mit Entfarbelosung behandelt. In seltenen
Féllen wurde eine Silberfarbung durchgefiihrt (BLUM et al. 1987). Zur Aufbewahrung
wurden die Gele mindestens 30 min leicht in Trocknungslosung bewegt, in Cellophan
eingespannt und getrocknet.

Verschiedene Ferredoxinproben wurden vor der Elektrophorese mit 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) behandelt (10 mmol-L ™", 1 h, 25 °C).
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Laemmli-Puffer

Glycerin

SDS
Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Tris (pH 6,8)

10xElektrophoresepuffer

Glycin
Tris
SDS

Coomassie-Firbeldsung

Coomassie Brilliant Blau R 250
Coomassie Brilliant Blau G 250
Ethanol

Methanol

Essigsdure

Entfirbelosung

Methanol
Essigsdure

Trocknungslosung

Glycerol
Methanol
Essigsdure
Wasser

2.3.3.2 Western Blot

20 %

3%

3%

0,05 %

0,0625 mol-L ™!

2,0 %
0,5 %
42,5 %
5,0 %
10,0 %

45,0 %
10,0 %

6 %
40 %
10 %
44 %

Die zur immunologischen Féarbung bestimmten Gele wurden mit dem Mini-Blot Modul

EC140 (Life Sciences International GmbH, Frankfurt) auf Immobilon PVDF Membranen

(Millipore, Eschborn) iibertragen. Die Gele wurden iiber Nacht geblottet (30 V, 15 mA),

die Kammer wurde dabei im Eisbad gekiihlt. Nach Blockieren der Membran mit

unspezifischem Protein (Magermilchpulver) wurde der Blot mit dem Primirantikdrper

(1:1000) behandelt, nach Waschen mit dem Sekundérantikorper (1:10000). Die Detektion

der mit dem Primérantikorper reagierenden Banden erfolgte durch eine Farbreaktion. Die

mit dem Sekundérantikorper gekoppelte Alkalische Phosphatase reagiert mit Nitroblau
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Tetrazoliumchlorid (NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (p-Toluidinsalz, BCIP)

und erzeugt so einen blau-violetten Farbstoff.

2.3.3.3 Isoelekrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung wurde mit der Multiphor II Kammer (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Als Gel wurden Servalyt Precotes
3-10 verwendet. Als Marker kam der IEF Marker SERVA liquid zum Einsatz.

Die gesamte -elektrophoretische Trennung wurde bei 8 °C durchgefiihrt. Nach
Prafokussierung (1 h, 500 V) wurden die Proben aufgetragen und weitere 2 h fokussiert
(800 V). Nach Fixierung in 20 % Trichloressigsdure wurde mit Coomassie geférbt (siche
Kap. 2.3.3.1). Die isoelektrische Fokussierung wurde freundlicherweise von Susanne

Bohmer (Universitit des Saarlandes, Saarbriicken) durchgefiihrt.

2.3.4 Bestimmung des Redoxpotentials

Das Redoxpotential wurde spektrophotometrisch bestimmt (SLIGAR & GUNSALUS
1974). Dabei diente Safranin T als Photoreduktans und Farbindikator. Die Messungen
wurden bei Raumtemperatur unter weitgehendem Sauerstoffausschlul durchgefiihrt. Zur
Entfernung von Resten an Sauerstoff diente ein System aus Katalase, Glucose und
Glucoseoxidase. In einer Kiivette (10 mm Pfad) wurde die Reaktionsmischung jeweils
kurzzeitig Licht ausgesetzt und nach 2 min Aquilibration im Dunkeln das Spektrum
aufgenommen. Die Photoreduktion wurde so oft wiederholt, bis die Spektren keine weitere
Anderung zeigten (BECKERT et al. 1994).

Aus den MeBwerten bei 415 und 520 nm wurde das Redoxpotential berechnet (SLIGAR
& GUNSALUS 1976).

2.3.5 SCC-Test

Die Fahigkeit der Ferredoxine, Elektronen auf CYP11A1 zu iibertragen, wurde in einem
Rekonstitutionssystem iiberpriift. Zum Vergleich wurde Adx der gleichen Reaktion
unterworfen. Dazu wurden in Kaliumphosphatpuffer (20 mmol-L™', pH 7,4) AdR
(0,5 umol-L ™), CYP11A1 (0,4 pmol-L™") und das jeweilige Ferredoxin (12 pmol-L™") mit
Cholesterol (400 pmol-L™") kombiniert. Als NADPH-Regenerationssystem dienten
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Glucose-6-phosphat (5 mmol-L™"), Glucose-6-phoshat-Dehydrogenase (1 U) und MgCl,
(1 mmol-L™"). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 nmol NADPH gestartet. Nach
Inkubation fiir 30 min bei 37 °C wurde die Reaktion durch 2 min Kochen gestoppt. Durch
Behandlung mit Cholesteroloxidase (50 pg, 10 min, 37 °C) wurden die Steroide in ihre
jeweilige 4-en-3-on-Form iiberfiihrt. Die Steroide wurden durch zweimalige Extraktion mit
je 500 pL Chloroform gewonnen und nach Abdampfen des Ldsungsmittels in 200 pL
Acetonitril gelost. 50 pL dieser Losung wurden mit Hilfe der HPLC untersucht. Es kam
eine Nukleosil-C-18-Sdule (4%x250 mm) zum Einsatz. Als FlieBmittel diente ein Gemisch
aus Acetonitril und 2-Propanol (15:1). Diese Messungen wurden jeweils dreimal
durchgefiihrt. Die Elektroneniibertragung im Rekonstitutionssystem wurde durch Dr. Frank

Hannemann (Universitit des Saarlandes, Saarbriicken) bestimmt.

2.4 Spektroskopische Methoden

2.4.1 UV-Vis-Spektroskopie

Die Spektren der Proteine im UV- und sichtbaren Bereich wurden bei Raumtemperatur
an einem Shimadzu Doppelstrahl-Spectrophotometer UV2101PC (Shimadzu Corp., Kyoto,

Japan) aufgenommen.

2.4.2 CD-Spektroskopie und Thermische Denaturierung

Zirkulardichroismus (Circular Dichroism, CD) beruht auf der unterschiedlichen
Absorption von links- und rechtszirkular polarisiertem Licht. Da CD-Spektren von
Makromolekiilen wie z. B. Proteinen von deren Konformation abhéngen, lassen sich mit
ithrer Hilfe strukturelle Verdnderungen verfolgen (GREENFIELD 1999).

Die CD-Spektren wurden an einem Jasco 715 Spectropolarimeter gemessen. Es wurden
jeweils 3 Spektren akkumuliert. Die temperaturabhidngigen Messungen des
Zirkulardichroismus wurden bei einer Heizrate von 50 °C-h™" in einem Bereich von 20 °C
bis 70 °C durchgefiihrt. Dabei wurde die Abnahme des CD-Signals bei 440 nm (oxidierte

Form) bzw. 370 nm (reduzierte Form) aufgezeichnet.
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2.4.3 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Elektronenspinresonanz (ESR) bzw. Electron Paramagnetic Resonance (EPR) wird zur
Untersuchung paramagnetischer Substanzen eingesetzt. Voraussetzung dafiir sind
ungepaarte Elektronen (ROWLANDS & MURPHY 1999). Die im Eisen-Schwefel-Cluster
enthaltenen Eisenatome machen es mdglich, Adx mit Hilfe dieser Methode zu untersuchen.

Die EPR-Messungen wurden unter folgenden Bedingungen an einem Bruker ESP 300
Spectrometer bestimmt: Mikrowellenenergie 5-10 mW, Modulationsamplitude 0,4-1 mT,
Scanrate 6,25 mT-min ', Zeitkonstante 0,3 s, Temperatur —196 °C. Die Proben wurden
zuvor mit Dithionit reduziert. Die Messungen wurden freundlicherweise durch Dr. Frank

Hannemann (Universitit des Saarlandes, Saarbriicken) durchgefiihrt.

2.5 Analysen in silico

2.5.1 Homologiesuche

Die Arabidopsis-Datenbank wurde mit Hilfe von BLAST (ALTSCHUL et al. 1990) auf
homologe Sequenzen des bovinen Adx untersucht. Das Sequence Retrieval System

(http://srs.ebi.ac.uk/) diente ebenfalls der Suche nach entsprechenden Informationen.
2.5.2 Homologievergleich

Alignments wurden mit Hilfe der Neighbour-Joining-Methode (SAITOU & NEI 1987)
durch ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html, THOMPSON et al. 1994)
durchgefiihrt. AuBBerdem wurde die Fahigkeit des Programms genutzt, phylogenetische
Diagramme zu erstellen.
2.5.3 Berechnung von Proteinmassen und isoelektrischen Punkten

Zur Berechnung der Proteinmassen und der isoelektrischen Punkte wurde das

Programm Compute pI/Mw (http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html, BJELLQVIST et al.
1993) verwendet.
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2.5.4 Uberpriifung auf Signal- und Targeting-Peptide

Die Uberpriifung der drei pflanzlichen Sequenzen der vertebrate-type Ferredoxine

erfolgte mit Hilfe folgender Programme:

PSORT http://psort.nibb.ac.jp/
(NAKAI & KANEHISA 1992, HORTON & NAKAI 1996)
iPSORT http://psort.nibb.ac.jp/

(BANNALI et al. 2002)

MitoProt II 1.0a4 http://www.mips.biochem.mpg.de/cgi-bin/proj/medgen/mitofilter
(CLAROS & VINCENS 1996)

TargetP v1.01 http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

(NIELSEN et al. 1997, EMANUELSSON et al. 2000)

Predotar 0.5 http://www.inra.fr/predotar/

(PEETERS & SMALL 2001)

Zum Vergleich wurden auch beide Adx-Isoformen aus Bos faurus mit diesen
Programmen untersucht, anstelle von PSORT wurde dabei PSORT II verwendet, welches

speziell fiir Proteinsequenzen tierischer Herkunft entwickelt wurde.

2.5.5 Modellberechnungen

Ein Modell des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata wurde unter Zuhilfenahme
der Loop Search Engine der SYBYL 6.7 Subroutine BIOPOLYMER erstellt (Silicon
Graphics Workstation O2, IRIX 6.5). Als Template wurde die Rontgenstruktur von Adx
aus dem Komplex mit AdR (Protein Data Base: 1E6E) verwendet (MULLER et al. 2001).
Dieses Template umfaB3t die Aminosduren von Asparaginsdure 5 bis Serin 117. Zwei
Loops, aus einer GMP-Synthetase (IGPM, TESMER et al. 1996) und aus Cytochrom
P450cam (2CP4, RAAG et al. 1991), wurden eingefiigt. Nachfolgend wurde mit 1000
Wassermolekiilen solvatisiert und 300 Schritte zur Energieminimierung angeschlossen.
Dazu wurden der Conjugate Gradients-Algorithmus und das Tripos Force Field (SYBYL
6.5, Tripos Inc., 1699 South Henley Rd., St. Louis, Missouri, 63144, USA) genutzt.

Die Informationen fiir das Template und die Loops des Proteins wurden der Protein

Data Bank (BERMAN et al. 2000) entnommen.
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Das Modell wurde in Zusammenarbeit mit Michael Lisurek (Universitdt des Saarlandes,

Saarbriicken) erstellt.

2.5.6 Evaluierung des Modells

Das erhaltene Modell wurde mit verschiedenen Programmen auf seine Qualitét
iberpriift. Dadurch sollten unterschiedliche Kriterien zur Bewertung der Giite des Modells
herangezogen werden. Grundsétzlich wurde auch die Rontgenstruktur von Adx diesen
Priifungen unterzogen, um einen direkten Vergleich zu ermdglichen.

Mit Hilfe von Procheck (LASKOWSKI et al. 1993) wurden die Winkel @ und ¥ des
Proteinmodells analysiert und ein Ramachandran-Plot erstellt. Durch die
Energieminimierung, die nach der Generierung des Modells notwendig wird, konnen diese
Winkel weniger favorisierte Werte annehmen.

Die Faltung des Proteins wurde mit Prosa II untersucht (SIPPL 1993a und b). Prosa II
berechnet fiir das untersuchte Protein unter anderem einen z-score, der fiir native Proteine
in einem characteristischen Bereich liegt. Differenzen deuten daher auf strukturelle
Probleme des Modells hin. Weiterhin wird durch das Programm ein Energiegraph erstellt.

Durch WHAT CHECK (HOOFT et al. 1996), einem Teilprogramm von WHAT IF
(www.cmbi.kun.nl/whatif/, VRIEND 1990, VRIEND & SANDER 1993, RODRIGUEZ et al.
1998), wurden die Seitenketten des Modells auf gegenseitige sterische Hinderung hin
untersucht. Dies ist notwendig, da der Ersatz von Aminosdureseitenketten des Templates
durch die entsprechenden Reste der Modellsequenz zu rdumlicher Beeinflussung fiihren

wird.
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3 Ergebnisse

3.1 Two-Hybrid-Screening

3.1.1 Synthese der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank
3.1.1.1 RNA-Extraktion und mRNA-Reinigung

Die RNA-Extraktion junger Blatter von Digitalis lanata ergab RNA in hoher Qualitit
(Pi=1,956 bzw. 1,768) und ausreichender Menge, um eine mRNA-Reinigung durchfiihren
zu konnen. Die Qualitdt wurde durch ein denaturierendes Formaldehyd-Gel bestdtigt. Auf
diesem Gel war keine nennenswerte Degradation der RNA feststellbar.

Nach der mRNA-Reinigung von 1,25 mg Gesamt-RNA verblieben 41,5 ng RNA, die
laut Herstellerangaben zu ca. 90 % aus polyadenylierter RNA besteht.

3.1.1.2  cDNA-Synthese

Nach der GroBenauftrennung der synthetisierten cDNA wurde die Konzentration der
gewonnenen Fraktionen mit Hilfe des Ethidiumbromid-Plate-Assays (siehe Kap. 2.2.1.2)
abgeschitzt, da die FraktionsgroBe fiir eine spektroskopische Bestimmung nicht ausreichte.

Die Konzentration betrug ca. 100 ng-uL™".
3.1.13 Herstellung der Primérbank und Bestimmung des Titers

Nach Ligation und Verpackung des entstandenen A-Vektors (der Primdrbank), wurde
der Titer dieser Bank zu ca. 2000 pfu-uL ™" bestimmt. Der Anteil der Hintergrundplaques
(Plaques, deren korrespondierende Phagen kein Insert tragen und die sich daher auf X-Gal-
haltigem Ndhrmedium blau férben) betrug nicht mehr als etwa 1 %. Die Primdrbank

bestand aus ca. 1-10° unabhingigen Klonen.
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3.1.1.4  Amplifikation der HybriZAP®-2.1-Bank

Die ca. 200 mL der amplifizierten Bank wurden zum Teil aliquotiert und bei —80 °C
aufbewahrt. Der Titer der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-Bank wurde wiederum bestimmt
und betrug ca. 2,5-10° pfurmL™".

3.1.1.5 Massenexzision der gesamten cDNA-Bank

Die ¢cDNA-Bank wurde wie beschrieben (siche Kap. 2.2.14.1) exzidiert und ihr Titer

bestimmt. Dieser betrug ca. 1,5-10" cfurmL ™.

3.1.2 Konstruktion des bait-Vektors

3.1.2.1 Amplifikation von Adx128 und Adx108

Durch Kombination der Primer EcoRIAdx108 und Adx108Pstl mit pAS-Adx108 als
Template und der Primer EcoRIAdx128 und Adx128Pstl mit pAS-Adx128 als Template
gelang es, die entsprechenden Fragmente gemeinsam mit den ausgewéhlten Schnittstellen
zu amplifizieren und zu klonieren. Die Richtigkeit der Amplifikate wurde durch
Sequenzierung untersucht. Im Fall von pCR-Adx128 wurde eine Punktmutation der Base
507 (entsprechend Valin 111 von Adx) festgestellt, was jedoch ohne Einflul auf die
Aminosduresequenz blieb. Daher wurde darauf verzichtet, dieses Plasmid noch einmal zu

generieren.

3.1.2.2  Klonierung der Fragmente in den bait-Vektor pPBD-GAL4 Cam

Die Subklonierung der Fragmente in den Vektor pBD-GAL4 Cam verlief zundchst
erfolgreich. Nur unter Verwendung kompetenter TOP10 F’-Zellen konnten Kolonien
erhalten werden. Ausgewihlte Kolonien wurden einer Colony-PCR unterzogen und
positive Klone zur Plasmidpriparation verwendet. Da es bei den zu exprimierenden
Fusionsproteinen besonders auf den korrekten Ubergang von der DNA-bindenden Domiine
auf das bait-Protein ankam, wurden die Vektoren wieder durch Sequenzierung tiberpriift.
Nur fiir pPBD-Adx 128 ergab sich dabei ein brauchbarer Klon, bei pBD-Adx108 zeigten alle

untersuchten Klone Verschiebungen im Leserahmen.
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3.1.3 Durchfithrung des Screens

3.1.3.1 Transformation der Hefe mit dem bait-Vektor

Kompetente Zellen von Saccharomyces cerevisiae wurden mit dem bait-Plasmid pBD-
Adx128 und zu Kontrollzwecken mit pGAL4 und p53 transformiert. Expression des bait-
Plasmids produziert ein Hybridprotein aus DNA-bindender Doméne von GAL 4 und dem
reifen bovinen Adx. Das Plasmid pGAL4 codiert fiir den vollstindigen
Transkriptionsaktivator GAL4 und diente als Positivkontrolle. Plasmid p53 diente als
Negativkontrolle. Es exprimiert die DNA-bindende Doméne von GAL4 als Hybrid mit den
Aminoséduren 72-390 des Tumorantigens p53 der Maus. Die ausplattierten Zellen wuchsen

auf dem jeweiligen Selektivmedium (siehe Kap. 2.2.10.2, Tab. 5).

3.1.3.2 Filter-Lift-Assay

Da das Two-Hybrid-System anfillig fiir falsch positive Ergebnisse ist, sollten alle
Einzelkomponenten auf das Vorhandensein von Fehlerquellen iiberpriift werden. Daher
wurde der bait-Vektor pPBD-Adx128 separat durch Filter-Lift-Assay getestet.

Die Hefezellen, die mit pBD-Adx128 transformiert worden waren, zeigten im Filter-
Lift-Assay eine Blaufarbung, die innerhalb des durch die Positiv- und Negativkontrollen

begrenzten Zeitfensters erschien.

3.1.4 Uberpriifung der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank durch PCR

Die Kombination der cDNA-Bank mit verschiedenen Primerpaaren flihrte zur
erfolgreichen Amplifikation von c¢DNA-Sequenzen des Adrenodoxinhomologen
(Priprotein 558 bp und reifes Protein 405 bp), der A’-3p-Hydroxysteroid-dehydrogenase
(3B-HSD, 792 bp), des Parvulins 12.8 (Parv12.8, 369 bp) und von Sequenzfragmenten der
Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL, 428 bp) und des AcylCoA-bindenden Proteins 3
(ACBP 3, 111 bp).

Alle amplifizierten Fragmente zeigten eine Grofle, wie sie theoretisch zu erwarten war.
Keine Amplifikate ergaben sich fiir die ebenfalls getesteten Primerkombinationen von
ACBP 4, Lanatosid-15’-O-acetylesterase (LAE) und Cardenolid-16’-O-glucohydrolase I
(CGH ).
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Abb. 7 — Agarosegel der PCR der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank mit verschiedenen Primern
(gefarbt mit Ethidiumbromid). 1 - padxhomdla, 2 - adxhomdla, 3 - 3B-hsd, 4 - parv12.8, 5 - pal, 6 - acbp 3,
M1 - 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs, Beverly, USA), M2 - 100 Base-Pair Ladder (Amersham
Pharmacia Biotech, Little Chalfont, England).

3.2 Screening der Blatt-cDNA-Bank aus Digitalis lanata

3.2.1 Ausplattieren der Bank

Der Titer der verwendeten cDNA-Bank aus Blittern von Digitalis lanata (WERLE 1995)
betrug 1,8-10° pfurmL'. Die Ausplattierung von 2 pL einer 1:70-Verdiinnung ergab fiir
jede Platte eine Anzahl von etwa 50000 Plaques.

3.2.2 cDNA-Sequenz von CYP11A1 aus Bos taurus als Sonde

Es wurden Filter von 5 Agarplatten gezogen, um sie auf das Vorkommen von Klonen
mit Homologie zum bovinen CYP11A1 zu untersuchen.

Die Markierungseffizienz der verwendeten Sonde wurde durch Vermessung von 1 pL
der markierten Sonde iberpriift. Es ergaben sich ca. 27000 cts'min', fiir das
Gesamtvolumen von 200 pL 5,4-10° cts'min ™"

Die Autoradiogramme der Filter ergaben keine Signale.
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3.2.3 cpd als Sonde

Durch Verdau mit 4pa 1 und EcoR 1 wurde ein ca. 750 bp groBes Fragment aus dem
EST-Klon GBGe71 erzeugt, das radioaktiv markiert wurde. Die Markierungseffizienz der
gesamten Sonde wurde auf 12,1-10° cts'min' bestimmt.

Da die Sonde die Nukleotidsequenz der Him-Eisen-Ligandensignatur enthielt und daher
eine hohe Anzahl positiver Signale zu erwarten war, wurden lediglich 2 Petrischalen mit
ausplattierter Blatt-Bank (WERLE 1995) verwendet, um Filter zu ziehen. Es wurden 16
Plaques ausgestochen, die starken Signalen entsprachen, ebenso 16 Plaques, die schwachen
Signalen zuzuordnen waren. In einer zweiten Screeningrunde wurden Verdiinnungen der
Phageneluate (1:10, 1:100, 1:1000) auf 80-mm-Petrischalen ausplattiert und mit der Sonde
inkubiert. Die Plaques des Sekundirscreenings waren bereits so weit verteilt, dal3
Einzelplaques ausgestochen werden konnten. Durch in-vivo-Exzision wurden Plasmide
erhalten, die nach Plasmidprdparation sequenziert wurden. Keiner der erhaltenen
Sequenzen konnte eine Homologie zu cpd oder zu einem anderen Cytochrom P450

zugeordnet werden.

3.3 Untersuchung der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis

thaliana und Digitalis lanata

3.3.1 Die Sequenzen der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana

Die vollstindige Sequenzierung des Genoms von Arabidopsis thaliana (THE
ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000) bot die Grundlage fiir eine Suche nach
Homologen des bovinen Adx. Das Genom von Arabidopsis thaliana enthélt neben sechs
Isoformen von plant-type Ferredoxinen auch zwei Isoformen von vertebrate-type
Ferredoxinen. Diese dienten zur Ableitung von Primern, um die betreffenden Sequenzen

mittels PCR amplifizieren zu konnen.

3.3.1.1 PCR-Amplifikation aus einer cDNA-Bank

Unter Verwendung der cDNA-Bank A ACT 2-hybrid library (CD 4-22, KiM et al. 1997)

als Template und der Primer adxhom-fwd und adxhom-rev gelang es, sowohl mit 7ag- als
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auch mit Pfu-Polymerase, PCR-Produkte von padxhomlath zu erzeugen. Diese wurden
erfolgreich in pCR®2.1-TOPO® (Tag-Polymerase) bzw. mit Hilfe des PCR-Script’ Amp
Cloning Kit in den pPCR-Script Amp SK(+) Vektor (Pfu-Polymerase) kloniert (pCR-
adxhom bzw. pPCR-adxhom).

In gleicher Weise diente die cDNA-Bank A ACT 2-hybrid library CD 4-22 (KM et al.
1997) als Template, um mit Hilfe der Primer bamath2, bamath2abr und ath2sal die
Sequenzen des zweiten Adrenodoxinhomologen (prid-Protein und reifes Protein) aus
Arabidopsis thaliana zu amplifizieren und ebenfalls in pCR®2.1-TOPO® zu klonieren
(pCR-ath2 bzw. pCR-ath2abr).

Sequenzierungen bestétigten die Identitit der Amplifikate mit den bekannten

Sequenzen.

3.3.2 Screening einer cDNA-Bank nach Sequenzen von vertebrate-type Ferredoxinen

aus Digitalis lanata
3.3.2.1 Gewinnung der Sonde

Mit dem Plasmid pCR-adxhom als Template und der Primer adxhom-fwd und
adxhom-rev wurde ein PCR-Fragment erzeugt, das markiert und als Sonde verwendet

wurde. Das Ergebnis der Markierung betrug 15,1-10° cts'min .
3.3.2.2 Screening der cDNA-Bank (WERLE 1995)

Auf den Filtern, die von 4 Platten abgenommen wurden, erschienen zwei Signale. Beide
wurden ausgestochen und fiir eine zweite Screeningrunde verwendet. Jeweils drei
Verdiinnungen (1:10, 1:100 und 1:1000) wurden auf 80-mm-Petrischalen ausplattiert. Das
Ergebnis der Markierung der Sonde betrug diesmal 23,8-10° cts'min”'. Es konnten 20 gut
separierte Plaques ausgestochen werden. Diese wurden mittels in-vivo-Exzision in

Plasmide umgewandelt. Nach Plasmidpréparation wurden ausgewéhlte Klone sequenziert.
3323 Sequenz des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata

Ein Klon des Bankscreenings wies Homologien zum bovinen Adx auf. Dieser Klon

wurde mehrfach (von beiden Seiten und intern) sequenziert, um die Sequenz abzusichern.
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Jede Base wurde mindestens dreimal bestitigt. Die Léinge des Klons innerhalb der
Adaptersequenzen betrug 1058 bp. Davon entfielen auf den codierenden Bereich 546 bp,
61 bp gehorten zum 5’-untranslatierten Bereich, 451 bp zum 3’-untranslatierten Bereich

einschlieBlich der poly-(A)-Sequenz.

- tcgatcttgcttgcgtaggaagtaggcagcctcggecgttgectgattccagaccgaaggac - 60
- tatgttcatatccagggtttaccgccaaggaacttatacaatcaagaatttggtaaaage - 120
- M F I S R V Y R 0 G T Y T I K N L V K A - 20
- caagtcttttgcacctagaacatcaatcttctctgtggttcgcaatcaacatttaccagt - 180
- K s F A P R T S I F S V V R N Q H L P V - 40
- cctgagaaatgaacattttagcagtacaacagctaaactcgaatcagaagacggaagtga - 240
- L R N E H F S S T T A K L E S E D G S E - 60
- agaaactcagaaaataaatacaacatttgttgacaaggatggagaagagacgcatgttag - 300
- B T ¢ K I N T T F Vv D K D G E E T H V R - 80
- ggtcccagttggaatgtcaatgctagaagctgcacatgaaaatgacatagatcttgaagg - 360
- VvV P V G M S ML E A A HE DN D I DL E G - 100
- ggcatgtgaagggtcccttgcttgttccacttgtcatgtcatagtgatggatgtcaacca - 420
- A C E G S L A C s T C H vV I VvV M D V N Q - 120
- gtataacaaattagcagatccaactgatgaggaaaatgacatgttagatcttgcatttgg - 480
- Y N K L. A D P T DEENDMUL D L A F G - 140
- cctcacggaaacgtctcgtttgggctgtcaaataattgcaaagcctgaacttgatggget - 540
- L T E T S R L G ¢C ¢ I I A K P E L D G L - 160
- ccgtttagcacttccttctgctacacgaaattttgectgttgatgggcataagccaaaace - 600
- R L AL P S A T RN F A V D G H K P K P - 180
- tcattgaaatcaacctcacagaagaaaatgaaaatagaagccttccggtgcagattgatt - 660
- H ~* - 181
- gtgaagaaactgaaatcatttttataatgtatgcaagcaaaggaagttccgaatcctgga - 720
- acgttgatcgaagagcgtatggcgattattcttcacgtaatcgagtcaatttttgtgeccg - 780
- attaatataattcttggtagaggggcacgtgacatgatgcccacatctactgttcctaat - 840
- cgcatttcgtttcatcaatgattattataagttgaattcttcaatccatctgagaaagag - 900
- acaaatggtgtagctcaagatttgggttacattcatgttaaaccatgttgtctcttgtac - 960

- ccggttgaatatattaactgtccaacatcatttgtaatttggccttgaattatacatata - 1020

- aagatgataattctatcccttaaaaaaaaaaaaaaaaa 1058

Abb. 8 — Die Sequenz des cDNA-Klones des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata. Start- und
Stopcodon sind unterstrichen, das Startmethionin fett gedruckt.
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3.3.2.4  Organspezifische Expression des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata

Der Northern Blot 148t eine starke Expression des vertebrate-type Ferredoxins aus

Digitalis lanata in den Kronbléttern erkennen.

1 - Blatter (1. Jahr!

2 - Blatter (2. Jahr
adxhomdia 3 keicholatter

_ . ke 1 A oo
6 - Wurzel

Abb. 9 — Northern Blot verschiedener Pflanzenteile von Digitalis lanata.

3.3.3 Mutagenese

Der Verdau der Plasmide mit Nie I und die Sequenzierung zeigte, dall die Mutagenese
erfolgreich verlief. Die Deletion von Ser 53 und Einfligung der Nhe I-Schnittstelle
erfolgten plangemés.

Die Abbildung zeigt die Teilamplifikate und die im zweiten PCR-Schritt gewonnenen,
mutierten Fragmente, die anschlieBend erfolgreich ligiert und transformiert werden
konnten. Die resultierenden Plasmide wurden als pCR-athlmut und pCR-dlamut

bezeichnet.

bp
——rnn- 600
—500 200
— 300
— 200
— 100

Abb. 10 — Agarosegel der SOE-PCR (gefdrbt mit Ethidiumbromid). 1 - 3’-Fragment der Mutation von
adxhomlath, 2 - 5’-Fragment der Mutation von adxhomlath, 3 - 3’-Fragment der Mutation von adxhomdla,
4 - 5’-Fragment der Mutation von adxhomdla, 5 - adxhomlathmut, 6 - adxhomdlamut, M1 - 2-Log DNA
Ladder, M2 - 1 kb DNA Ladder (beide Marker New England Biolabs, Beverly, USA).
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3.3.4 Konstruktion von Expressionsvektoren der pflanzlichen vertebrate-type

Ferredoxine

Es wurden Expressionsvektoren der prd-Proteine und der reifen Proteine sowie der
Mutanten generiert.

Aus pCR-adxhom wurden mit bamathl, bamathlabr und athlsal PCR-Fragmente
erzeugt, die zunichst in pCR®2.1-TOPO® kloniert wurden (pCR-athl, pCR-athlabr). Auf
die Generierung der Plasmide pCR-ath2 und pCR-ath2abr wurde bereits eingegangen
(siche Kap. 3.3.1.1). Mit bamdla, bamdlaabr und dlasal wurden aus pBlue-adxhomdla die
entsprechenden Amplifikate erzeugt und kloniert (pCR-dla, pCR-dlaabr). Nach Verdau der
jeweiligen Plasmide mit BamH I und Sal 1 wurden die Inserts erfolgreich in pTrc99A,

pGEX 4T-1 und pQE-30 subkloniert.

3.34.1 Klonierung der Sequenzen in verschiedene Vektoren

Die Kombination der drei Expressionsplasmide (pTrc99A, pGEX 4T-1, pQE-30) mit
acht Sequenzen fiir unterschiedliche Proteine (3 préd-Proteine, 3 reife Proteine und 2
Mutanten) ergab 24 verschiedene Vektoren. Von diesen wurden die Kombinationen mit
pTrc99A vollstindig und die Kombinationen der reifen Proteine sowie der Mutanten mit

pGEX 4T-1 durch Sequenzierung iiberpriift und bestétigt.

3.3.5 Expression der Ferredoxine

Die Bakterienpellets der pflanzlichen Adrenodoxinhomologen waren im Gegensatz zu
den entsprechenden Pellets von Adx nicht rotbraun gefirbt. Sie zeigten die griinliche
Farbung des  Apo-Proteins. Die  Bakterienpellets wurden  daraufhin  in
Kaliumphosphatpuffer (10 mmol-L™', pH 8,0) resuspendiert und Dithioerythritol (DTE)
bzw. Dithiothreitol (DTT) bis zu einer Endkonzentration von 2 pmol-L™"' zugegeben. Nach
mehrstiindiger Inkubation auf Eis wurde wiederum zentrifugiert und das Pellet {iber Nacht
bei —20 °C eingefroren. Durch diese Behandlung konnte eine deutliche Braunfarbung der

Pellets erreicht werden.
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3.3.6 Reinigung der Ferredoxine

Die vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana konnten in ausreichender
Menge gereinigt werden. Die Q-Werte betrugen 0,64 fiir ADXHOMIATH bzw. 0,72 fiir
ADXHOM2ATH. Die Ausbeute im Vergleich zur Expression des bovinen Adx betrug bis
zu 10 %. Das Ferredoxin aus Digitalis lanata wurde im Gegensatz dazu ebenso wie die
Deletionsmutanten nicht zufriedenstellend exprimiert. Auch durch die oben beschriebene
Behandlung mit DTE bzw. DTT konnte keine Verbesserung erreicht werden. Da
Erfahrungen mit dem pra-Protein des bovinen Adx zeigten, da3 sich dieses schlechter als
reifes Protein exprimieren 146t (Bildung von inclusion bodies, GODER et al. 1998), wurde
auf die Expression der pri-Proteine der pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine

verzichtet.

3.3.7 Charakterisierung von ADXHOMIATH und ADXHOM2ATH

3.3.7.1 SDS-PAGE und isoelektrische Fokussierung

Die SDS-Gele der Adrenodoxinhomologen (Abb. 11) zeigen im Fall von
ADXHOMZ2ATH eine Bande in einer Grof3e, die auf Dimerbildung schlieen 148t.

1 2 3 4 M 5 6 7 8
=
| 1 - Adx128
e 2 - Adx108
3 - ADXHOM1ATH

4 - ADXHOM2ATH
5 - Adx128+EDC
6 - Adx108+EDC
b 7 - ADXHOMTATH+EDC
8 - ADXHOM2ATH+EDC

Abb. 11 — SDS-Gel der Ferredoxine (Coomassie-gefarbt). M - Prestained Protein Marker, Broad Range
(New England Biolabs, Beverly, USA). Markerproteine: MBP-B-Galactosidase (175 kDa), MBP-Paramyosin
(83 kDa), Glutamindehydrogenase (62 kDa), Aldolase (47,5 kDa), Triosephosphatisomerase (32,5 kDa), pB-
Lactoglobulin A (25 kDa), Lysozym (16,5 kDa), Aprotinin (6,5 kDa).
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Bei Zugabe von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) erscheinen die
Banden an der Stelle, die fiir das Monomer zu erwarten sind. Die beiden Proteine aus

Arabidopsis thaliana laufen nach EDC-Behandlung in einer Hohe mit dem bovinen Adx.

Das Gel der isoelektrischen Fokussierung zeigt die Banden von Adx, ADXHOMIATH
und ADXHOM2ATH im pH-Bereich um 4,2 (Abb. 12). Das gesamte Gel, von dem nur ein
Ausschnitt gezeigt ist, umfaf3te den Bereich von pH 3 bis pH 10. Aufler den Banden der

Ferredoxine, die in der Abbildung gezeigt sind, waren keine weiteren zu detektieren.

pH-Wert
5,3

4.5

4.2

3.5

Abb. 12 — Isoelektrische Fokussierung von Adx und der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis
thaliana. 1 - Adx, 2 - ADXHOMI1ATH, 3 - ADXHOM2ATH, M - IEF Marker SERVA liquid.

3.3.7.2  UV-Vis-Spektren

Die UV-Vis-Spektren von ADXHOMI1ATH und ADXHOM2ATH zeigen die typischen
Merkmale eines [2Fe-2S]-Ferredoxins. Im Vergleich zu Adx sind die beiden Maxima bei
414 und 454 nm minimal zu lingeren Wellenldngen verschoben. Auch der Doppelpeak
zwischen 290 und 370 nm zeigt Verdnderungen, Maximum und Schulter sind im Vergleich
zu Adx vertauscht.

Bei 276 nm zeigen sich deutlich hohere Werte bei den Proteinen aus Arabidopsis
thaliana als bei bovinem Adx. Das schldgt sich in den geringeren Q-Werten nieder, die flir

die pflanzlichen Ferredoxine zu erzielen waren.
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UV-Vis-Spektren der oxidierten Proteine

0,4 -
0,35 -
0,3
0,25 - — ADXHOM1ATH
0,2 — ADXHOMZ2ATH
0,15 - — Adx

Extinktion

0,05 -
0 T T T T
200 300 400 500 600 700

Wellenlange [nm]

Abb. 13 — Die UV-Vis-Spektren der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana und Bos taurus.

Im reduzierten Zustand zeigen die Spektren ebenfalls hohe Ahnlichkeit. Auch hier
stehen geringen individuellen Unterschieden der einzelnen Proteine Ubereinstimmungen

im Ganzen gegeniiber.

UV-Vis-Spektren der reduzierten Proteine
0,1
15 —_ ADXHOM1ATH
< —— ADXHOM2ATH
X — Adx
0 T T
400 500 600 700
Wellenlange [nm]

Abb. 14 — UV-Vis-Spektren der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana und Bos taurus,

durch Natriumdithionit reduziert.
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3.3.73 CD-Spektren

CD-Spektren der oxidierten Proteine

20

15 -
— 10 4
> | —— ADXHOM1ATH
-g ° 7\ ADXHOM2ATH
g O v‘ﬁ\‘w T T T /:——:
S \\/ M T
o

-5 -

-10 -

-15

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenlange [nm]

Abb. 15 — CD-Spektren der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana und Bos taurus. Die

Proteine wurden im oxidierten Zustand vermessen.

Die CD-Spektren der Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana weisen untereinander
héhere Ahnlichkeit auf als mit Adx. Die Verinderungen beschriinken sich im Wesentlichen
auf die deutliche Verschiebung des Nebenmaximums bei 339 nm nach 348 nm (bei
ADXHOMIATH) bzw. 351 nm (bei ADXHOM2ATH) mit schwiicheren Anderungen der
benachbarten lokalen Minima.

Die durch Natriumdithionit reduzierten Ferredoxine zeigen wiederum individuelle
Unterschiede, die sich stidrker ausprigen als im oxidierten Zustand (siche Abb. 16).
Dennoch werden die Gemeinsamkeiten deutlich.

Auf Grund der starken Absorption des Natriumdithionits unterhalb von 350 nm sind die

Spektren nur im Bereich von 350 nm bis 650 nm gezeigt.
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CD-Spektren der reduzierten Proteine

3 — ADXHOM1ATH
©

g — ADXHOM2ATH
o —— Adx

(&)

350 400 450 500 550 600 650

Wellenlange [nm]

Abb. 16 — CD-Spektren der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana und Bos taurus, durch

Natriumdithionit reduziert.

3.3.7.4  Thermische Denaturierung

Da das lokale Maximum von ADXHOMI1ATH bei 411 nm leicht im negativen Bereich
lag (vgl. Abb. 16), muBlte bei der thermischen Denaturierung der reduzierten Proteine auf

das Minimum bei 370 nm zuriickgegriffen werden.

Bei allen drei Proteinen nimmt die Stabilitdt im reduzierten Zustand gegeniiber der
oxidierten Form ab (Abb. 17 und 18, Tab. 6). Die oxidierten Ferredoxine aus Arabidopsis
thaliana sind stabiler als das bovine Adx. Im reduzierten Zustand sind die
Denaturierungskurven von Adx und ADXHOM2ATH nahezu deckungsgleich. Reduziertes
ADXHOMI1ATH ist instabiler als die beiden anderen Proteine.

oxidiert reduziert AT
Adx 320,7 K (47,6 °C) 316,9 K (43,8 °C) 3.8K
ADXHOMIATH 328,9 K (55,8 °C) 313,2 K (40,1 °C) 15,7K
ADXHOM2ATH 330,1 K (57,0 °C) 317,0 K (43,9 °C) 13,1 K

Tab. 6 — Ubergangstemperaturen der thermischen Entfaltung der Ferredoxine.
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Thermische Denaturierung (ox.)
1,2
1 |
® \
<
Hy] 0’8
k7
S 06 - — Adx
2 —— ADXHOM1ATH
P 04
@ , \ \\\ —— ADXHOM2ATH
-
2 - \\
0 :
-0,2
290 310 330 350
Temperatur [K]
Abb. 17 — Denaturierungskurven der oxidierten Ferredoxine.
Thermische Denaturierung (red.)
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Abb. 18 — Denaturierungskurven der reduzierten Ferredoxine.

66




Ergebnisse

3.3.7.5 EPR-Spektren

Die EPR-Spektren der untersuchten Ferredoxine sind nahezu identisch. Die g-Werte
von 1,94 und 2,03 bestitigen flir die pflanzlichen Adrenodoxinhomologen die korrekte
Geometrie des Clusters. Diese Signale sind charakteristisch fiir den intakten Eisen-

Schwefel-Cluster vom Typ [2Fe-2S].

EPR-Spektren
A\ ﬂﬁ
— Adx
—— ADXHOM1ATH
A —— ADXHOM2ATH
320 330 340 350 360 370
magnetische FluRdichte [mT]

Abb. 19 — EPR-Spektren der Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana und Bos taurus.

3.3.7.6 Redoxpotential

Die Bestimmung des Redoxpotentials mit der Photoreduktionsmethode mit Safranin T
fiihrte aufgrund des unerwartet niedrigen Potentials der Adrenodoxinhomologen aus
Arabidopsis thaliana zu keinem eindeutigen Ergebnis. Es kann daher lediglich festgehalten
werden, daf3 die Redoxpotentiale kleiner als etwa —360 mV sein miissen. Dieser Wert stellt

die Bestimmungsgrenze dieses Systems dar.
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3.3.7.7 SCC-Assay

Die Féhigkeit der Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana, als Elektronen-
tibertrager zwischen AdR und CYP11A1 (beides aus Bos faurus) zu fungieren, wurde im

Rekonstitutionssystem bestitigt.

Ferredoxin Umsatzrate [min_l] Umsatz bezogen auf Adx [%]
Adx 0,12 100
ADXHOMIATH 0,07 58
ADXHOM2ATH 0,10 &3

Tab. 7 — Vergleich der Umsétze der Rekonstitutionssysteme mit verschiedenen Ferredoxinen.

Der Umsatz reichte erwartungsgemaf nicht an die Werte fiir Adx heran, da mit leichten

Veranderungen der Interaktion mit AR und CYP11A1 zu rechnen war.

3.4 Analysen in silico

3.4.1 Vergleich der Sequenzen mit bovinem Adx

Ein Vergleich der abgeleiteten pra-Proteinsequenzen der vertebrate-type Ferredoxine
mit der Sequenz von bovinem pri-Adx zeigt bemerkenswerte Ubereinstimmungen in dem
Bereich, in dem die reife Form dieser Proteine gesucht werden mul3. Der Vergleich der
pflanzlichen Proteine mit Adx diente als Anhaltspunkt, um eine theoretische pri-Sequenz
festzulegen. So wurden die Aminosduren an Position 69 von ADXHOMIATH und
ADXHOM2ATH und Position 53 von ADXHOMDLA als erste Aminosdure des
jeweiligen reifen Proteins angenommen. Damit sind die reifen Formen der drei

pflanzlichen Proteine sdmtlich 129 Aminosduren lang (siche Abb. 20).
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adxhomlath MVFHRLSRLGSRIVKELPRERHLSMCGKRILQRSYGQYLQSSPMLQRQTRSFKEA 55
adxhom2ath MIGHRISRLGSTIVKQLAREGYLATYGTKNLHRSYGHYLQSLPVVPRQARTSQEA 55
adxhomdla  —-——-——-—————==----—-——-— MEISRVYRQGTYTIKNLVKAKSFAPRTSIFSVVRNQHLP 39
adxbta @ —-—————————- MAARLLRVASAALGDTAGRWRLLLKSSQFIKVSCSGSWISAAQRA 45
adxhomlath LEFSNNHKFCTSFSTTSEKGGEKTEKINVTFVDKDGEEIHIKVPVGMNILEAAHEN 108
adxhom2ath WFLKSHKFCTSSTTSSENGDEETEKITIIFVDKDGEEIPVKVPIGMSVLEAAHEN 108
adxhomdla VLRNEHFSSTTAKLESEDGSEETQKINTTFVDKDGEETHVRVPVGMSMLEAAHEN 92
adxbta FICYSKSGNITCFLRSED-—-—-—-—-— KITVHFINRDGETLTTKGKIGDSLLDVVVQN 98
LR *x Ko kxx : HER S
v vV Vv
adxhomlath —--DIELEGACEGSLACSTCHVIVMDTKYYNKLEEPTDEENDMLDLAFGLTATSRL 163
adxhom2ath —--DIDLEGACEASLACSTCHVIVMDTEYYNKLEEPTDEENDMLDLAFGLTETSRL 163
adxhomdla --DIDLEGACEGSLACSTCHVIVMDVNQYNKLADPTDEENDMLDLAFGLTETSRL 147
adxbta NLDIDGFGACEGTLACSTCH-LIFEQHIFEKLEAITDEENDMLDLAYGLTDRSRL 153
**: ****_:******* . ::** ***********:*** * k%
v ¢
adxhomlath GCQVIAKPELDGVRLAIPSATRNFAVDGFVPKPH---- 197
adxhom2ath GCQVIARPELDGVRLAIPSATRNFAVDGFVPKPH---- 197
adxhomdla GCQITAKPELDGLRLALPSATRNFAVDGHKPKPH---— 181
adxbta GCQICLTKAMDNMTVRVPDAVSDARESIDMGMNSSKIE 186

* ok k. ok . « ok  Kx

Abb. 20 — Vergleich der drei pflanzlichen Adrenodoxinhomologen mit bovinem Adx. Die reifen Proteine
sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die vier konservierten Cysteine sind mit ¥ gekennzeichnet, Prolin 108
(Adx) bzw Prolin 113 (Homologe) mit .

Die Zusammenstellung des Anteils an identischen und homologen Aminoséuren in
Tab. 8 zeigt hohe Werte fiir Vergleiche innerhalb der Wirbeltier-Adrenodoxine und
innerhalb der Adrenodoxinhomologen. Etwas geringere Ubereinstimmungen gibt es unter
den plant-type Ferredoxinen. Nochmals schwiécher, mit mehr als 40 % Identitdt und mehr
als 70 % Homologie aber immer noch deutlich, fallen die Gemeinsamkeiten zwischen
pflanzlichen und tierischen Ferredoxinen aus. Die

vertebrate-type geringsten

Gemeinsamkeiten bestehen zwischen plant-type und vertebrate-type Ferredoxinen.
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adx2bta adxmmu adxhsa adxhomlath | adxhom2ath | adxhomdla fdx1sol fdx2sol fdx1ath fdx2ath

adx1bta 98/98 85/95 87/96 40/75 43/77 42/75 12/49 13/53 16/47 17/54
adx2bta — 84/94 85/95 40/74 42/75 43/76 13/50 12/53 16/47 17/54
adxmmu — — 90/99 44/73 47/74 44/71 14/50 13/58 17/56 16/54
adxhsa — — — 43/74 44/75 44/72 14/51 13/56 17/53 18/56
adxhomlath - — — — 87/98 81/95 17/50 19/53 16/54 17/52
adxhom2ath — — — — — 81/94 17/50 19/53 19/51 20/51
adxhomdla — — — — — — 16/50 16/50 19/52 19/52
fdx1sol — — — — — — — 74/95 73/95 69/93
fdx2sol — — — — — — — — 73/92 72/92
fdxlath — — — — — — — — — 88/98

Tab. 8 — Identitits- und Homologiegrad verschiedener [2Fe-2S]-Ferredoxine untereinander. Die erste Zahl gibt die Identitét, die zweite die Homologie an. Die Werte sind in
Prozent gegeben. adx1bta - Adrenodoxin I aus Rind (OKAMURA et al. 1985), adx2bta - Adrenodoxin II aus Rind (OKAMURA et al. 1987), adxmmu - Adrenodoxin aus Maus
(STROMSTEDT & WATERMAN 1995, ITOH et al. 1995), adxhsa - Adrenodoxin aus Mensch (PICADO-LEONARD et al. 1988), adxhomlath und adxhom2ath -
Adrenodoxinhomologe I und II aus Arabidopsis thaliana (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), adxhomdla - Adrenodoxinhomologes aus Digitalis lanata, fdx1sol -
Ferredoxin I aus Spinacia oleracea (WEDEL et al. 1988), fdx2sol - Ferredoxin II aus Spinacia oleracea (TAKAHASHI et al. 1983), fdxlath - Ferredoxin I aus Arabidopsis
thaliana (VORST et al. 1990, SOMERS et al. 1990), fdx2ath - Ferredoxin I aus Arabidopsis thaliana (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000).
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3.4.2 Einordnung der Sequenzen in verwandschaftliche Verhiiltnisse

Beim Vergleich von 19 Sequenzen von [2Fe-2S]-Ferredoxinen konnen deutlich zwei
groBe Gruppen unterschieden werden (sieche Abb. 21). Diese entsprechen den vertebrate-
type Ferredoxinen einerseits und den plant-type Ferredoxinen andererseits. Die Sequenzen
der drei pflanzlichen Adrenodoxinhomologen werden in die Gruppe der vertebrate-type
Ferredoxine gestellt. Sie werden mit dem Ferredoxin aus Saccharomyces cerevisiae und
der Ferredoxindoméne des Elektronentransportproteins aus Schizosaccharomyces pombe
zusammengefaBt und in die ndhere Verwandschaft der Adrenodoxine aus Mensch, Rind

und Maus eingeordnet.

adx2bta
adx1bta
adxmmu
C adxhsa
adxhomlath
| adxhom?2ath
adxhomdla
[ fdxsce
1] fdxspoETP1"
putrex
_1 terprx
fdxeco
fdxear
fdx2sol
fdx1ath
— toxeath
fdxosa
fdx1sol

fdxdst

Abb. 21 — Phylogenetisches Diagramm von 19 [2Fe-2S]-Ferredoxinen (ClustalW, Matrix: gonnet 250,
GONNET et al. 1992). adx1bta - Adrenodoxin I aus Rind (OKAMURA et al. 1985), adx2bta - Adrenodoxin II
aus Rind (OKAMURA et al. 1987), adxmmu - Adrenodoxin aus Maus (STROMSTEDT & WATERMAN 1995,
ITOH et al. 1995), adxhsa - Adrenodoxin aus Mensch (PICADO-LEONARD et al. 1988), adxhomlath und
adxhom2ath - Adrenodoxinhomologe 1 und Il aus Arabidopsis thaliana (THE ARABIDOPSIS GENOME
INITIATIVE 2000), adxhomdla - Adrenodoxinhomologes aus Digitalis lanata, fdxsce - Ferredoxin aus
Saccharomyces  cerevisiae (BUSSEY et al. 1997), fdxspoETP1™ - Ferredoxindomine des
Elektronentransportproteins aus Schizosaccharomyces pombe (BUREIK et al. 2002), putrex - Putidaredoxin
aus Pseudomonas putida (PETERSON et al. 1990), terprx - Terpredoxin aus Pseudomonas sp. (PETERSON et al.
1992), fdxeco - Ferredoxin aus Escherichia coli (TA & VICKERY 1992), fdxear - Ferredoxin aus Equisetum
arvense (HASE et al. 1977), fdx1sol - Ferredoxin I aus Spinacia oleracea (WEDEL et al. 1988), fdx2sol -
Ferredoxin II aus Spinacia oleracea (TAKAHASHI et al. 1983), fdxlath - Ferredoxin I aus Arabidopsis
thaliana (VORST et al. 1990, SOMERS et al. 1990), fdx2ath - Ferredoxin II aus Arabidopsis thaliana (THE
ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), fdxosa - Ferredoxin aus Oryza sativa (OHMORI et al. 1996), fdxdst -
Ferredoxin aus Datura stramonium (MINO et al. 1993).
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3.4.3 Proteinmassen und isoelektrische Punkte

Die berechneten Molekularmassen und pI-Werte der drei pflanzlichen Proteine gibt die
folgende Tabelle wieder. Zum Vergleich sind auch die berechneten Daten der beiden

Adrenodoxine aus Bos taurus beigeflgt.

Protein pra-Protein reifes Protein
Grofle in kDa pl Grofle in kDa pl
ADXHOMIATH 22,1 6,39 14,2 4,61
ADXHOM2ATH 21,8 5,06 14,2 4,17
ADXHOMDLA 20,1 5,34 14,2 4,41
ADXIBTA 19,8 5,44 14,0 4,42
ADX2BTA 20,4 5,25 14,1 4,49

Tab. 9 — Berechnete Molekularmassen und isoelektrische Punkte der Ferredoxine und ihrer pra-Proteine.

3.4.4 Uberpriifung auf Signal- und Targeting-Peptide

TargetP MitoProt PSORT iPSORT Predotar
ADXHOMIATH M2 0,8344 MMS 0,484 | kein mTP mito.
(68 AS) 74 AS — 50 AS - 0,989
ADXHOM2ATH M2 0,8176 MMS 0,473 cTP mito.
(68 AS) 35 AS — 50 AS - 0,505
ADXHOMDLA M2 0,9871 MMS 0,487 mTP mito.
(52 AS) 43 AS - 50 AS - 0,968
ADX1BTA M2 0,9915 mito. 65,2 % mTP mito.
58 AS 51T AS 58 AS 14 AS - 0,735
ADX2BTA M1 0,9930 mito. 78,3 % mTP mito.
58 AS 45 AS 30 AS 41 AS - 0,900
Tab. 10 — Vorhersagen verschiedener Programme fiir die pflanzlichen und bovinen Ferredoxine zur

intrazelluldren Lokalisation und zu prid-Sequenzen. TargetP: (M1-M5) M1 hohe Wahrscheinlichkeit, M5
geringe Wahrscheinlichkeit mitochondrialer Lokalisierung. MitoProt: Wahrscheinlichkeit mitochondrialer
Lokalisierung: 0 (gering) bis 1 (hoch). PSORT: Wahrscheinlichkeit fiir Lokalisierung im mitochondrialen
Matrixraum (MMS). Weitere, geringere Wahrscheinlichkeiten (nicht aufgefiihrt) fiir innere und duBere
Mitochondrienmembran. PSORT II (fiir die Adx-Isoformen aus Bos taurus): Gesamtwahrscheinlichkeit fiir
mitochondriale Lokalisierung. iPSORT: mTP - mitochondriales Targetingpeptid, cTP - chloroplastidéres
Transitpeptid. Predotar: Wahrscheinlichkeit mitochondrialer Lokalisierung: 0 (gering) bis 1 (hoch).
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In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Untersuchung der drei pflanzlichen
Adrenodoxinhomologen sowie der beiden Adrenodoxine aus Bos taurus durch
verschiedene Vorhersageprogramme zusammengestellt. Bei den Programmen, die préa-

Sequenzen detektieren, ist die Anzahl der Aminoséduren (AS) dieser Sequenzen angegeben.

3.4.5 Evaluierung des Modells von ADXHOMDLA

34.5.1 Procheck

Mit Hilfe des Programms Procheck wurden die Winkel @ und ¥ des Modells analysiert.
Aus diesen Daten wurde ein Ramachandran-Plot erstellt (Abb. 23). 95,9 % der
Aminoséduren liegen innerhalb der bevorzugten sowie der zusdtzlich erlaubten Regionen.
Keine Aminoséure liegt in den nicht erlaubten Bereichen (Tab. 11).

Die Analyse der Winkel @ und ¥ des Templates ergibt ein ganz dhnliches Bild
(Abb. 22). Hierbei liegen 99,0 % innerhalb der bevorzugten und der zusétzlich erlaubten
Regionen. In den nicht erlaubten Bereichen liegt ebenfalls keine Aminosdure (Tab. 11).

In diese Berechnung wurden die erste und letzte Aminoséure des Modells wie auch die
Glycine und Proline nicht einbezogen. In beiden Proteinen ist ein Glycin im verbotenen
Bereich zu finden. Es handelt sich dabei um Glycin 16 von Adx (® = 73,2°, ¥ = -40,6°)
und Glycin 22 des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata (® =91,3°, ¥ = -44,3°).

Template (Adx) Modell (ADXHOMDLA)
Anzahl Anteil Anzahl Anteil

bevorzugter Bereich 80 78,4 % 73 74,5 %
zusétzlich erlaubter Bereich 21 20,6 % 21 21,4 %
grof3zligig erlaubter Bereich 1 1,0 % 4 4,1 %
verbotener Bereich 0 0,0 % 0 0,0 %
Summe 102 98

N- und C-terminale AS 2 2

Glycine 8

Proline 1 4

Gesamtsumme 113 111

Tab. 11 — Statistik des Ramachandran-Plots. Der bevorzugte Bereich umfafit A, B und L, der zusitzlich
erlaubte Bereich a, b, 1, und p, der groBziigig erlaubte Bereich ~a, ~b, ~1 und ~p. Der verbotene Bereich wird
durch die iibrigen Flachen gebildet.
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Ramachandran-Plot: Adx

1)

¥ (in Grad)

-1354"
~b

-45 0 45 135 18C
@ (in Grad)

Abb. 22 — Ramachandran-Plot des Templates (Adx). Glycine sind mit A bezeichnet.

Ramachandran-Plot: ADXHOMDLA

¥ (in Grad)

g -

T
-45

0
@ (in Grad)

Abb. 23 — Ramachandran-Plot des Modells (ADXHOMDLA). Glycine sind mit A bezeichnet.
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3452 Prosa 11

Prosa II wurde genutzt, um die dreidimensionale Struktur des Modells zu tiberpriifen.
Der Energiegraph des Modells wurde mit dem des Templates verglichen. Beide Graphen
liegen durchgéngig im negativen Bereich, der Graph fiir das Modell liegt sogar iiber weite
Strecken unterhalb des Template-Graphen. Der z-score betrdagt —6,33 fiir das Template
Adx und —6,83 fiir das Modell.

Prosa ll-Energiegraph

0,6

E-k"T'

Energie

_2,0 I I T I T
0 20 40 60 80 100 12C

Aminosaureposition

Abb. 24 — Prosa II-Energiegraph des Templates Adx (diinne Linie) und des Modells von ADXHOMDLA
(fette Linie). Die Kurve wurde durch iibergreifende Mittel von je 50 Werten geglattet.

3453 WHAT IF

WHAT IF vergleicht die Packung der Aminosduren mit Durchschnittswerten gleicher
Reste aus Strukturen der Protein Data Bank. Einzelwerte sollten nicht unter —2,5¢ liegen.
Ein solcher Wert deutet auf schlechte Qualitidt der Packung hin; oder es handelt sich um
Aminoséuren, die Cofaktoren binden bzw. Teil des aktiven Zentrums sind. Aussagekriftig

ist insbesondere der Vergleich der Werte von Template und Modell.
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WHAT IF Fine Packing Quality Control Adx

1 1 217 31 41 51 61 71 81 91 101 111

Aminosaureposition

Abb. 25 — Bewertung der Packungsumgebung der einzelnen Aminosduren von Adx durch WHAT IF.

WHAT IF Fine Packing Quality Control
ADXHOMDLA

3

9 -
1 H
% 0 wHHHH _ b ﬂ“ﬂmﬂﬁ .-|-|L|-||-l-rh .
S TN TORITT T

2

-3

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 1M1
Aminosaureposition

Abb. 26 — Bewertung der Packungsumgebung der einzelnen Aminoséduren von ADXHOMDLA durch
WHAT IF.

Auch die Uberpriifung mit WHAT CHECK bestitigt die gute Qualitit des Modells des

vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata.
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3.4.6 Ergebnisse der Modellberechnungen
34.6.1 Modell des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata
Der Vergleich des Templates mit dem Modell zeigt die hohe Ahnlichkeit beider

Proteine. Die Einfiigung der Loops (vgl. Kap. 2.5.5) und die Energieminimierung

verursacht nur geringfiigige Verschiebungen des Proteinriickgrats.

ADXHOMDLA

Abb. 27 — Vergleich der Proteinstruktur von Adx mit dem berechneten Modell von ADXHOMDLA.

Deutlichere Verdnderungen betreffen die Anordnung des Clusters relativ zum

umgebenden Loop sowie die Struktur dieser Loopregion.
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3.4.6.2 Elektrostatisches Potential auf der Oberfldche

Das  elektrostatische  Potential wurde durch SYBYL 6.7 fiir die
l6sungsmittelzugidngliche Oberflache (Connolly-Oberfldche) berechnet. Es verteilt sich in
gleicher Weise im bovinen Adx wie auch im Modell des Ferredoxins aus Digitalis lanata.
Blaue Firbung entspricht einem negativen, rote Fiarbung einem positiven Potential. Die

farbigen Skalen ermdglichen die Zuordnung von Zwischenwerten.

- Ruckseite

Abb. 28 — Elektrostatisches Potential auf der Connolly-Oberfliche.
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34.63 Hydrophobizitédt der Oberflache

Ebenfalls hohe Ahnlichkeit zeigt das Verhiltnis von Hydrophilie und Lipophilie auf der
Connolly-Oberfliche der Proteine. Die lipophilsten Bereiche der Oberfliche sind braun
gefarbt, die hydrophilsten Bereiche blau. Zwischenstufen sind an Hand der beigefiigten

Skalen zuzuordnen.

Adi~ Vordersaite ADXHOMDLA - Vorderseite

Adx - Ruckseite

Abb. 29 — Hydrophobizitit der Proteinoberflachen.
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3.4.64  Ausgewihlte Wechselwirkungen

In der Einleitung wurde auf einige Wechselwirkungen, hauptsdchlich Wasserstoff-
briickenbindungen, dazu eine interne Salzbriicke, eingegangen, die Adx als Protein
stabilisieren (sieche Kap. 1.3.2). Im Modell des Adrenodoxinhomologen wurden einige
dieser Aminosdurepaare untersucht. Dazu wurden die Seitenketten der betreffenden
Aminosduren dem ribbon-modell hinzugefiigt. Es handelt sich hierbei um die
korrespondierenden Aminosdurepaare zu Arginin 14 und Prolin 108 (zu Abb. 30 A),
Cystein 52 und Threonin 54 (zu Abb. 30 B), Histidin 56 und Serin 88 (zu Abb. 30 C)
sowie Glutaminsdure 74 und Arginin 89 (zu Abb. 30 D) des bovinen Adx.

Abb. 30 — A, B und C - Wasserstoftbriicken zwischen ausgewéhlten Aminosdurepaaren des Modells von
ADXHOMDLA, D - die Salzbriicke zwischen Interaktions- und Kerndoméne des Modells.

Wichtige Wasserstoftbriickenbindungen werden nach Auswertung des Modells auch in
ADXHOMDLA ausgebildet, auch wenn teilweise homologe Aminoséduren die Funktion
der Reste in Adx wahrnehmen (Abb. 30, A).
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4 Diskussion

4.1 Two-Hybrid-Screening

Es sind schon verschiedene Anstrengungen unternommen worden, das
seitenkettenspaltende Enzym aus Digitalis lanata zu isolieren. Eine Schwierigkeit besteht
dabei darin, einen reproduzierbaren Enzymtest zu entwickeln, da die gemessenen
Aktivitidten nahe der Bestimmungsgrenze lagen (vgl. FINSTERBUSCH 1995, LUDDE 1996).
Daher erschien es sinnvoll, mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems die entsprechende

Nukleinsduresequenz aufzuklaren.

Die Synthese der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank wurde erfolgreich
durchgefiihrt. Der Anteil der Hintergrundplaques der Primédrbank entsprach mit ca. 1 %
den Herstellerangaben (1-10 %). Die Zahl der unabhingigen Klone betrug etwa 1,0-10°,
wie es von einer die unterschiedlichen cDNAs gut reprisentierenden Bank gefordert wird.
Die Bestimmung des Phagentiters nach der anschlieBenden Amplifikation ergab mit
2,5-10° pfumL™" ebenfalls ein gutes Ergebnis. Damit entsprach die Bank den iiblichen
Werten (10® bis 10" pfurmL™"). Zwei vergleichbare Banken aus globuliren Embryonen
bzw. Blattmaterial von Digitalis lanata hatten Titer von 1,8-10° bzw. 1,7-10° p’fu-mL_1
(WERLE 1995). Die hergestellte Bank lieB sich effizient exzidieren.

Die Uberpriifung der HybriZAP®-2.1 Two-Hybrid-cDNA-Bank mit verschiedenen
Primerkombinationen zeigte, dal die Sequenzen fiir das Adrenodoxinhomologe aus
Digitalis lanata (pra-Protein und reifes Protein), die A5-3B-Hydroxysteroid-dehydrogenase
(3B-HSD), Acyl-CoA-bindendes Protein (ACBP) 3, Phenylalanin-Ammonium-Lyase
(PAL) und Parvulin 12.8 erfolgreich amplifiziert werden konnten. AuBler bei PAL und
ACBP 3, fiir die keine entsprechenden Primer zur Verfiigung standen, wurden vollstindige
Amplifikate erzeugt. Das 1aft auf eine hohe Qualitit der Inserts der cDNA-Bank
hinsichtlich ihrer Vollstiandigkeit schlieen.

Die Sequenzen von ACBP 4, der Lanatosid-15’-O-acetylesterase (LAE) und der
Cardenolid-16’-O-glucohydrolase (CGH) I waren mittels einfacher Standard-PCR nicht zu
amplifizieren. Obwohl die betreffenden Klone aus einer Blatt-cDNA-Bank von Digitalis

lanata (WERLE 1995) gewonnen wurden, mul3 die Anzahl der Kopien in einem Aliquot der
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cDNA-Bank nicht fiir eine erfolgreiche Amplifikation ausreichen. Fiir eine erfolgreiche
PCR braucht man minimal ca. 10000 Template-Molekiile (MULHARDT 2000) im PCR-
Ansatz.

ACBP 4 ist gegenliber ACBP 3 stark unterreprisentiert. Nur ein Klon von 26
untersuchten Phagen erwies sich als diese Isoform (GRUNER 2003).

Das Screening der Blatt-Bank nach cDNA-Sequenzen der LAE resultierte in 10
positiven Primirklonen bei 2,5-10° ausplattierten Plaques. Hochgerechnet auf eine Anzahl
von 1-10° unabhingigen Klonen der Primérbank ergibt sich eine Anzahl von 40 Template-
Molekiilen, fiir eine erfolgreiche PCR nicht ausreichen. Versuche von Kandzia, im Vorfeld
des radioaktiven Screenings der cDNA-Bank eine PCR-Amplifikation zu erreichen,
blieben erfolglos. Mit den gleichen Primern waren mittels RT-PCR aus cDNA einer
Digitalis-lanata-Zellkulturlinie Amplifikate zu erhalten (KANDZIA 1999).

Bei der Untersuchung der cDNA-Bank auf Sequenzen der CGH 1 ergab das
Primérscreening von 2,5-10° ausplattierten Plaques 30 positive Signale (FRAMM 2002). Das
ergibt 120 Template-Molekiile fiir die PCR. Auch diese Anzahl macht eine Amplifikation
unwahrscheinlich.

Durch nested PCR konnten die geringen Templatemengen von ACBP 4, LAE und

CGH I nachzuweisen sein.

Der Two-Hybrid-Screen unter Verwendung von Adx als bait mul als Fehlschlag
angesehen werden. Das Fusionsprotein aus DNA-bindender Doméne und Adx fiihrt auch
ohne Anwesenheit eines prey-Vektors zur Induktion der Reportergene. Aufgrund dieser
Tatsache wurden keine weitergehenden Experimente durchgefiihrt.

Dieses Verhalten von Adx kann durch die besonderen Eigenschaften dieses Proteins
einerseits und die Eigenschaften der Aktivierungsdomédne von GAL4 andererseits erklart
werden. Die Funktion der Aktivierungsdoméne des Hefe-Transkriptionsaktivators GAL4
ist abhdngig von ihrem isoelektrischen Punkt. Deletionsanalyse von GAL4 zeigte, dal3
zwel saure Bereiche im Protein fiir die Aktivierung verantwortlich sind (MA & PTASHNE
1987a). Weitere Untersuchungen zeigten, da3 diese Bereiche funktionell durch Peptide
ersetzt werden konnen, die durch Fragmente des Genoms von Escherichia coli codiert
werden (MA & PTASHNE 1987b). Alle diese Peptide mit Aktivierungsfunktion zeigen
iiberwiegend saure Aminosduren. Die Sequenz ist offensichtlich unbedeutend. Durch
Insertion einer sauren Sequenz konnte ein Transkriptionsinhibitor, GAL80, in einen

Transkriptionsaktivator umgewandelt werden (MA & PTASHNE 1988). Adx selbst ist ein
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stark saures Protein mit einem pl von ca. 4,5. Insbesondere die Interaktionsdomine trégt
viele saure Aminoséduren. So verwundert es nicht, da3 Adx selbst als Aktivierungsdoméne
in GAL4 fungieren kann. Deletion der Interaktionsdoméne fiihrt zu einem Protein, das
dennoch einen pl von 4,8 aufweist. Auch dieses Protein diirfte also die Transkription
aktivieren. Untersuchungen an Adx-Mutanten mit deletierter Interaktionsdoméine haben im
ibrigen gezeigt, dal} eine Interaktion mit CYP11A1 dann nicht mehr stattfindet (HEINZ et
al. 2002).

Die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) bietet eine neue Moglichkeit
der Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen (HU et al. 2002). Dabei werden
Hybridproteine von interagierenden Proteinen mit N- bzw. C-teminalen Fragmenten des
Gelb Fluoreszierenden Proteins (YFP) generiert. Diese Fragmente sind nicht zur
Fluoreszenz befihigt. Bei Interaktion der zu untersuchenden Proteine assoziieren die YFP-
Fragmente in einem zweiten Schritt und es kommt zur Fluoreszenz. Als Partner eines
gegebenen Hybridproteins sind auch Hybridproteine vorstellbar, die aus einer cDNA-Bank
hervorgegangen sind. Damit konnten in effizienter Weise neue Protein-Protein-
Interaktionen aufgeklart werden. Dabei ist von Bedeutung, dal mit Komplikationen wie
der Transkriptionsaktivierung im Two-Hybrid-Screen durch Adx als bait nicht in so hohem
Malle gerechnet werden muf3. Ein Protein, das ohne Assoziation der YFP-Fragmente zu
einer Fluoreszenz fiihrt, miiBte immerhin die B-barrel-Struktur imitieren konnen. Nur
Interaktionen von sogenannten ,klebrigen* Proteinen sind ebenso wie im Two-Hybrid-
System nicht auszuschlieBen. Als bait-Protein kommt nunmehr natiirlich in erster Linie das
Adrenodoxinhomologe aus Digitalis lanata selbst in Frage. Die Interaktion mit den
Redoxpartnern diirfte mit den arteigenen Proteinen besser funktionieren als mit denen aus

anderen Pflanzen oder gar Tieren.

Eine weitere Moglichkeit, Interaktionspartner von bovinem Adx oder der
neugefundenen pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine aufzufinden, bietet die
Ausnutzung der Affinitdtschromatographie an Adx-Sepharose-Sdulen (SUGIYAMA &
YAMANO 1975). Diese Methode wird zur Reinigung der Adrenodoxinreduktase und von
CYPI11ALI préparativ eingesetzt (SUGIYAMA & YAMANO 1975, SAGARA et al. 1993, LAPKO
& RUCKPAUL 1998). Insbesondere die Chromatographie von mitochondrialen
Membranpriparationen konnte moglicherweise den ersten Nachweis von Cytochromen

P450 in Mitochondrien von Pflanzen erbringen.
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Die Konstruktion der ersten Two-Hybrid-cDNA-Bank fiir Digitalis lanata bietet
erstmals die Moglichkeit, mit anderen, besser geeigneten Sequenzen fiir bait-Proteine,
Proteininteraktionen in dieser Pflanze zu untersuchen. Auch als Grundlage fiir das

gewoOhnliche radioaktive Screening steht sie zur Verfiigung.

4.2 Radioaktives Screening

Bei der Untersuchung der cDNA-Bank aus Bléttern von Digitalis lanata mit bovinem
CYPI1ALI als Sonde wurde ein Fragment ausgewdhlt, das nicht die Sequenz der Cystein-
Ham-Eisen-Ligandensignatur enthielt. Damit sollte die Detektion einer Vielzahl beliebiger
Cytochrome P450 verhindert werden. Es konnten keine positiven Klone detektiert werden.
Das verwundert nicht, da Cytochrome P450 im Allgemeinen keine sehr hohe Homologie
untereinander zeigen. Dazu kommt die Tatsache, da die Verwandtschaft beider

Organismen denkbar gering ist.

Im Gegensatz dazu ergab die Verwendung eines Sequenzfragments von CPD, einem am
Brassinosteroidstoffwechsel beteiligten Cytochrom P450, eine hohe Anzal positiver
Signale. In diesem Fall war die Sequenz der Cystein-Hdm-Eisen-Ligandensignatur priasent
und, wie nicht anders zu erwarten, reagierten viele Cytochrome P450 mit dieser Sequenz.
Die ansequenzierten cDNA-Klone konnten keinem bekannten Cytochrom P450, auch nicht

der Sequenz von cpd, zugeordnet werden.

4.3 Die pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine

Die cDNA-Sequenzen der beiden Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana
konnten erfolgreich durch PCR aus einer cDNA-Bank (KiM et al. 1997) amplifiziert und
nachfolgend kloniert werden. Die Sequenzierung der Klone bestidtigte die Identitéit mit den

bekannten Sequenzen ohne Abweichung.
Die Verwendung der Sequenz des Adrenodoxinhomologen I aus Arabidopsis thaliana

als Sonde beim Screening einer Blatt-cDNA-Bank von Digitalis lanata (WERLE 1995)
fiihrte zur Detektion eines cDNA-Klones mit Homologien zu Adx, der 1058 bp umfafte.

84



Diskussion

Der codierende Bereich bestand aus 546 bp. Der nicht translatierte Bereich wurde auf
weitere informative Sequenzen hin untersucht.

Eukaryotische mRNAs enthalten keine so hoch konservierte Sequenz, wie sie der
Shine-Dalgarno-Sequenz der Prokaryoten entspricht (SHINE & DALGARNO 1975). Dennoch
findet sich zwei Basen vom Startmethionin entfernt die Sequenz aagga, die kompementar
zu einem Teil des 3’-Endes accuccuua der rRNA ist. Selbstverstindlich kann es sich
hierbei auch lediglich um einen Zufall handeln.

Im Abstand von 19 bp von der Poly-(A)-Sequenz findet sich ein mdgliches
Polyadenylierungssignal tataaa. Diese Sequenz stimmt nicht vollstindig mit der

erwarteten Sequenz aataaa liberein.

Der offene Leserahmen des cDNA-Klons aus Digitalis lanata codiert fiir ein Protein mit
181 Aminosduren. Die Sequenz dieses Proteins wies es als vertebrate-type Ferredoxin aus,

ebenfalls mit hoher Homologie zum Adx.

Der Untersuchung der organspezifischen Expression des Adrenodoxinhomologen aus
Digitalis lanata zufolge wird das Gen in den Kronblittern exprimiert (siche Abb. 9). Dies
steht in Ubereinstimmung mit Ergebnissen der Northern-Blot-Untersuchung von
Arabidopsis thaliana (MATSUBARA et al. 2002). Hier wurde ebenfalls die hochste
Expression der vertebrate-type Ferredoxine in Bliiten gefunden. In den {ibrigen
Pflanzenteilen ist die Expression zu gering, um Aussagen liber ihre Expression treffen zu
konnen. Die Tatsache, dal die Sequenz des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis
lanata in einer cDNA-Bank von Blittern gefunden wurde, spricht jedoch fiir eine, wenn

auch moglicherweise geringfiigige, Expression in Bléttern.

4.3.1 Expression der pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine

Die Expression der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana lieferte ca.
10 % der Ausbeute, die fiir das bovine Adx erreicht werden kann. Da die verkiirzte Form
(Aminosduren 4-108) noch besser exprimiert wird, konnte es sinnvoll sein, auch die
pflanzlichen Proteine auf die Aminosduren 4 bis 113 zu verkiirzen. Im bovinen Adx wird

durch die freie Carboxylgruppe am Prolin 108 eine Stabilisierung erreicht.
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4.3.2 Biochemische und biophysikalische Eigenschaften

4.3.2.1 SDS-PAGE und IEF

Die vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana zeigen im SDS-Gel ein
Laufverhalten, das hohere Molekularmassen vortduscht, als aus der Aminosiuresequenz
abgeleitet werden konnen (sieche Abb. 11). Dabei wird angenommen, daB3 es sich um
Dimere handelt. Obwohl das bei SDS-Gelen ungewohnlich ist, gibt es Belege, dafl auch
andere Ferredoxine dieses Verhalten zeigen (BOHME & SCHRAUTEMEIER 1987, PUEYO et
al. 1992). AuBler der Dimerisation werden auch Interaktionen mit der Gelmatrix zur
Erklarung dieses Phidnomens angefiihrt. Es scheint allerdings unwahrscheinlich, dal3 diese
Interaktion in grolerem Umfang zur scheinbaren Massezunahme beitrdgt, da
ADXHOMIATH und ADXHOM2ATH bei einer Identitit von 87 % dennoch
unterschiedliches Laufverhalten zeigen.

Untersuchungen, die mit Adx durchgefiihrt wurden, deuten auf Dimerbildung in
wassriger Losung hin. Dazu gehoren Ergebnisse der Gelfiltration (JOSE et al. 2002) sowie
von Lichtstreuungsmessungen (PIKULEVA et al. 2000). Bei der Aufreinigung sowohl von
Adx wie auch der Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana im Rahmen dieser
Arbeit wurden Konzentratoren mit einer Grenzgrofle von 30 kDa verwendet. Durch die
starke Eigenfdarbung der Ferredoxine konnte sicher festgestellt werden, daB sie trotz eines
Molekulargewichtes von nur ca. 14 kDa die intakte Membran nicht durchdringen konnten.
Auch dieses Verhalten 146t sich zwanglos durch die Annahme von Oligomeren erkliren.

Nach EDC-Behandlung laufen beide Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana auf gleicher
Hohe mit Adx.

Das Gel der isoelektrischen Fokussierung zeigt die Banden von Adx, ADXHOMIATH
und ADXHOM2ATH im Bereich von pH 4,2-4,5 (sieche Abb. 12). Das stimmt recht gut

mit den berechneten isoelektrischen Punkten (siche Tab. 9) iiberein.

Ein Versuch, die beiden Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana mit dem
Antikorper gegen bovines Adx nachzuweisen, schlug fehl. Auf dem Blot, der gleiche
Mengen der drei Ferredoxine aufwies, konnte nur Adx detektiert werden. Um spéter
Untersuchungen der Proteine in verschiedenen Organen von Arabidopsis thaliana oder

auch Digitalis lanata durchfiithren zu kdnnen, miiite demnach ein spezifischer Antikérper
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gegen die vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana bzw. Digitalis lanata

erzeugt werden.

4.3.2.2 Spektren der Proteine

Die UV-Vis-Spektren der pflanzlichen Adrenodoxinhomologen (Abb. 13) weisen sie
deutlich als [2Fe-2S]-Ferredoxine aus. Die spektralen Eigenschaften zeigen, da3 der Eisen-
Schwefel-Cluster in analoger Weise wie bei Adx im Protein inkorporiert ist. Auf Zugabe
des Reduktionsmittels Natriumdithionit verlieren die Adrenodoxinhomologen aus
Arabidopsis thaliana ebenso wie Adx ihren Cluster und bleichen aus. Auch die

resultierenden UV-Vis-Spektren der reduzierten Proteine sind &dhnlich (Abb. 14).

Die CD-Spektren der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana (Abb. 15
und 16) bestdtigen, dal es sich um [2Fe-2S]-Ferredoxine handelt. Auch der korrekte
Einbau des Eisen-Schwefel-Clusters kann aus den Spektren abgeleitet werden. Die
geringfiigigen Unterschiede im Spektrum deuten auf kleinere Verdnderungen in der
Umgebung des Clusters hin. Das Modell weist im Loop, der den Cluster umgibt, solche
strukturellen Abweichungen auf (sieche Kap. 4.4.4.1).

Im oxidierten Zustand sind die Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana
stabiler als Adx, wie die Ergebnisse der thermischen Denaturierung zeigen (Abb. 17). Im
reduzierten Zustand sind alle drei Proteine weniger stabil, diesmal sind jedoch Adx und
ADXHOM2ATH stabiler als ADXHOMIATH (Abb. 18). Der Unterschied der
Ubergangstemperaturen von Adx betrigt nur 3,8 K im Gegensatz zu 15,7 bzw. 13,1 K fiir
ADXHOMIATH und ADXHOM2ATH (vg. Tab. 6).

Deutlichster Beweis fiir eine nahezu unverinderte Cluster-Geometrie sind die EPR-
Spektren der Arabidopsis-Ferredoxine. Die g-Werte entsprechen vollkommen denen, die
fiir Adx bestimmt worden sind (g =2,03 und g ;=1,94, UHLMANN et al. 1992). Das spricht
fiir eine Inkorporation des Eisen-Schwefel-Clusters identisch zu der, die in bovinem Adx

zu finden ist.
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4.3.2.3 Redoxpotential

Die Messung des Redoxpotentials fiihrte aufgrund der unerwartet niedrigen Werte zu
keinen konkreten Ergebnissen. Diese Messungen miissen demnach mit anderen Methoden
wiederholt werden. Geeignet wire die Photoreduktionsmethode mit 5-Deazaflavin als
Photoreduktans und Benzylviologen als Farbindikator (HUGO et al. 1998). Moglicherweise
1aBt sich das niedrige Redoxpotential durch Unterschiede in der Tertidrstruktur,

insbesondere in der Umgebung des Eisen-Schwefel-Clusters, erklidren (siche Kap. 4.4.6.1).

4.3.2.4 SCC-Assay

Die Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana konnen Adx als
Elektroneniibertrager zwischen AdR und CYP11A1 funktionell ersetzen. Sie sind daher
nicht nur aufgrund ihrer Sequenz als vertebrate-type Ferredoxine anzusprechen. Um
Aussagen dariiber treffen zu konnen, ob vergleichbare Werte fiir Ky und vmax der
Rekonstitutionssysteme der pflanzlichen Adrenodoxinhomologen bzw. Adx erreicht

werden konnen, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

4.4 Analysen in silico

4.4.1 Untersuchung der Primérstruktur

Vergleich der Aminosduresequenzen der drei vertebrate-type Ferredoxine von
Arabidopsis thaliana und Digitalis lanata mit den Adrenodoxinen aus Rind, Maus und
Mensch fiihrte zundchst zur Festlegung von Pridsequenzen. Das war notwendig, um
anschlieBend die Ferredoxine exprimieren zu konnen. Es muf3 betont werden, daf3 diese
Festlegung nur auf Grund von Sequenzhomologien erfolgte. Der tatsdchliche Beginn der
reifen Proteine kann daher an einer anderen Aminosédureposition liegen, allerdings kaum
mehr als einige Aminosduren entfernt.

Eine neuere Untersuchung, die das Adrenodoxinhomologe I aus Arabidopsis thaliana
als essentiellen Bestandteil der Biotinsynthese nachweist, legt die ersten 43 Aminosduren
als pria-Sequenz fest (PiccioccHI et al. 2003). Leider wird keine Erkldrung fiir diese

Entscheidung gegeben. Die Sequenzhomologien bieten keinen Anhaltspunkt, diese
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Position zu favorisieren. Zwei nach Trypsinverdau sequenzierte Peptidfragmente liegen
innerhalb der in dieser Arbeit angenommenen reifen Proteine (siehe Abb. 31, AS 11-20
bzw. AS 95-109). Es ist interessant, dal} in den ersten Verdffentlichungen der Gensequenz
das abgeleitete Protein mit Aminosdure 44 erst begann. Derzeit wird diese kiirzere Version

des pri-Proteins als alternative splicing-Variante gefiihrt.

Die Untersuchung der C-terminalen Sequenzen der vertebrate-type Ferredoxine aus
Arabidopsis thaliana und Digitalis lanata zeigte, daB3 alle drei Proteine zu einer Klasse von
Ferredoxinen mit konserviertem C-Terminus gehoren. Diese Typ II mitochondrialen
Ferredoxine (Typ II mtFd) enthalten das sogenannte Pro-His-Motiv VDGxxpxPH (SEEBER
2002). Bei beiden Ferredoxinen aus Arabidopsis thaliana wird dieses Motiv durch
VDGFVPKPH gebildet, das Ferredoxin aus Digitalis lanata zeigt die Sequenz
VDGHKPKPH.

Adx gehort zu den Typ I mitochondrialen Ferredoxinen (Typ I mtFd) nach SEEBER
(2002), deren C-Terminus in Linge und Sequenz variabel ist. Die Tatsache, daB einige
Organismen ausschlieBlich iiber Typ II mtFd verfiigen, zeigt jedoch, dafl diese die
Funktion der Typ I mtFd erfiillen konnen. Alle bislang in der Literatur beschriebenen
funktionellen Studien an mitochondrialen Ferredoxinen wurden mit Typ [ mtFd
durchgefiihrt. Diese Arbeit beschreibt somit die ersten biochemischen und
biophysikalischen Analysen der Typ II mtFd. Die Bestimmung von Bindungskonstanten
und anderer Parameter in rekonstitutierten Cytochrom-P450-Systemen sollte weitere
Aufschliisse iiber die Funktion dieser Proteine geben.

SEEBER diskutiert die Funktion des Pro-His-Motivs im Zusammenhang mit der
Dimerisation der Ferredoxine (SEEBER 2002). Da allerdings von den beiden hoch
homologen vertebrate-type Ferredoxinen aus Arabidopsis thaliana nur ADXHOM2ATH
im SDS-Gel Dimer-Banden aufweist, scheint das zumindest nicht die Hauptfunktion zu
sein. Moglicherweise spielt die Interaktion mit Proteinen der Eisen-Schwefel-Cluster-

Assemblierungs-Maschinerie (vgl. LILL 2003) eine Rolle.
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adxhomlath TTSEKGGEKTEKINVTFVDKDGEETHTIKVPVGMNILEAAHENDIE 45
adxhom2ath TSSENGDEETEKITIIFVDKDGEETIPVKVPIGMSVLEAAHENDID 45
adxhomdla LESEDGSEETQKINTTEVDKDGEETHVRVPVGMSMLEAAHENDID 45

Kk ok Kekekk | kkxkkkkk cekk e kk s kkkAA KK KK .

\4 v Yy

adxhomlath LEGACEGSLACSTCHVIVMDTKYYNKLEEPTDEENDMLDLAFGLT 90
adxhomzath LEGACEASLACSTCHVIVMDTEYYNKLEEPTDEENDMLDLAFGLT 90
adxhomdla LEGACEGSLACSTCHVIVMDVNQYNKLADPTDEENDMLDLAFGLT 90

KKKKKK  hkkkkkokkokkokkk o hkkKk s kKKK KKKKXXXXXXAR

\ 4 ¢

adxhomlath ATSRLGCQVIAKPELDGVRLAIPSATRNFAVDGEVPKPH 129
adxhom2ath ETSRLGCQVIARPELDGVRLAIPSATRNFAVDGEVPKPH 129
adxhomdla ETSRLGCQITAKPELDGLRLALPSATRNFAVDGHKPKPH 129

khkkhkkhkhkkhkhkeoekhkkhkeoehkhkhkhkhkohkhkhoehkhkkhkhkkhkhkkhkhkhk%k * Kk kK

Abb. 31 — Vergleich der reifen Formen der pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine. Die Cysteinliganden
des Eisen-Schwefel-Clusters sind mit ¥ | Prolin 113 (entsprechend Prolin 108 von Adx) mit ¢
gekennzeichnet.

Der Vergleich der Aminosduresequenzen der reifen Formen der pflanzlichen
Ferredoxine zeigt die hohe Ahnlichkeit dieser Proteine. AuBer den essentiellen
Cysteinresten 50, 56, 59 und 97 und dem Prolin 113 (Abb. 31) gibt es weitere
Ubereinstimmungen mit wichtigen Aminosiuren des bovinen Adx (vgl. Abb. 30). Die
Wasserstoftbriickenbindung zwischen Histidin 56 und Serin 88 hat ihre Entsprechung in
der Wasserstoffbriicke zwischen Histidin 60 und Serin 93 der pflanzlichen Ferredoxine.
Die Bindung zwischen Cystein 52 und Threonin 54 in Adx entspricht der von Cystein 56
und Threonin 58 in den Adrenodoxinhomologen. Die fiir die Stabilitdt des Proteins
wichtige Salzbriicke zwischen Arginin 89 und Glutaminsdure 74 in Adx findet sich wieder
zwischen Arginin 94 und Glutaminsdure 79 der Homologen. Die Wasserstoffbriicke
zwischen Arginin 14 und Prolin 108 in Adx wird in den pflanzlichen
Adrenodoxinhomologen durch Lysin 20 und Prolin 113 gebildet. Threonin 49 und Tyrosin
82 werden in den Homologen durch Serin 53 und Phenylalanin 87 ersetzt. Wie
Untersuchungen an den entsprechenden Adx-Mutanten zeigen, werden die Funktion und
Eigenschaften der Proteine durch diese Verdnderungen kaum beriihrt (HANNEMANN et al.
2001, BECKERT et al. 1994).
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4.4.2 Homologievergleich

Die Suche nach Sequenzen pflanzlicher Proteine mit Homologie zu Adx brachte eine
Fiille von Sequenzen. Die meisten dieser Proteine erwiesen sich als plant-type Ferredoxine.
Aber auch Sequenzen mit Merkmalen der vertebrate-type Ferredoxine konnten gewonnen
werden. Das Genom von Arabidopsis thaliana enthielt zwei Isoformen von Homologen
des bovinen Adx. Bos taurus selbst verfiigt iiber zwei Adx-Isoformen, auch plant-type
Ferredoxine kommen haufig in zwei Formen vor. Von Digitalis lanata liegt bisher nur eine
Sequenz vor, allerdings wurde nicht exzessiv nach weiteren Isoformen gesucht. Andere
Enzyme und Proteine kommen in Digitalis lanata in mehreren Isoformen vor. Es besteht
daher eine gewisse Wahrscheinlichkeit, daBl ein weiteres Adrenodoxinhomologes in

Digitalis lanata existiert.

Eine Zusammenstellung von 19 Sequenzen von plant-type und vertebrate-type
Ferredoxinen fiihrte zu einem phylogenetischen Diagramm (siche Abb. 21). Die
Aufspaltung in zwei grofle Gruppen spiegelt die beiden Typen der [2Fe-2S]-Ferredoxine
wieder. Innerhalb der vertebrate-type Ferredoxine wird die hohe Verwandtschaft der
pflanzlichen Adrenodoxinhomologen mit den Adrenodoxinen von Rind, Maus und Mensch
deutlich. Abb. 32 =zeigt das dem Diagramm zugrundeliegende Alignment der 19
Sequenzen. Die wichtigsten Merkmale, die von allen Vertretern der [2Fe-2S]-Ferredoxine
geteilt werden, sind die vier Cysteine, die als Liganden des Eisen-Schwefel-Clusters
dienen. Es wird deutlich, da3 die Anzahl der Aminosduren im Loop zwischen dem ersten
und zweiten dieser Cysteine ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal zwischen den
plant-type und vertebrate-type Ferredoxinen darstellt. Die bakteriellen Ferredoxine wurden

daher den vertebrate-type Ferredoxinen zugerechnet.
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fdxlsol —  —=————m—————— AAYKVTLVTPTGN-VEFQCPDDVYILDAAEEE-GIDLPY--SCRAG-SCSSCAGKL~ 51
fdxdst = —---—m--——--- ATYKVKLVTPDGP-VEFNCPDDVYILDQAEEE-GHDLPY--SCRAG-SCSSCAGKV- 51
fdxosa = —mm———mm——--o ATYNVKLITPDGE-VELQVPDDVYILDQAEEE-GIDLPY--SCRAG-SCSSCAGKV- 51
fdxlath =~ ———————-————- ATYKVKFITPEGE-LEVECDDDVYVLDAAEEA-GIDLPY--SCRAG-SCSSCAGKV- 51
fdx2ath =~ —=——————————— ATYKVKFITPEGE-QEVECEEDVYVLDAAEEA-GLDLPY--SCRAG-SCSSCAGKV- 51
fdx2s0l  —mmm——mm————o ATYKVTLVTPSGS-QVIECGDDEYILDAAEEK-GMDLPY--SCRAG-ACSSCAGKV- 51
fdxear = = ——mm——mmm——ooo AYKTVLKTPSGE-FTLDVPEGTTILDAAEEA-GYDLPF--SCRAG-ACSSCLGKV- 50
adx2bta  --——--- LRSE--DKITVHFINRDGETLTTKGKIGDSLLDVVVQN-NLDIDGFGACEGTLACSTCHLIF- 59
adxlbta -———---- SSSE--DKITVHFINRDGETLTTKGKIGDSLLDVVVON-NLDIDGFGACEGTLACSTCHLIF- 59
adxmmu  ————--- SSSE--DKITVHFKNRDGETLTTKGKIGDSLLDVVIEN-NLDIDGFGACEGTLACSTCHLIF- 59
adxhsa = --——--- SSSE--DKITVHFINRDGETLTTKGKVGDSLLDVVVEN-NLDIDGFGACEGTLACSTCHLIF- 59
adxhomathl  ---TTSEKGGEKTEKINVTFVDKDGEEIHIKVPVGMNILEAAHEN-DIELEG--ACEGSLACSTCHVIVM 64
adxhomath2  ---TSSENGDEETEKITIIFVDKDGEEIPVKVPIGMSVLEAAHEN-DIDLEG--ACEASLACSTCHVIVM 64
adxhomdla ---LESEDGSEETQKINTTFVDKDGEETHVRVPVGMSMLEAAHEN-DIDLEG--ACEGSLACSTCHVIVM 64
fdxsce = —--———- PGEE----LKITFILKDGSQKTYEVCEGETILDIAQGH-NLDMEG--ACGGSCACSTCHVIV- 55
fdxspoETP1  PSFHSEIKKPLPGTGIKVFFVTPEGREIMIEGNEGDSILDLAHAN-NIDLEG--ACEGSVACSTCHVIV- 66
putrex = ———mm——mmm——meo SKVVYVSHDGTRRELDVADGVSLMQAAVSNGIYDIVG--DCGGSASCATCHVYV- 52
terprx = —m———mm——mm——e- PRVVFIDEQSGEYAVDAQDGQSLMEVATQNGVPGIVA--ECGGSCVCATCRIET - 52
fdxeco —m————-————- PKIVILPHODLCPDGAVLEANSGETILDAALRN-GIEIEH--ACEKSCACTTCHCIV- 54
.o . * K e ek
fdxlsol —  —=—---- KTGSLNQDDQSFLD--DDQIDEGWVLTCAAYPVS—~~DVT IETHKEEELTA-——=-——=--——~ 97
fdxdst = —---—- TAGTVDQSDGNYLD--DDOMADGFVLTCVAYPQS-~-DVTIETHKEEELTG-~————-——=-—-— 97
fdxosa = —---—- VSGEIDQSDQSFLD--DDQVAAGWVLTCHAYPKS---DIVIETHKQEDLI ——-—-——--——-—— 96
fdxlath ~  —----—- VSGSVDQSDQSFLD--DEQIGEGFVLTCAAYPTS---DVTIETHKEEDIV-—-—-———-——-—— 96
fdx2ath —----- VSGSIDQSDQSFLD--DEQMSEGYVLTCVAYPTS~~~DVVIETHKEEATM——~==——==——~~~ 96
fdx2sol ~ —---—- TSGSVDQSDQSFLE--DGOMEEGWVLTCIAYPTG-~-DVTIETHKEEELTA-————————=-—— 97
fdxear = —---—- VSGSVDESEGSFLD--DGQMEEGFVLTCIAIPES---DLVIETHKEEELF————-——--——-—— 95
adx2bta EQHIFEKLEAITDEENDMLDLAYG-LTDRSRLGCQICLTKAMDNMTVRVPDAVSDARESIDMGMNSSKIE 128
adxlbta EQHIFEKLEAITDEENDMLDLAYG-LTDRSRLGCQICLTKAMDNMTVRVPDAVSDARESIDMGMNSSKIE 128
adxmmu EDHIYEKLDAITDEENDMLDLAFG-LTDRSRLGCQVCLTKAMDNMTVRVPEAVADVRQSVDMSKNS--—— 124
adxhsa EDHIYEKLDAITDEENDMLDLAYG-LTDRSRLGCQICLTKSMDNMTVRVPETVADARQSIDVGKTS—--- 124
adxhomathl  DTKYYNKLEEPTDEENDMLDLAFG-LTATSRLGCQVIAKPELDGVRLAIPSATRNFAVDGFVPKPH---- 129
adxhomath2  DTEYYNKLEEPTDEENDMLDLAFG-LTETSRLGCQVIARPELDGVRLAIPSATRNFAVDGFVPKPH--—- 129
adxhomdla DVNQYNKLADPTDEENDMLDLAFG-LTETSRLGCQI IAKPELDGLRLALPSATRNFAVDGHKPKPH---- 129
fdxsce DPDYYDALPEPEDDENDMLDLAYG-LTETSRLGCQIKMSKDIDGIRVALPOMTRNVNNNDEFS——-—-——- 116
fdxspoETP1  DPEHYELLDPPEEDEEDMLDLAFG-LEETSRLGCQVLLRKDLDGIRVRIPAQTRNIRLE--RPKA----— 128
putrex NEAFTDKVPAANEREIGMLECVTAELKPNSRLCCQT IMTPELDGTVVDVPDRQW- == ======—==~~— 106
terprx EDAWVE IVGEANPDENDLLQSTGEPMTAGTRLSCQVFIDPSMDGLIVRVPLPA-~~——===——==——=—— 105
fdxeco -REGFDSLPESSEQEDDMLDKAWG-LEPESRLSCQARVTD--EDLVVEIPRYTINHAREH--——-—-——- 110
. * . . .

* % .

Abb. 32 — Alignment von 19 [2Fe-2S]-Ferredoxinen (ClustalW). fdx1sol - Ferredoxin I aus Spinacia
oleracea (WEDEL et al. 1988), fdx2sol - Ferredoxin II aus Spinacia oleracea (TAKAHASHI et al. 1983), fdxdst
- Ferredoxin aus Datura stramonium (MINO et al. 1993), fdxosa - Ferredoxin aus Oryza sativa (OHMORI et al.
1996), fdxlath - Ferredoxin I aus Arabidopsis thaliana (VORST et al. 1990, SOMERS et al. 1990), fdx2ath -
Ferredoxin II aus Arabidopsis thaliana (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE 2000), fdxear - Ferredoxin
aus Equisetum arvense (HASE et al. 1977), adx1bta - Adrenodoxin I aus Rind (OKAMURA et al. 1985),
adx2bta - Adrenodoxin II aus Rind (OKAMURA et al. 1987), adxmmu - Adrenodoxin aus Maus (STROMSTEDT
& WATERMAN 1995, ITOH et al. 1995), adxhsa - Adrenodoxin aus Mensch (PICADO-LEONARD et al. 1988),
adxhomlath und adxhom?2ath - Adrenodoxinhomologe I und Il aus Arabidopsis thaliana (THE ARABIDOPSIS
GENOME INITIATIVE 2000), adxhomdla - Adrenodoxinhomologes aus Digitalis lanata, fdxsce - Ferredoxin
aus Saccharomyces cerevisiae (BUSSEY et al. 1997), fdxspoETP1 - Ferredoxindomidne des
Elektronentransportproteins aus Schizosaccharomyces pombe (BUREIK et al. 2002), putrex - Putidaredoxin
aus Pseudomonas putida (PETERSON et al. 1990), terprx - Terpredoxin aus Pseudomonas sp. (PETERSON et al.
1992), fdxeco - Ferredoxin aus Escherichia coli (TA & VICKERY 1992).

Der Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen der vertebrate-type Ferredoxine von
Arabidopsis thaliana und Digitalis lanata fiihrte zur theoretischen Festlegung von reifen
Proteinen. Deren Authentizitit muf3 selbstverstindlich durch Untersuchung der nativen

Proteine tberpriift werden. Sollten sich die Ergebnisse der Northern-Blot-Analyse auf

92




Diskussion

Proteinebene bestitigen, wiren Proteinextrakte aus Kronblittern von Digitalis lanata
geeignetes Untersuchungsmaterial.
Die festgelegten Sequenzen der reifen Adrenodoxinhomologen entsprechen hinsichtlich

GroBe und Eigenschaften den Adrenodoxinen aus Rind, Maus und Mensch.

4.4.3 Berechnungen aus der Primirstruktur

Die GroBe der pflanzlichen Adrenodoxinhomologen stimmt mit 14,2 kDa sehr gut mit
Adx {iiberein, die pri-Proteine liegen im Bereich von 20 kDa. Die isoelektrischen Punkte
variieren etwas stirker (vgl. Tab. 9), bestitigen aber die typischen, stark sauren
Eigenschaften von Ferredoxinen. Sie finden ihre experimentelle Bestitigung durch die

isoelektrische Fokussierung (siche Abb. 12).

4.4.4 Signal- und Targeting-Peptide

Die Uberpriifung der Sequenzen der vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis
thaliana und Digitalis lanata mit verschiedenen Vorhersageprogrammen fiihrte zu keinem
einheitlichen Ergebnis (sieche Tab. 10). Die meisten Programme bestétigen, daf} es sich, wie
man in Analogie zu Adx vermuten darf, um mitochondriale Proteine handelt. Ausnahmen
gibt es lediglich bei iPSORT (BANNAI et al. 2002), das bei ADXHOMIATH weder ein
chloroplastiddres Transitpeptid noch ein mitochondriales Targetingpeptid detektiert und
das ADXHOM2ATH ein chloroplastiddres Transitpeptid zuschreibt. Die Detektion der
pra-Sequenz ist den Programmen teilweise nicht mdglich oder fithrt zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen. Lediglich MitoProt sagt fiir ADX1BTA die richtige Linge
voraus. Zur Festlegung der theoretischen pri-Sequenzen der pflanzlichen vertebrate-type
Ferredoxine wurden die Vorhersagen der Programme daher nicht herangezogen.

Die vorhergesagte mitochondriale Lokalisierung wird durch Nachweis des
Adrenodoxinhomologen 1 aus Arabidopsis thaliana in Mitochondrienlysat bestétigt

(PiccioccHi et al. 2003).

4.4.5 Modellberechnungen

Die Berechnung eines Modells von ADXHOMDLA sollte die Moglichkeit bieten, die

dreidimensionale Struktur eines pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxins zu untersuchen.
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4.4.5.1 Validierung des Modells

Die Validierung des Modells von ADXHOMDLA wurde mit verschiedenen
Programmen durchgefiihrt, da nur die Kombination mehrerer Qualititskriterien ein Bild
von der Giite eines Modells vermitteln kann. Ein Modell, das nur in geringem Maf einer
Energieminimierung unterworfen wurde, wird hervorragende Werte hinsichtlich der
Winkel @ und ¥ aufweisen. Dagegen diirfte die gegenseitige Behinderung der Seitenketten
bedeutende Ausmafle annehmen. In einem stark energieminimierten Modell wird die
Interaktion der Seitenketten kaum noch eine Rolle spielen, dafiir wird der Ramachandran-

Plot eine erheblich schlechtere Qualitit aufweisen.

Der Vergleich der Ramachandran-Plots von Adx (Abb. 22) und ADXHOMDLA (Abb.
23) zeigt eine nur geringfiigige Verschlechterung der Werte flir das Modell des

Ferredoxins aus Digitalis lanata.

Der Prosa-lI-Energiegraph gibt fiir jede Aminosdureposition die gesamte
Interaktionsenergie dieser Aminosdure mit allen anderen Aminosduren an. Diese
Energiefunktion sollte moglichst negativ sein. Falsch gewéhlte Templates verraten sich
zumeist durch hohe Werte des Energiegraphen (vgl. SIPPL 1993b). Im Fall des Modells von
ADXHOMDLA liegt der Graph erfreulicherweise sogar groftenteils unterhalb der Kurve
des Templates (vgl. Abb. 24). Das 14Bt auf eine energetisch sehr giinstige Faltung des

Proteins schlieBen. Auch die z-scores stimmen gut iiberein.

Die gegenseitige sterische Hinderung der Proteinseitenketten iibersteigt im Modell des
Adrenodoxinhomologen nicht wesentlich die Werte, wie sie fiir die Struktur von Adx zu
bestimmen waren. Beide Diagramme der WHAT IF Qualitdtskontrolle weisen hohe
Ahnlichkeit auf (vgl. Abb 25 und 26).

Die Kombination der Ergebnisse der Uberpriifung 1iBt den SchluB zu, daB es sich um
ein verldBliches Modell des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata handelt. Erst

die Aufkldarung der Rontgenstruktur dieses Proteins 148t genauere Erkenntnisse erwarten.
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4.4.6 Untersuchung der Tertiirstruktur

Die Berechnung des Modells des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata bietet
die Moglichkeit, die dreidimensionale Struktur des Proteins zu untersuchen. Der Vergleich
der ribbon-Strukturen von Adx und Modell zeigt nur geringfiigige Abweichungen.
Wichtiger, da im Wesentlichen von den Seitenketten der Aminosduren abhéngig, ist die
Ubereinstimmung bei den elektrostatischen Potentialen auf der Connolly-Oberfliche. In
gleichem MaBle von der Art der Seitenketten abhingig ist die Hydrophobizitit der
Oberfliche. In beiden Fillen besteht eine auBerordentlich hohe Ahnlichkeit des Modells
des vertebrate-type Ferredoxins aus Digitalis lanata mit dem bovinen Adx (vgl. Abb. 28

und 29).

4.4.6.1 Unterschiede der Tertidrstruktur

Wenn man die Uberlagerung des Proteinriickgrats von Adx und dem Modell des
Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata betrachtet, fallen drei Bereiche ins Auge, in
denen deutliche Unterschiede bestehen (siche Abb. 33).

Der erste Bereich umfaf3t die Aminosduren Leucin 38 bis Alanin 45 (Adx) bzw.
Isoleucin 44 bis Alanin 499 (ADXHOMDLA). Im Adx schmiegt sich die Peptidkette starker
dem Eisen-Schwefel-Cluster an und schirmt ihn daher besser gegen dullere Einfliisse ab.
Im Modell erlaubt die etwas aufgelockerte Struktur der Kette einen besseren Zugang zum
Cluster. Moglicherweise ist das die Erklarung fiir das ungewohnlich niedrige
Redoxpotential. Vergleiche von plant-type und vertebrate-type Ferredoxinen ergaben, daf3
in plant-type Ferredoxinen ein 16sungsmittelgefiillter Trichter existiert, der nahe am Eisen-
Schwefel-Cluster vorbei in das Protein fithrt (MULLER et al. 1999).

Die zweite Abweichung bezieht sich auf die Aminosduren Phenylalanin 59 bis
Phenylalanin 64 (Adx) bzw. Valin 63 bis Tyrosin 69 (ADXHOMDLA). Dieser Bereich
umfaBlt eine helikale Struktur an der Verbindungsstelle zwischen Interaktions- und
Kerndoméne. Vermutlich tragt diese Strukturdnderung nicht wesentlich zu mefBbaren
Unterschieden in den Eigenschaften des Ferredoxins bei, da diese Region recht weit vom
Eisen-Schwefel-Cluster entfernt ist.

Drittens ist der Eisen-Schwefel-Cluster selbst geringfiigig in seiner Position verschoben.

Die Veranderungen der CD-Spektren konnten hierauf zuriickgehen.
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Cys 46
Cys 50

ul Ala 49

Cys 59

Lys 66

Lys 71 Qﬁ Tyr 69
 p— 1\ e 64

/ Phe 59

Abb. 33 — Uberlagerung des Proteinriickgrats von Adx (blau) und ADXHOMDLA (gelb). Ausgewihlte C,
sind bezeichnet. N- und C-terminale Aminosduren sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt.

Inwieweit die Abweichungen, die zwischen Modell und Adx sichtbar werden, auch im
nativen Protein auftreten, mufl spiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. Eine

Rontgenstrukturanalyse von rekombinantem Protein konnte diese Frage beantworten.

4.5 Weiterfithrende Arbeiten

Die Suche nach dem seitenkettenspaltendem Enzym in Digitalis lanata konnte mit Hilfe
der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation durchgefiihrt werden. Dazu miisste
zunéchst eine cDNA-Bank in einem Plasmid oder A-Phagen konstruiert werden, die die
jeweiligen Digitalis-lanata-Proteine als Hybride mit einem Fragment des Gelb
Fluoreszierenden Proteins (YFP) exprimieren kann. Die Uberpriifung der
Fluoreszenzkomplementation wiirde mit einem Plasmid erfolgen, das die genetische
Information fiir ein Hybridprotein aus ADXHOMDLA und dem zweiten Fragment von
YFP tréagt.

Eine weitere, methodisch einfachere Moglichkeit, bietet die Affinitditschromatographie
an Adx-Sepharose, wie sie zur Reinigung von AdR und CYP11A1 angewendet wird. An
die Stelle von Adx konnte je nach Herkunft des zu tliberpriifenden Lysates das Homologe

der betreffenden Pflanze treten. AuBler Proteinextrakten von ganzen Pflanzen oder
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Pflanzenorganen eignen sich selbstverstindlich Mitochondrienlysate in besonderer Weise

fiir eine solche Untersuchung.

Sowohl Adx als auch seine pflanzlichen Homologe kommen hiufig in Isoformen vor. In
Digitalis lanata ist das Vorhandensein mehrerer Versionen auch von anderen Proteinen
bekannt, z. B. von den Acyl-CoA-bindenden Proteinen (METZNER et al. 2000, GRUNER
2003) und von den Cyclophilinen (LIEBAU 1995, SCHOLZE et al. 1999). Hinweise auf
Isoenzyme gibt es weiterhin bei der Cardenolid-16’-O-Glucohydrolase (FRAMM 2002).
Daher scheint es sinnvoll, nach Isoformen des Adrenodoxinhomologen in Digitalis lanata
zu suchen. Fiir diese Untersuchung konnte auch die im Rahmen dieser Arbeit erstellte

cDNA-Bank genutzt werden.

Antikorper gegen die rekombinanten pflanzlichen Adrenodoxinhomologen wiirden eine
Vielzahl von Untersuchungen ermoglichen. Die Verteilung der Proteine in verschiedenen
Pflanzenorganen koénnte mit den Ergebnissen der Northern-Blot-Analyse verglichen
werden. Weiterhin konnten sie hilfreich bei der Isolierung von nativem Protein sein, dessen

Sequenzierung die endgiiltige Feststellung der pra-Sequenz ermoglichen wiirde.

Im Zusammenhang mit der Uberexpression der rekombinanten Proteine bieten sich
mehrere weitergehende Untersuchungen an. Mit einer ausreichenden Menge an Protein
konnte die Bestimmung von Ky und viax des Rekonstitutionssystems aus CYP11A1, AdR
und dem jeweiligen vertebrate-type Ferredoxin erfolgen. Dies wiirde eine genauere
Einschétzung der Funktionalitdt der Adrenodoxinhomologen ermdglichen.

Sollten erfolgreich Kristalle der Adrenodoxinhomologen geziichtet werden konnen, die
fiir eine Rontgenstrukturanalyse geeignet sind, konnten die durch das Modell von
ADXHOMDLA gewonnenen Erkenntnisse iiberpriift werden. Eine besonders interessante
Frage ist, inwieweit die pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine eine Zwischenstellung zu

den plant-type Ferredoxinen einnehmen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die erste Two-Hybrid-cDNA-Bank fiir Digitalis lanata
hergestellt. Diese cDNA-Bank bietet die Mdglichkeit, Protein-Protein-Interaktionen in
dieser Pflanze zu studieren. Die Verwendung von Adx als bait-Protein blieb ergebnislos,

da es auf Grund seines stark sauren pl-Wertes zur Transkriptionsaktivierung fiihrt.

Ausgehend von der Sequenz eines Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana
gelang es, den cDNA-Klon eines vertebrate-type Ferredoxins aus einer cDNA-Bank von
Digitalis lanata zu isolieren. Der cDNA-Klon umfafit 1058 bp, davon gehoren 546 bp zum
codierenden Bereich. Das abgeleitete pra-Protein besteht aus 181 Aminosduren. Aus dem
pra-Protein wurde ebenso wie fiir die Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana aufgrund von

Sequenzvergleichen ein reifes Protein abgeleitet.

Die Sequenzen der zwei Adrenodoxinhomologen aus Arabidopsis thaliana sowie des
Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata wurden erfolgreich in Expressionsvektoren

kloniert.

Die vertebrate-type Ferredoxine aus Arabidopsis thaliana konnten in ausreichender
Menge exprimiert und gereinigt werden und standen fiir biochemische und
biophysikalische Untersuchungen zur Verfiigung. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen

lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Im SDS-Gel zeigt ADXHOM2ATH ein abweichendes Laufverhalten, das auf
Dimerbildung schlieBen 1468t. Durch Behandlung mit EDC wird die Dimerisation
unterbunden und ADXHOM2ATH wie auch ADXHOMI1ATH laufen in gleicher Hohe wie
Adx.

2. Die isoelektrische Fokussierung bestiétigt, da3 es sich wie erwartet um stark saure

Proteine handelt. Der isoelektrische Punkt liegt um pH 4,2.
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3. Die UV-Vis-Spektren weisen die typischen Eigenschaften von [2Fe-2S]-
Ferredoxinen auf. Nach Reduktion durch Natriumdithionit ergibt sich das typische Bild

eines durch Verlust des Eisen-Schwefel-Clusters gebleichten Ferredoxins.

4. Die gemessenen CD-Spektren lassen auf auf eine dhnliche Umgebung des Eisen-
Schwefel-Clusters der pflanzlichen Adrenodoxinhomologen schlieen, wie sie in Adx zu

finden ist.

5. Die Kurven der thermischen Denaturierung zeigen, daf3 die oxidierten Proteine
aus Arabidopsis thaliana stabiler sind als Adx. Im reduzierten Zustand sind die
Denaturierungskurven von Adx und ADXHOM2ATH fast deckungsgleich. Weniger stabil
ist ADXHOMI1ATH.

6. Die Geometrie des Eisen-Schwefel-Clusters in den vertebrate-type Ferredoxinen
ist gegeniiber Adx nach Analyse der EPR-Spektren kaum verdndert. Die

{ibereinstimmenden g-Werte unterstreichen die Ahnlichkeit der Homologen mit Adx.

7. Das unerwartet niedrige Redoxpotential deutet auf eine Mittelstellung der
pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxine zwischen den Adrenodoxinen und den plant-type
Ferredoxinen hin. Das Modell von ADXHOMDLA zeigt Ileichte strukturelle
Verdnderungen, die die Ursache hierfiir sein kdnnten, aber erst die Aufklidrung der
Rontgenstruktur eines pflanzlichen vertebrate-type Ferredoxins diirfte eine endgiiltige

Antwort liefern.

8. Im Rekonstitutionsassay sind ADXHOMIATH zu 58 % und ADXHOM2ATH
zu 83 % in der Lage, Adx als Elektroneniibertriger zwischen AdR und CYP11Al zu

ersetzen.

Unter Zugrundelegung von Adx als Template wurde ein Modell der dreidimensionalen
Struktur des Adrenodoxinhomologen aus Digitalis lanata berechnet. Validierung der
Struktur bestétigte, daB3 es sich um ein verldBliches Modell dieses Proteins handelt. Es
konnte gezeigt werden, da3 wichtige intramolekulare Interaktionen analog zu denen in Adx
vorhanden sind. Weiterhin konnten durch die Unterschiede zu Adx mogliche Erklédrungen

fiir abweichende Eigenschaften der Adrenodoxinhomologen gefunden werden.
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