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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Raps (Brassica napus) nimmt unter den zehn wichtigsten Ölsaaten der Welt hinter der
Sojabohne den zweiten Platz ein und stellt somit einen bedeutenden Rohstoff für den
Ernährungssektor, die Futtermittelindustrie sowie für die Biodiesel-Produktion und Oleo-
chemie dar (FAO1, 2005). Durch Züchtung erucasäuerefreier und glucosinolatarmer Sorten
(sog. 00-Qualität) hat Raps weltweit eine große Anbaubedeutung erlangt. Dies beruht ne-
ben den züchterischen Qualitätsverbesserungen auch auf der Tatsache, dass verschiedene
Sorten von Sommer- und Winterraps an unterschiedlichen Standorten der Welt gedeihen.
In Deutschland dominiert der Winterrapsanbau, bedingt durch das hohe Ertragsvermögen,
das insbesondere den Winterraps unter nord- und mitteleuropäischen Klimaverhältnissen
auszeichnet.

Im Gegensatz zur Sojabohne wird Raps in erster Linie als Öllieferant angebaut. Der größte
Teil des angebauten Rapses wird dabei zu ernährungsphysiologisch empfohlenen, hochwer-
tigen Speiseölen verarbeitet. Durch die züchterische Reduktion des Glucosinolatgehaltes
wurde jedoch auch die Verwertung des proteinreichen Rückstandes der Ölextraktion, des
sogenannten Rapsschrots bzw. Rapsmehls, in der Futtermittelindustrie ermöglicht (Downey
und Bell, 1990). Das Rapsprotein ist reich an essentiellen Aminosäuren und daher quan-
titativ und qualitativ vergleichbar mit dem Sojaprotein (Ohlson, 1978). Die Verwendung
als Futtermittelzusatz ist jedoch limitiert durch antinutritive Stoffe wie Tannine (Polyphe-
nole), Phytate und phenolische Ester (Bell, 1993; Griffiths et al., 1998). Den Hauptanteil
der phenolischen Ester liefert das Sinapoylcholin (Sinapin), das während der Samenent-
wicklung in großen Mengen akkumuliert und dessen Gehalt im Rapsmehl durchschnittlich
bei 1-2 % liegt (Bell, 1993). Neben der durch Komplexbildung hervorgerufenen Minde-
rung der Proteinverdaulichkeit sind die phenolischen Ester für den bitteren Geschmack
und die adstringierenden Eigenschaften sowie die dunkle Farbe von Rapsschrotprodukten
verantwortlich (Blair und Reichert, 1984; Bouchereau et al., 1991; Naczk et al., 1998).
Ein spezifisches Problem ergibt sich bei der Fütterung von Geflügel mit Rapsschrot. Be-
stimmte Legehennen-Rassen sind aufgrund eines genetischen Defekts nicht in der Lage
Trimethylamin, ein Abbauprodukt des Sinapins zu metabolisieren (Pearson et al., 1980).
Diese Verbindung gelangt in die Eier und wirkt stark antinutritiv in dem sie Fischgeruch
verursacht (Bell, 1993). Um Raps als Proteinpflanze in vollem Umfang nutzbar zu ma-
chen, ist demnach eine Reduktion des Sinapingehaltes notwendig. Die Untersuchung von

1http://www.fao.org/es/esc/en/20953/21017/highlight_27527en.html



1. Einleitung 2

549 genotypisch divergenten Winterraps-Samenproben ergab eine natürliche Variation des
Sinapingehaltes zwischen 3,5 und 13 mg/g Samen, die jedoch nicht stabil vererbt wurde
(Zum Felde et al., 2003). Da der Metabolismus der Sinapatester bekannt ist, könnte auf
biotechnologischem Wege eine stabile Reduktion des Sinapingehaltes erreicht werden.

1.1. Metabolismus der Sinapatester

Die Biosynthese der meisten pflanzlichen Phenole geht von der Aminosäure l-Phenylala-
nin aus, die durch den Shikimisäure-Soffwechselweg gebildet wird (Herrmann und Weaver,
1999). Im Verlaufe des sogenannten generellen Phenylpropanstoffwechsels wird diese Ami-
nosäure in Zimtsäure bzw. 4-Cumarsäure umgewandelt. Ausgehend von der 4-Cumarsäure
wird über ein komplexes metabolisches Netzwerk Sinapinsäure gebildet (Ruegger und
Chapple, 2001; Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002b; Nair et al., 2004). Die verschie-
denen Hydroxyzimtsäuren sind zentrale Zwischenprodukte des phenolischen Stoffwechsels
und dienen in verschiedenen Stoffwechselwegen als Ausgangsprodukt für die Synthese wei-
terer phenolischer Verbindungen. In vielen Pflanzen akkumulieren sie jedoch auch in Form
verschiedener Konjugate als Endprodukte (Strack und Mock, 1993). Für die Familie der
Brassicaceae (Kreuzblütler) ist das Auftreten löslicher Sinapatester typisch. In den meis-
ten Brassicaceen akkumulieren drei Hauptprodukte des Phenylpropanstoffwechsels, Sina-
pin, Sinapoyl-l-malat (Sinapoylmalat) und deren gemeinsamer Vorläufer 1-O-Sinapoyl-β-
d-glucose (Sinapoylglucose). Die Biosynthese der Sinapatester wurde in der Vergangenheit
durch Analysen in Modellorganismen wie Raphanus sativus, Arabidopsis thaliana, Brassi-
ca rapa und Brassica napus aufgeklärt.

Sinapoylglucose, Sinapoylmalat und Sinapin sind Bestandteile eines gemeinsamen Stoff-
wechselweges (Abbildung 1.1), in den vier Enzyme involviert sind, eine Glucosyltransfera-
se [UDP-Glucose:Sinapinsäure Glucosyltransferase (SGT)], zwei Acyltransferasen [1-O-
Sinapoyl-β-d-glucose:Cholin-Sinapoyltransferase (SCT) und 1-O-Sinapoyl-β-d-glucose:l-
Malat-Sinapoyltransferase (SMT)] sowie eine Sinapinesterase (SCE). Ausgangsprodukt des
Stoffwechselsweges ist die Sinapinsäure. Diese wird durch die SGT unter Verbrauch von
UDP-Glucose zu Sinapoylglucose verestert (Strack, 1980; Nurmann und Strack, 1981; Wang
und Ellis, 1998; Milkowski et al., 2000a). Das hohe Gruppenübertragungspotential ener-
giereicher β-Acetalesters für den Sinapolyrest (-35,7 kJ/Mol) wird durch spezifische Acyl-
transferasen in nachfolgenden Umesterungsreaktionen genutzt (Mock und Strack, 1993).
Während der Samenentwicklung katalysiert die SCT die Transacylierung von Sinapoylglu-
cose zu Sinapin (Strack et al., 1983; Regenbrecht und Strack, 1985; Shirley et al., 2001).
Sinapin akkumuliert in den Embryos und wird während der Keimung durch die Sinapi-
nesterase gespalten (Nurmann und Strack, 1979; Strack, 1980). Während das dabei ent-
stehende Cholin zu etwa 50 % in die Synthese von Phosphatidycholin eingeht (Strack,
1981), wird die freigesetzte Sinapinsäure über Sinapoylglucose (Strack, 1980; Nurmann



1. Einleitung 3

und Strack, 1981) durch die SMT zu Sinapoylmalat konjugiert (Tkotz und Strack, 1980;
Strack, 1982; Chapple et al., 1992; Mock et al., 1992; Lehfeldt et al., 2000). Sinapoylmalat
akkumuliert in den Vakuolen der Mesophyll- und Epidermiszellen der Blätter (Strack et al.,
1985; Hause et al., 2002) und spielt wahrscheinlich eine Rolle beim Schutz vor schädigen-
der UV-Strahlung (Li et al., 1993; Landry et al., 1995; Sheahan, 1996; Booij-James et al.,
2000).

Abbildung 1.1.: Biosynthese der Sinapatester in Brassicaceen (Milkowski et al., 2004; modifi-
ziert). SGT: UDP-Glucose:Sinapinsäure Glucosyltransferase (EC 2.4.1.120), SCT: 1-O-Sinapoyl-
β-d-glucose:Cholin-Sinapoyltransferase, (EC 2.3.1.91), SMT: 1-O-Sinapoyl-β-d-glucose:l-Malat-
Sinapoyltransferase (EC 2.3.1.92), SCE: Sinapinesterase (EC 3.1.1.49).
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1.2. Akkumulation der Sinapatester und Enzymaktivitäten

Die Samenentwicklung in höheren Pflanzen ist in drei Hauptphasen unterteilt (Goldberg
et al., 1989; Thomas, 1993; vgl. Abbildung 1.2). Während der frühen Embryogenese durch-
läuft der Embryo eine Reihe von Zellteilungen, und alle Grundstrukturen des Embryos
werden angelegt (Mayer et al., 1991). Nach einer Wachstumsphase stoppt die Zellteilung
(Goldberg et al., 1994) und der Samen tritt in die Reifephase ein. Während der Reifephase
kommt es zur Akkumulation von Reservestoffen wie Speicherproteinen, Kohlenhydraten
und Fetten. Zuletzt wird der Samen dormant und tolerant gegenüber Austrocknung.

Abbildung 1.2.: Stadien der Samenentwicklung über zwei Monate: A, globuläres und Torpedosta-
dium; B, frühes Kotyledonenstadium bis zum „walking stick“; C, mittleres Kotyledonenstadium; D,
voll ausgebildetes Kotyledonenstadium, weiche Samenschale; E, voll ausgebildeter Embryo, Beginn
der Austrocknung, harte Samenschale; F, Samen mit brauner Schale, Embryo gelb; G, trocknete
Samen, Samenschale schwarz

Die Akkumulation der Sinapatester sowie die Aktivität der involvierten Biosynthese-Enzy-
me wurde während der Samen- und Keimlingsentwicklung in B. napus von Milkowski et al.
(2004) untersucht (Abbildung 1.3).

Abbildung 1.3.: Akkumulation der Sinapatester und Enzymaktivitäten in B. napus (Milkow-
ski et al., 2004). SGT: UDP-Glucose:Sinapinsäure-Glucosyltransferase (EC 2.4.1.120), SCT: 1-
O-Sinapoyl-β-d-glucose:Cholin-Sinapoyltransferase, (EC 2.3.1.91), SMT: 1-O-Sinapoyl-β-d-gluco-
se:l-Malat-Sinapoyltransferase (EC 2.3.1.92), SCE: Sinapinesterase (EC 3.1.1.49).
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In den frühen Stadien der Embryogenese (Stadium A) wurde ausschließlich Sinapoylglucose
in Spuren nachgewiesen. Die Sinapinsynthese beginnt hingegen erst im frühen Kotyledo-
nenstadium (Stadium B). Während der Differenzierung der Keimblätter (Stadium B und
C) steigt der Gehalt an Sinapoylglucose und Sinapin an, einhergehend mit einer raschen
Größenzunahme der Keimblätter. Im voll entwickelten Embryo (Stadium D) beginnt Sina-
pin zu akkumulieren. Diese Akkumulation geht in den folgenden Samenstadien mit einem
Anstieg an Sinapoylglucose einher (Stadium E bis G). Sinapoylmalat konnte während der
gesamten Samenentwicklung nicht gefunden werden. Die frühe Keimlingsentwicklung ist
durch eine schnelle Sinapinabnahme charakterisiert, worauf eine Akkumulation von Sina-
poylmalat folgt. Die durch die Sinapinesterase (SCE) aus Sinapin im Keimling freigesetzte
Sinapinsäure wird unmittelbar durch die SGT mit Glucose zu Sinapoylglucose umgesetzt
und fließt in die SMT-katalysierte Bildung von Sinapoylmalat ein. Im sechs Tage alten
Keimling ist kein Sinapin mehr nachweisbar.

Alle Enzymaktivitäten, die in diese Biosynthese involviert sind, korrelieren mit dem Akku-
mulationsmuster der Sinapatester. Die höchste Enzymaktivität der SGT und SCT wurde
in voll entwickelten grünen Embryos zu Beginn der Austrocknung gefunden (Stadium E).
Während der Samenentwicklung wurde nur eine sehr geringe Sinapinesterase-Aktivität
detektiert. Diese steigt jedoch während der Keimung schnell an und erreicht ihren Höhe-
punkt zwei Tage nach der Aussaat. Danach sinkt sie wieder auf ein niedriges Niveau. Die
Aktivität der SMT, welche für die Bildung von Sinapoylmalat verantwortlich ist, wurde
erstmals in zwei Tage alten Keimlingen nachgewiesen, wenn die SGT ihr zweites Aktivi-
tätsmaximum erreicht hat. Danach sinkt die SGT-Aktivität, während die Aktivität der
SMT kontinuierlich bis zum zehnten Tag steigt und sich dann auf ein relativ konstantes
Niveau einstellt.

1.3. Die Gene der Sinapatesterbiosynthese

Im Gegensatz zu dem vielfältigen Wissen über die biochemischen Aspekte des Soffwech-
sels der Sinapatester war über die involvierten Gene und ihre Regulation lange Zeit nichts
bekannt. In den letzten Jahren konnten jedoch einige Gene identifiziert werden. So wur-
den durch Methoden der reversen Genetik cDNAs isoliert, die für die SGT aus B. napus
(Milkowski et al., 2000a) und A. thaliana (Milkowski et al., 2000b; Lim et al., 2001) co-
dieren. Da keine N-terminalen Signalsequenzen identifizieren werden konnten, geht man
davon aus, dass das Enzym in Analogie zu anderen Glucosyltransferasen im Cytoplasma
lokalisiert ist (Wang und Ellis, 1998)

Für die Isolierung der Gene, die die Acyltransferasen SMT und SCT codieren, hatte die
Analyse von Mutanten große Bedeutung. Durch Screening von chemisch mutagenisierten
A. thaliana-Mutanten wurden anhand einer veränderten Fluoreszenz der methanolischen
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Blattextrakte zwei Linien identifiziert, die in ihren Blättern Sinapoylglucose anstelle von
Sinapoylmalat akkumulieren (Lorenzen et al., 1996). Das für diese Mutation verantwort-
liche Gen wurde Sinapoylglucose Accumulator 1 (SNG1) genannt. Die Klonierung des
Gens gelang durch inverse PCR ausgehend von einer T-DNA-Insertionsmutante, die den
oben beschriebenen Phänotyp aufweist (Lehfeldt et al., 2000). Sequenzanalysen zeigten
sechs mögliche N-Glykosilierungsstellen entsprechend der Consensussequenz N-X-S/T, so-
wie eine N-terminale Signalsequenz, welche eine subzelluläre Lokalisation der SMT in der
Vakuole vermuten läßt. Diese Annahme wurde später durch Immunlokalisierung bestätigt
(Hause et al., 2002). Durch die hohe Sequenzidentität zu Serincarboxypeptidasen wurde
die SMT in die Klasse der SCPL-Proteine (serine carboxypeptidase like proteins) einge-
ordnet (Abschnitt 1.4).

Erste Sequenzinformationen über die SCT lieferte die Reinigung des Enzyms aus dun-
kelgrünen voll entwickelten Samen von B. napus (Vogt et al., 1993). Ein 28-kDa Peptid
wurde als eine Untereinheit des SCT-Proteins identifiziert, welches, so die Annahme, in
der Pflanze als Dimer vorliegt. Ausgehend von dieser Untereinheit wurden vier Peptidse-
quenzen erhalten (IDGES; NILYLEDPAG; IVPGAAQQILLGNRK und GYVLGNPAV).
Das erste vollständige für die SCT codierende Gen wurde aus A. thaliana isoliert (Shirley
et al., 2001). Hierbei kam ein ähnliches Verfahren, wie bei der Identifizierung des SMT-
Gens zur Anwendung. Durch die Analyse von methanolischen Samenextrakten chemisch
mutagenisierter A. thaliana Mutanten konnte eine Linie identifiziert werden, welche im
Samen Sinapoylglucose anstelle von Sinapin akkumuliert. Das verantwortliche Gen wurde
Sinapoylglucose Accumulator 2 (SNG2) genannt. Da die SMT und die SCT ähnliche Tran-
sacylierungen katalysieren, ging man davon aus, dass es sich bei der SCT ebenfalls um ein
SCPL-Protein handeln könnte. Durch eine Kombination aus Karten-gestützter Klonierung
(map-based cloning) und Kandidaten-Gen Analyse gelang es, das SNG2-Gen zu identifi-
zieren. Sequenzanalysen zeigten auch für die SCT putative Glykosilierungsstellen und eine
N-terminale sekretorische Signalsequenz für die post-translationale Prozessierung im En-
doplasmatischen Retikulum. Dies läßt, wie bei der SMT, eine subzelluläre Lokalisation in
der Vakuole vermuten. Weiterhin wurde bestätigt, dass es sich bei der SCT um ein SCPL-
Protein handelt. Shirley und Chapple (2003) beschreiben, dass das Enzym in der Pflanze
als Heterodimer, bestehend aus einer 30 kDa und einer 17 kDa Untereinheit, vorliegt.

Über das letzte fehlende Glied in der Kette des Stoffwechsels der Sinapatester, die Sinapi-
nesterase (SCE), liegen derzeit keine Sequenzinformationen oder Hinweise auf deren Loka-
lisierung vor. Die Sinapinesterase aus Raphanus sativus wurde in einigen frühen Arbeiten
in Protein-Rohextrakten charakterisiert (Nurmann und Strack, 1979; Strack, 1980).
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1.4. Serin-Carboxypeptidase-ähnliche Acyltransferasen

Im pflanzlichen Phenylpropanstoffwechsel katalysieren Acyltransferasen die Bildung eines
breiten Spektrums von Hydroxyzimtsäurekonjugaten (Ester und Amide), die in höheren
Pflanzen akkumulieren und für eine Vielzahl ökologisch relevanter Funktionen wie z. B.
UV-Schutz oder Pathogenabwehr essentiell sind (Hahlbrock und Sheel, 1989; Strack und
Mock, 1993). Es wurden Acyltransferasen nachgewiesen, die anstelle von Coenzym A-
aktivierten Substraten das hohe Gruppenübertragungspotential von 1-O-Glucoseestern
der Hydroxyzimtsäuren (-35,7 kJ/Mol) für den Acyltransfer nutzen (Mock und Strack,
1993). Molekulare Daten zeigen hohe Sequenzähnlichkeiten derartiger Transferasen zu
Serin-Carboxypeptidasen (SCP). Zu diesen hydrolytischen Enzymen des Primärstoffwech-
sels zählen z.B. die Carboxypeptidasen I und II aus Gerste (Sorensen et al., 1986, 1987), die
Serin-Carboxypeptidase II aus Weizen (Liao und Remington, 1990) und die Carboxypep-
tidase Y aus Hefe, (Hayashi und Stein, 1973). Aufgrund ihrer Sequenzähnlichkeit wurden
diese Acyltransferasen als SCPL-Proteine bezeichnet.

Serin-Carboxypeptidasen sind Exopeptidasen, die einzelne Aminosäurereste vom C-Termi-
nus eines Proteins hydrolytisch abspalten. Sie gehören zur hoch divergenten Familie der
α/β-Hydrolasen (Ollis et al., 1992). Durch Inhibitor- und Mutagenese-Studien (Hayashi
und Stein, 1973; Hayashi et al., 1975; Bech und Breddam, 1989) und durch Kristallisati-
onsanalysen (Liao und Remington, 1990; Liao et al., 1992) konnte die für die Enzymakti-
vität essentielle katalytische Triade, bestehend aus den Aminosäuren Histidin, Serin und
Aspartat, identifiziert werden. Der Reaktionsmechanismus der katalytischen Triade ist zu-
sammenfassend von Dodson und Wlodawer (1998) beschrieben worden (Abbildung 1.4).

Durch die Interaktion mit dem Imidazol-Stickstoff des Histidins wird das Sauerstoffatom
(Oγ) des Serylrestes stark nucleophil und attackiert den Carbonyl-Kohlenstoff des Peptid-
Substrates. Dadurch wird die Peptidbindung gespalten und die Aminokomponente freige-
setzt. Das dadurch gebildete kovalente Acyl-Enzym-Intermediat wird durch den nucleophi-
len Angriff von Wasser gespalten, wobei die Peptidkomponente freigesetzt und der reaktive
Serylrest des Enzyms regeneriert wird. Dem Aspartylrest der katalytischen Triade wird auf-
grund seiner negativen Ladung eine stabilisierende Wirkung zugeschrieben.

Obwohl die SCPL-Acyltransferasen für den Acyltransfer möglicherweise dieselbe katalyti-
sche Triade (Ser, His, Asp) wie die Serin-Carboxypeptidasen nutzen (Li und Steffens, 2000;
Lehfeldt et al., 2000), zeigen sie keinerlei hydrolytische Aktivität. Derzeit werden zwei
alternative Modellvorstellungen zum Reaktionsmechanismus der SCPL-Acyltransferasen
diskutiert (Shirley et al., 2001). Zum einen könnte in Analogie zur Hydrolase-Reaktion
der Carboxypeptidasen der nucleophile Angriff des aktiven Serylrestes auf den Carbonyl-
Kohlenstoff der Esterbindung erfolgen und zur Ausbildung eines Acyl-Enzym-Intermediates
führen. Im Gegensatz zu den Hydrolasen muß in diesem Fall von den Transacylasen der
nucleophile Angriff des Wassers auf das Intermediat verhindert werden. Dies könnte durch
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den Ausschluss von Wassermolekülen über eine hydrophobe Abschirmung des katalytischen
Zentrums erfolgen. Dafür binden diese Enzyme einen zweiten Reaktionspartner, z.B. Ma-
lat (SMT) oder Cholin (SCT), der den Intermediat-Komplex angreift. Andererseits werden
Mechanismen diskutiert, die der Hydroxylgruppe des zweiten Reaktionspartners einen stär-
ker nucleophilen Charakter als Wasser verleihen, so dass dieser direkt die Esterbindung des
Glucoseesters angreifen kann. Ein derartiger Reaktionsmechanismus wurde kürzlich für ei-
ne C-C-Hydrolase aus E. coli beschrieben, die ebenfalls eine katalytische Triade nutzt
(Fleming et al., 2000).

Abbildung 1.4.: Nukleophiler Angriff auf eine Peptidbindung durch die katalytische Triade (Dod-
son und Wlodawer, 1998; modifiziert). Rot: Serylrest (Nukleophiles Atom: Oγ), Orange: Histidin,
Grün: Carboxylgruppe des Aspartats, Blau: Wassermolekül

Erste Sequenzinformationen zu β-Acetalester-abhängigen Acyltransferasen wurden durch
die Reinigung und molekulare Charakterisierung einer Isobutyroyltransferase aus der Wild-
tomate (Lycopersicon penellii) zugänglich, welche als SCPL-Protein beschrieben wurde
(Li et al., 1999; Li und Steffens, 2000). Mit der Klonierung der SMT und SCT aus
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A. thaliana wurden zwei weitere Glucoseester-abhängige Acyltransferasen isoliert und als
SCPL-Proteine eingeordnet (Lehfeldt et al., 2000; Shirley et al., 2001; Shirley und Chapple,
2003). Kürzlich wurden mit Hilfe computergestützter Methoden anhand von Sequenzho-
mologien 49 weitere SCPLs aus A. thaliana (Milkowski und Strack, 2004; Fraser et al.,
2005) und 71 SCPLs aus O.sativa (Feng und Xue, 2006) identifiziert.

1.5. Das Genom von Brassica napus

Raps (Brassica napus) ist eine amphidiploide Art, die durch spontane Hybridisierung von
Rübsen [Brassica rapa (syn. campestris)] und Kohl (Brassica oleracea) entstanden ist (U,
1935; vgl. Abbildung 1.5).

Abbildung 1.5.: Zusammensetzung der Genome von Brassica-Arten (U, 1935; modifiziert).

Amphidiploidie (Allotetraploidie) beschreibt eine spezielle Form der Polyploidie, bei der
zwei diploide Elterngenome ein neues Genom bilden. Es wird davon ausgegangen, dass die
spontane Bastardierung zwischen Rübsen und Kohl und die nachfolgende Diploidisierung
nur wenige Jahrhunderte zurückliegt. Die ältesten archäologischen Funde und urkundlichen
Belege für Raps als Ölpflanze datieren in das 16. Jahrhundert zurück (Kroll, 1994). Die Nut-
zung der diploiden Ausgangsformen B. rapa und B. oleracea ist durch schriftliche Quellen
und prähistorische Funde seit vorchristlicher Zeit belegt (Übersicht bei Körber-Grohne,
1995). Es ist sehr wahrscheinlich, dass B. napus seinen Ursprung im Mittelmeerraum,
dem gemeinsamen Verbreitungsgebiet der beiden diploiden Ursprungsarten B. rapa und
B. oleracea, hat. Eine weitere Vermutung ist, dass Rapsformen auch in Nordwesteuropa
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entstanden sind, denn beide Elternarten kamen früher wild an den Küsten des Atlantiks
und der Nordsee vor (Körber-Grohne, 1995). Schließlich weisen verschiedene neuere Be-
funde darauf hin, dass amphidiploide Rapsformen aus der Kreuzung von B. rapa und B.
oleracea nicht nur einmal, sondern mehrfach an verschiedenen Standorten und mit ver-
schiedenen Formen der diploiden Eltern entstanden sind (Song und Osborn, 1992).

Das amphidiploide Genom von B. napus (2n = 38, AACC) enthält den kompletten diploi-
den Chromosomensatz von B. rapa (2n = 20, AA) und von B. oleracea (2n = 18, CC). Die
genetisch diploiden Brassica-Genome haben sich durch mehrere Polyploidisierungen ent-
wickelt (Lagercrantz und Lydiate, 1996; O’Neill und Bancroft, 2000). Polyploidisierung ist
von entscheidender Bedeutung für die Evolution pflanzlicher Genome. 50-70 % der Pflan-
zengenome sind durch frühere Polyploidisierungen gekennzeichnet, d. h. sie weisen dupli-
zierte oder vervielfachte chromosomale Segmente auf (Wendel, 2000; Adams und Wendel,
2005a,b). Die Analyse der Divergenz duplizierter Genom-Segmente in A. thaliana zeigte,
dass sowohl die Veränderung der Makrostruktur durch Duplikation und Neuanordnung von
Chromosomen, als auch die Veränderung der Mikrostruktur durch Translokation, Duplika-
tion oder Verlust von einzelnen Genen oder kleinen Gruppen von Genen, kennzeichnend
für die Evolution pflanzlicher Genome ist (Bancroft, 2000).

Das haploide Brassica-Genom ist nahezu vollständig aus verdreifachten Segmenten (tri-
plicated loci) zusammengesetzt, was auf einen hexaploiden gemeinsamen Vorfahren aller
Brassica-Arten schließen läßt (Lagercrantz und Lydiate, 1996; Lagercrantz et al., 1996).
Vergleichende Untersuchungen mit A. thaliana zeigten, dass die Arabidopsis-Segmente
drei- bis fünfach im Brassica-Genom vorhanden sind (O’Neill und Bancroft, 2000). Die
chromosomalen Segmente im Brassica-Genom weisen im allgemeinen Kolinearität mit den
homologen Segmenten aus Arabidopsis auf. Sie sind jedoch in ihrer Mikrostruktur durch
Genverlust, Translokation und Inversion stark verändert (O’Neill und Bancroft, 2000). Die
vergleichende Strukturanalyse der Genome von B. napus, B. rapa und B. oleracea zeigte,
dass durch die Hybridisierung im B. napus-Genom keine genomische Umstrukturierung
erfolgt ist, so dass in B. napus die Struktur der Genome von B. rapa und B. oleracea
im wesentlichen konserviert ist (Rana et al., 2004). Die Ergebnisse vergleichender Fein-
kartierungen weisen andererseits darauf hin, dass in B. napus Rekombinationsereignisse
zwischen A- und C-Genom in begrenztem Umfang vorkommen und zu einer Veränderung
der Mikrostruktur der Genome führen können (Udall et al., 2004).
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1.6. Zielstellung der Arbeit

Die Reduktion des Sinapingehaltes in der Rapssaat ist eine Vorraussetztung für die wirt-
schaftliche Verwertbarkeit von Rapsschrotprodukten im Lebensmittelbereich. Dies kann
durch die Suppression von Genen, die an der Sinapinsynthese beteiligt sind, erreicht wer-
den. Die vorliegende Arbeit befasste sich mit dem letzten Schritt dieser Biosynthese, der
durch das Enzym Sinapoylglucose:Cholin-Sinapoyltransferase (SCT) katalysiert wird.

Das primäre Ziel war die Klonierung und molekulare Charakterisierung einer BnSCT aus
Samen von B. napus. Auf dieser Grundlage sollten Strategien zur Hemmung der Sinapin-
synthese durch RNAi-vermittelte samenspezifische Suppression der BnSCT-Genexpression
erarbeitet und deren Auswirkung auf die Akkumulation von Sinapatestern untersucht wer-
den. Da die BnSCT streng samenspezifisch exprimiert wird, sollte der Promotor des codie-
renden Gens isoliert und auf Induzierbarkeit im Samen untersucht werden. Samenspezifi-
sche Promotoren sind wichtige Elemente für die gentechnische Veränderung der Samenin-
haltsstoffe durch molekulare Züchtungsansätze.

Glucoseester-abhängige Acyltransferasen des pflanzlichen Sekundärstoffwechsels sind zu
den hydrolytischen Serin-Carboxypeptidasen homolog (Abschnitt 1.4). Für das Verständ-
nis der molekularen Mechanismen, die den Funktionswechsel dieser Enzyme von Hydrolyse
zum Acyltransfer bewirken, ist die Kenntnis der Proteinstruktur einer SCPL-Acyltrans-
ferase unerlässlich. In diesem Zusammenhang sollten pro- und eukaryotische Expressions-
systeme für die BnSCT getestet werden, um Voraussetzungen für eine spätere Kristallisie-
rung dieses Enzyms zu schaffen.

Über den Ort der Sinapatesterbiosynthese ist bisher wenig bekannt. Abgesehen von der
SMT, die als reifes Protein in Vakuolen gefunden wurde (Hause et al., 2002), konnte bisher
keines der beteiligten Enzyme einem Zellkompartiment zugeordnet werden. Die Lokalisie-
rung der BnSCT im Samen von B. napus könnte neue Aspekte für das Verständnis des
komplexen Sinapatester-Metabolismus in der Pflanze liefern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Pflanzen

Arabidopsis

Als pflanzlicher Modellorganismus diente Arabidopsis thaliana L., Ökotyp Columbia. Für
die Komplementationsanalysen wurde die im Ökotyp Columbia durch T-DNA Insertion
erzeugte Mutante SALK 002255 verwendet. Diese Mutante trägt eine Insertion im SNG2-
Gens (AT5G09640), welches für das Enzym Sinapoylglucose:Cholin Sinapoyltransferase
(SCT) codiert. Durch das Fehlen einer funktionellen SCT ist die Mutante nicht in der
Lage Sinapin zu bilden und akkumuliert stattdessen Sinapoylglucose, die neben Cholin als
Substrat der SCT fungiert. Diese Eigenschaft ist verantwortlich für die Bezeichnung des
Gens [SNG2: Sinapoylglucose Akkumulator 2; Shirley et al. (2001)].

Brassica

Die Suppression der BnSCT durch RNAi wurde mit der Sommerrapssorte B. napus L.
cv. Lisora durchgeführt. Das Saatgut wurde freundlicherweise von der Deutschen Saat-
veredelung AG (DSV, Lippstadt) zur Verfügung gestellt. Für alle molekularbiologischen,
biochemischen und immunocytologischen Analysen wurde die Sommerrapssorte B. napus
L. var. napus cv. Drakkar verwendet. Weiterhin kamen für molekularbiologische Analysen
die Kohlsorte B. oleracea L. var. medullosa cv. Markola und die Rübsensorte B. rapa L.
var. silvestris cv. Rex zum Einsatz. Das Saatgut wurde freundlicherweise von der Norddeut-
schen Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG (NPZ Lembke, Hohenlieth) zur Verfügung
gestellt.

Nicotiana

Die Untersuchungen zur heterologen Expression der BnSCT in Pflanzen und die Immunlo-
kalisierung des heterologen Enzyms wurden in der Tabak Sorte Nicotiana tabacum L. cv.
Samsun durchgeführt.
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2.1.2. Mikroorganismen

Allgemeine Klonierungsarbeiten (Escherichia coli)

XL1 Blue (Stratagene) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
lac[F’proABlacIqZ∆M15 Tn10 (Tetrr)]

TOP10 (Invitrogen) recA1 endA1 F-mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Φ80lacZ∆M15∆lacX74 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Strr)nupG

Heterologe Expression (Escherichia coli)

M15p[Rep4] (Qiagen) NalS StrS RifS Thi- Lac- Ara+ Gal+ Mtl- F- RecA+

Uvr+ Lon+

BL21-CodonPlus(D3)-RIL
(Stratagene)

F- ampT hsdS(rB-mB
-) dcm+ Tetr gal λ(D3) endA Hte

[argU proL leuW Camr]

Screening der cDNA-Bank (Escherichia coli)

XL1 Blue MRF’ (Stratagene) ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 su-
pE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F’ proAB
lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]

SOLR (Stratagene) e14-(McrA-) ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB
recJ uvrC umuC::Tn5 (Kanr) lac gyrA96 relA1 thi-1
endA1 λR [F’ proAB lacIqZ∆M15] Su- (nonsuppres-
sing)

Heterologe Expression (Saccharomyces cerevisiae)

INVSc1 (Invitrogen) MATa his3∆1 leu2 trp1-289 ura3-52/MATαhis3∆1
leu2 trp1-289 ura3-52

Transformation von Pflanzen (Agrobacterium tumefaciens)

EHA105 (Hood et al., 1993) pEHA105 (pTiBo542∆T-DNA) in C58C1; Rifr

C58C1/pMP90 (Koncz und
Schell, 1986)

pMP90 (pTiBo542∆T-DNA) in C58C1; Rifr, Gentr

GV2260 (McBride und Sum-
merfelt, 1990)

pGV2260 (pTiB6S3∆T-DNA)) in C58C1; Rifr, Carbr

GV3101/pMP90, pSOUP
(Koncz und Schell, 1986;
Hellens et al., 2000)

pMP90 (pTiBo542∆T-DNA) und pSOUP in C58C1;
Rifr, Gentr, Tetr
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2.1.3. Oligonucleotide

Alle benötigte Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. Nachfol-
gend sind die Nukleotidsequenzen der verwendeten Oligonukleotide aufgeführt.

Bezeichnung: Nukleotidsequenz von 5’ nach 3’:

5’SCTBn ATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’SCTBn TCAGAGAGATTCACCATCAATCC
5’Sma-Kompl TATCCCGGGCGGAGAAAATGAGAA
3’Bam-Kompl TATGGATCCTCAGAGAGATTCACCATCAA
5’GeneRacer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
3’GSP1 CCCTTCTTCACGCCTAAAGCTCTGC
5’NestGeneRacer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA
3’NestGSP1 GCAGCTTGGAGGAGGTAACGATGATG
5’Nco-RNAi(as) GTACCATGGATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’Sma-RNAi(as) GTACCCGGGAGCTCTAAAGGAGGC
5’Nhe-RNAi(s) GTAGCTAGCATGAGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’Bam-RNAi(s) GTAGGATCCAGCTCTAAAGGAGGCAGTGTC
5’Bar ATGGGCCCAGAACGACGCCC
3’Bar GCGTGATCTCAGATCTCGGT
AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC
3’Genwalk GAGGACCTTCAAGACCAGGAAGATACT
5’Genwalk ATAATCCAGACCAATGCTCACTTATG
AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT
3’NestGenwalk TCAACCAAAATCAAGATGCTCAACGGAAA
5’NestGenwalk GTTCAAAAGATGGATTGATGGTGAATCTC
5’Nco-Expr TATTATCCATGGCTTCTTTGCATGTGAAGTATCTTCC
3’Sma-Expr TATTATCCCGGGGAGAGATTCACCATCAATCCATC
5’Hind-pYES TATAAGCTTAAAATGGGAAATCTTTACTTTCTAGTC
3’Bam-pYES TATGGATCCTCATCAATGATGATGATGATGATGGAGAG

ATTCACCATCAATCC
5’Nco-pImp AGTCCATGGCTAGAAATCTTTACTTTCTAGTCTTATTTCCG
3’Not-pImp AGTTGCGGCCGCGAGAGATTCACCATCAATCCATCTTTTG
5’Xho-pSCT CTCGAGTAGATCATGTCGAAGGTGTTG
3’Bam-pSCTBn GGATCCTTTCTCCGCTTCTTGG
3’Bam-pSCTBr GGATCCTTTCTCTGCTTCTTGGTGTC
5’PromWalk GGCGTTGCACGCTCAGAAAG
3’UTR1 TATAAAAGGGCATTGTTATTATTAATTTTTTTAC
3’UTR2 AATAAAAGGTTATTATTATTTTTAATTTTTGAC
5’Term ATGGATTGATGGTGAATCTC
3’Term AGACTACAAGATCCCAGATG
5’BAC GATCTAGTGGGCATTCCACC
3’BAC ACAATGTACAGGGGTTGGTC
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2.1.4. Plasmide

pGEM R©-T Easy (Promega, Madison WI, USA): Ein 3 kb großer Klonierungsvektor wel-
cher als linearisiertes Plasmid mit 3’T-Überhängen vorliegt und somit zur T/A-Klonierung
von PCR-Produkten genutzt werden kann. Das Plasmid trägt eine Ampicillin-Resistenz
und erlaubt Blau-/Weiß-Selektion.

pCR R©4 Blunt-TOPO R© und pCR R©-BluntII-TOPO R© (Invitrogen, Karlsruhe): Klo-
nierungsplasmide (3,9 und 3,5 kb) die für die „Blunt end“-Klonierung von PCR-Produkten
verwendet wurden. Diese Vektoren werden linearisiert und mit einer kovalent an seine 3´-
Enden gebundenen Topoisomerase I aus dem Vaccinia Virus geliefert. Diese Topoisome-
rase I besitzt eine zusätzliche Ligaseaktivität, die es ermöglicht, PCR-Produkte innerhalb
von 5 min bei Raumtemperatur in den Vektor zu ligieren. Beide Vektoren tragen eine
Kanamycin-Resistenz und erlauben zusätzlich die direkte Selektion rekombinanter Klone
durch die Ligation in das für E. coli letale ccdB-Gen. Zellen, die den nichtrekombinanten
Vektor enthalten, sterben somit ab.

pBlueScript R©S/K (+) (Stratagene, LaJolla CA, USA): Ein ca. 2,9 kb großes Klo-
nierungsphagemid, das bei der „in vivo excision“ der λ-ZAP-Phagen einer cDNA-Bank
entsteht. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz und ermöglicht die Blau-/Weiß-
Selektion.

pQE-60 (Qiagen, Hilden): Ca. 3,4 kb großes Expressionsplasmid für die heterologe rekom-
binante Proteinexpression in E. coli. Die multiple Klonierungsstelle wird flankiert von einer
C-terminalen 6xHistidinsequenz. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz.

pET-28a(+) (Novagen, Darmstadt): Ein ca. 5,3 kb großes Plasmid für die heterologe re-
kombinante Proteinexpression in E. coli. Die multiple Klonierungsstelle wird flankiert von
einer C-und einer N-terminalen 6xHistidinsequenz. Das Plasmid trägt eine Kanamycin-
Resistenz.

pYES2 (Invitrogen, Karlsruhe): Ein 5,9 kb großes Expressionsplasmid für die heterologe
rekombinante Proteinexpression in S. cerevisiae. Das Expressionskonstrukt enthält den in-
duzierbaren GAL1-Promotor für eine hohe Proteinexpression in Hefe durch Galaktose und
Repression durch Glukose. Die Selektion in E. coli erfolgt durch Ampicillin-Resistenz und
in Hefe durch die Komplementation des ura3-Genotyps auf Uracil-Mangelmedium.

pImpact1.1, pImpact1.1-tag (Plant Research International, Wageningen, NL): Ca. 4,6
kb große Plasmide für die Subklonierung von Expressionskonstrukten für die heterologe
Proteinexpression in Pflanzengeweben mit oder ohne c-terminalem cmyc- bzw. 6xHis-tag.
Die Variante 1.1 ist für die cytoplasmatische Expression bzw. für die Expression unter dem
eigenen Signalpeptid vorgesehen. Die Expressionskassette enthält den lichtregulierten Pro-
moter der kleinen Rubisco Untereinheit (RbcS1) und deren Terminator von Asteraceous
chrysanthemum. Die Multiple Klonierungsstelle erlaubt die in-frame-Klonierung über ei-
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ne NcoI- und eine NotI-Schnittstelle. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz. Die
gesamte Kassette kann über AscI und PacI in den binären Vektor pBINPLUS kloniert
werden.

pBINPLUS (Plant Research International, Wageningen, NL): Ein ca. 12,4 kb großer
binärer Vektor für die Pflanzentransformation, basierend auf dem Vektor pBIN19 (van En-
gelen et al., 1995). Die Integration der Expressionskasette erfolgt über die beiden Schnitt-
stellen AscI und PacI. Die Selektion erfolgt mit Hilfe der Plasmid-vermittelten Kanamycin-
Resistenz.

pBNN (AG Prof. E. Heinz, Uni Hamburg): Ein ca. 3,8 kb großes Plasmid für die Subklo-
nierung von Expressionskonstrukten basierend auf dem Vektor pBlueScript (Stratagene,
LaJolla CA, USA). Zwischen dem samenspezifischen napin590-Promotor (B. napus) und
dem nos-Terminator (A. tumefaciens) liegt die multiple Klonierungsstelle mit den Schnitt-
stellen SmaI, NcoI, BamHI und XbaI. Die gesamte Kassette kann über SpeI und HindIII
ausgeschnitten und in den binären Vektor pLH7000 übertragen werden. Das Plasmid ver-
mittelt Ampicillin-Resistenz.

pBNNGUS (Dr. C.Milkowski, IPB Halle): Ein ca. 4,8 kb großes Plasmid für die Subklo-
nierung von RNAi-Konstrukten basierend auf dem Vector pBlueScript (Stratagene, LaJolla
CA, USA). Zwischen dem samenspezifischen napin590-Promotor (B. napus) und dem nos-
Terminator (A. tumefaciens) befindet sich ein Subfragment des bakteriellen gusA-Gens
als spacer-Element. Dieses spacer-Element wird upstream von den Schnittstellen für SmaI
und NcoI und downstream von NheI und BamHI flankiert. Dies erlaubt die Klonierung
eines NcoI/SmaI-Subfragmentes in antisense- und eines NheI/BamHI-Subfragmentes in
sense-Richtung. Die gesamte Kassette kann über SpeI und HindIII in den binären Vektor
pLH7000 übertragen werden. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz.

pLH7000 (Hausmann und Töpfer, 1999): Ein ca. 9 kb großer binärer Vektor für die Trans-
formation in Pflanzen. Das Plasmid trägt eine Spectinomycin-Resistenz für die bakterielle
Selektion und das bar-Gen für die Selektion transgener Pflanzen mit Basta R©. Die Integra-
tion der RNAi- bzw. Expressionskassette erfolgt über die Schnittstellen SpeI und HindIII.

35SGUSpGREEN(Dr. Irene Stenzel, IPB Halle): Ein binärer Vektor für die Pflanzen-
transformation, welcher auf den Vektor pGREEN zurückgeht (Hellens et al., 2000). Die
Replikation des pGREEN-Vektors in A. tumefaciens ist von der Anwesenheit eines weiteren
Plasmids abhängig. Dieses Helferplasmid (pSOUP) codiert die zur Replikation erforderliche
ReplikaseA. Das modifizierte Plasmid 35SGUSpGREEN enthält das bakterielle GUS-Gen
zwischen dem 35S-Promotor und dem nos-Terminator. Es wurde verwendet, um die Pro-
motoraktivität der upstream-Bereiche der SCT zu testen. Dazu wurde der 35S-Promotor
nach XhoI/BamHI-Restriktion deletiert und durch die SCT-Promotoren ersetzt. Das Plas-
mid vermittelt Kanamycin-Resistenz.
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NapinLucpCambia (AG Prof. E. Heinz, Uni Hamburg): Ein ca. 11,3 kB großer binärer
Vektor, der für die Promotorstudie in B. napus eingesetzt wurde. Das Plasmid enthält
das LUC2-Gen, welches für die Luciferase in Leuchtkäfern codiert. Diese Sequenz wird
flankiert vom napin590-Promotor aus Raps und vom bakteriellen nos-Terminator. Mittels
KpnI/SmaI-Restriktion wurde der napin590-Promotor gegen die SCT-Promotorkonstrukte
ausgetauscht. Das Plasmid trägt Kanamycin-Resistenz.

2.1.5. Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Roth
(Karlsruhe), Sigma (München) und Merck (Darmstadt) bezogen. Für molekularbiologische
Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben, Enzyme von Roche (Mannheim), New
England Biolabs (Frankfurt), Invitrogen (Karlsruhe), Promega (Mannheim), Qiagen (Hil-
den) und Stratagene (LaJolla CA, USA) verwendet. Alle Lösungen und Medien wurden mit
doppelt entsalztem Wasser aus einer Milli-Q-Anlage (Millipore, Schwalbach) angesetzt.

2.1.6. Antikörper

Für Western Blot-Analysen wurden als primäre Antikörper zum einen ein monoklonaler
Anti-6xHis-tag Antikörper aus Maus (Novagen, Darmstadt) und zum anderen ein Pepti-
dantikörper gegen die SCT aus B. napus verwendet. Der Peptidantikörper (Kaninchen
Anti-BnSCT IgG) wurde durch Koinjektion von zwei Peptiden der SCT [Pep1: H2N-
CAKTRRAAETSDTK-CONH2, Pep2: H2N-DELHESLERNCGGK-CONH2], die an das
Glykoprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt wurden, in Kaninchen durch
die Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt. Die verwendeten Sekundärantikörper
waren für die enzymatisch-colorimetrische Detektion mit alkalischer Phosphatase (AP)
konjugiert. Die FAB-spezifischen Anti-Maus-IgG bzw. Anti-Kaninchen-IgG AP-Konjugate
wurden von der Firma Sigma (München) bezogen.

In den immuncytologischen Untersuchungen kam neben dem Anti-BnSCT Peptidantikör-
per ein Antikörper gegen Oleosin, dem Hauptprotein der Lipidkörpermembran, zum Ein-
satz. Dieser Antikörper (Huhn Anti-Oleosin IgY) wurde gegen das 20 kDa-Protein aus
B. napus hergestellt und wurde freundlicherweise von Prof. Anthony Huang (Universität
Kalifornien) zur Verfügung gestellt (Tzen et al., 1990). Als sekundäre Antikörper wur-
den die Fluoreszenz-konjugierten Antikörper Ziege Anti-Kaninchen-IgG -Alexa Fluor 488
und Alexa Fluor 546 sowie Ziege Anti-Huhn-IgG-Alexa Fluor 488 der Firma Molecular
Probes (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Alexa 488 fluoresziert bei Blauanregung grün
(Absorbtion 495 nm, Emmission 541 nm), Alexa 546 zeigt nach Grünanregung eine rote
Fluoreszenz (Absorbtion 556 nm, Emmission 573 nm).
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2.1.7. Geräte

Zentrifugen: 5417R-Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
Sorvall Super T21 (DuPont, Bad Homburg)
5810R-Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)

Thermocycler: Eppendorf MasterCycler Gradient (Eppendorf, Hamburg)
Thermomixer: Eppendorf comfort (Eppendorf, Hamburg)
Geldokumentation: BioDocAnalyze (Whatmann Biometra, Göttingen)
Phosphor Imager: Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA)
Elektrophoresen: Mini-PROTEAN II (BioRAD, München)

XCell SureLock R© Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe)
Spektrophotometer: Beckman DU 640
Mikrotom: HM335E (Microm, Walldorf)
Mikroskope: Zeiss Axioskop II (Carl Zeiss, Jena)

Zeiss Axioplan (Carl Zeiss, Jena)
Zeiss Semi 2000-C (Carl Zeiss, Jena)
Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Jena)

Bead Beater: Biospec. Products, Bartelsville, OK, USA
HPLC: WatersTM Millipore System (Waters, Eschborn)
pH-Meter: inoLab pH Level 1 (WTW)
Spannungsgerät: Power Supply EPS 301 (GE Healthcare Life Sciences, München)
Ultraschall: UW 2070 (Bandelin, Berlin)
Ultraturrax: IKA Werke GmbH & Co. KG
Elektroporator: MicropulserTM (BioRad, München)

2.2. Kultivierung, Transformation und Selektion von
Pflanzen

2.2.1. A. thaliana

Die Anzucht von A. thaliana erfolgte bei 23◦C und 16 h Licht bei einer Lichtstärke von
ca. 250 µmol/m2s in Klimaschränken der Firma CLF Plant Climatics. Das Kultursubstrat
bestand aus einem Gemisch aus Erde und Vermiculite (2-3 mm Körnung).

Die Transformation von A. thaliana erfolgte durch den A. tumefaciens-Stamm EHA105
(Hood et al., 1993) nach der Blütentauchmethode (floral dip; Clough und Bent, 1998). Da-
für wurden zunächst 400 ml LB-Medium (Luria-Bertani-Medium; Sambrook et al., 1989)
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit einer Übernachtkultur auf eine OD600

von 0,1 angeimpft. Die Zellen wurden bei 28◦C bis zum Erreichen einer OD600 von ung-
fähr 0,8 kultiviert. Anschließend wurden die Agrobakterien abzentrifugiert (10 min, 4000
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x g) und das Bakterienpellet in 200 ml 5 % (w/v) Saccharose-Lösung mit 0,05 % (w/v)
Silwet L-77 aufgenommen. In dieser Suspension wurden Blütenstände mit gut entwickelten
Knospen 2 min inkubiert. Die behandelten Pflanzen wurden anschließend für 3 Tage mit
geschlossener Gewächshaushaube und danach offen unter Langtagbedingungen bis zum
Reifen der Samen im Klimaschrank kultiviert.

Für die Selektion transgener Pflanzen mit dem bar-Gen als Resistenzmarker wurden die Sa-
men auf Erde ausgesät und die Pflanzen im Keimblattstadium mit einer 1:5000-Verdünnung
des Herbizids Basta R© (Hoechst Schering AgrEvo GmbH) besprüht. Diese Behandlung wur-
de im Abstand von 5-10 Tagen wiederholt, bis eine ausreichende Selektion der transgenen
Pflanzen erkennbar war.

Die Selektion transgener Pflanzen mit dem NptII -Gen, welches Kanamycin-Resistenz ver-
mittelt, erfolgte durch Aussaat auf modifiziertem MS-Medium [1 Liter: 0,5 g MES (pH 5,7),
4,4 g MS (Duchefa, Harlem, NL), 10 g Saccharose, 8 g Agar] mit 500 µg/ml Carbenicil-
lin (zum Abtöten der Agrobakterien) und 25 µg/ml Kanamycin. Vor der Aussaat mußten
die Samen sterilisiert werden. Dazu wurden sie 2 min in 70 % (v/v) Ethanol und 10 min
in Bleichlösung [12 % Natriumhypochloridlösung, 0,15 % (v/v) Tween R©20] inkubiert und
anschließend 8 mal mit sterilem Wasser gewaschen. Die Samen wurden anschließend zum
Quellen über Nacht in Wasser bei 4◦C inkubiert und anschließend auf dem oben beschrie-
benen Medium ausgelegt. Nach ca. zwei Wochen konnten die transgenen Pflanzen in Erde
überführt werden.

2.2.2. B. napus

Zur Anzucht der Pflanzen wurden Samen von B. napus auf Erde ausgelegt und bei 20◦C
für 5 Tage im Dauerlicht inkubiert. Die Pflanzen wuchsen im Gewächshaus bei 12-18◦C
und 16 h Licht.

Die Agrobacterium-vermittelte Transformation, Selektion und Pflanzenregeneration von
B. napus var. napus cv. Lisora wurde durch das Saatenunion-Resistenzlabor in Leopolds-
höhe nach einem modifizierten Protokoll von De Block et al. (1989) durchgeführt. Für
die Transformation wurde der A. tumefaciens-Stamm C58C1/pMP90 (Koncz und Schell,
1986) verwendet.

2.2.3. N. tabacum

N. tabacum wurde im Gewächshaus in Erde bei 23◦C und 16 h Licht kultiviert. Die Agro-
bacterium-vermittelte transiente Transformation erfolgte durch Infiltration etwa 10 Wo-
chen alter Blätter nach einem modifizierten Protokoll von Kapila et al. (1997) mit dem
Stamm GV2260 (McBride und Summerfelt, 1990). Dafür wurden 5 ml YEB-Medium [0,1



2. Material und Methoden 20

% (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) Fleischextrakt, 0,5 % (w/v) Pepton, 0,5 % (w/v) Sac-
charose, 2 mM MgSO4; (pH 7,0)] mit den entprechenden Antibiotika versetzt und mit einer
Agrobacterium Glycerolkultur angeimpft und über Nacht bei 28◦C und 180 rpm inkubiert.
Am zweiten Tag erfolgte die Zugabe von 20 µM Acetosyringon, 10 mM Glucose und 10
mM MES (pH 5,6). Nach weiterer Inkubation bei den oben angegeben Bedingungen sollten
die Bakterien am dritten Tag etwa eine OD600 von ungefähr 3 haben. Die Kultur wurde
dann durch die Zugabe von 2 x Infiltrationsmedium [10 % Saccharose, 20 mM Glucose,
8,6g/l MS; pH 5,6] und Wasser auf eine OD600 von 1 eingestellt. Nach der Zugabe von 200
µm Acetosyringon erfolgte die Infiltration der Blätter mit Hilfe einer 1 ml-Spritze durch
die Spaltföffnungen auf der Unterseite der Blätter. Die infiltrierten Pflanzen wurden für
einige Stunden dunkel gestellt und anschließend für mindestens drei Tage bei 23◦C und
16 h Licht inkubiert. Die infizierten Bereiche der Blätter konnten optisch von den nicht-
infizierten Bereichen unterschieden werden und wurden für weitere Analysen verwendet.

2.3. Kultivierung, Transformation und Selektion von
Mikroorganismen

2.3.1. E. coli

Die Anzucht der Bakterien erfolgte entweder auf Agarplatten oder als Suspensionsschüt-
telkultur (180-200 rpm) in LB-Medium bei 37 ◦C. Die Selektion auf resistenzvermittelnde
Plasmide erfolgte durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums mit folgenden Endkon-
zentrationen, sofern nicht anders angegeben: Carbenicillin (50 bzw. 100 µg/ml), Chloram-
phenicol (50 µg/ml), Kanamycin (50 µg/ml), Spectinomycin (100 µg/ml) und Tetracyclin
(12,5 µg/ml). Die Transformation mit Plasmiden erfolgte durch Elektoporation elektro-
kompetenter Zellen.

Für die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden 200 ml LB-Medium mit ei-
ner Übernacht-Vorkultur auf eine OD600 von 0,1 angeimpft. Nach Erreichen einer OD600

von 0,6 wurden die Zellen 15 min abgekühlt und anschließend bei 3000 x g für 10 min bei
4◦C sedimentiert. Es folgten mehrere Resuspensions- und Zentrifugationssschritte (40 ml
eiskaltes H2O, 20 ml eiskaltes H2O, 10 ml eiskaltes 10 % (v/v) Glycerin, 1 ml 10 % (v/v)
Glycerin). Die Zellen wurden in 50 µl Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei -80◦C aufbewahrt.

Für die Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und nach Zugabe
von 1 bis 2 µl Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatz in eine vorgekühlte Elektroporationskü-
vette überführt. Die Elektroporation erfolgte mit dem MicropulserTM (BioRad, München)
nach den Herstellerangaben. Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz
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1 h bei 37◦C unter Schütteln inkubiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum über Nacht bei 37◦C.

2.3.2. S. cerevisiae

Die Anzucht der Hefen erfolgte entweder auf Agarplatten oder als Suspensionsschüttelkul-
tur (180-200 rpm) in Vollmedium [YEP: 2 % (w/v) Pepton (Difco), 1 % (w/v) Hefeextrakt
(Gibco), 2 % (w/v) Glucose, 2 % (w/v) Agar für Platten (pH 5,7)] bei 30 ◦C, sofern nicht
anders angegeben.

Kompetente Hefe-Zellen wurden mit Hilfe des EasyCompTM Transformation Kits der Fir-
ma Invitrogen gemäß Anleitung hergestellt und transformiert. Die Selektion der transfor-
mierten Hefen erfolgte auf Minimalmedium nach den Herstellerangaben des „Yeast Synthe-
tic Drop-out Media Supplement without Uracil“ der Firma SIGMA (München) bei 30◦C
für zwei bis drei Tage.

2.3.3. A. tumefaciens

Die Anzucht der Bakterien erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in LB-Medium bei 28◦C.
Die Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens-Zellen und die Transformation wurde
nach dem E. coli-Protokoll durchgeführt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen
für mindestens 2 h bei 28◦C inkubiert. Für die Selektion wurden 20 bzw. 50 µl auf LB-
Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und für 2 bis 3 Tage bei 28◦C
inkubiert.

2.4. Isolierung und Auftrennung von Nukleinsäuren

2.4.1. Isolierung von RNA

Pflanzen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenteilen oder Zellsuspensionskulturen erfolgte
mit dem RNeasy Plant Mini-Kit der Firma Qiagen (Hilden). Dazu wurden 100 mg Pflanzen-
material bzw. Zellen der Suspensionskultur, die durch Vakuumfiltration vom Nährmedium
getrennt wurden, in einen vorgekühlten Glashomogenisator (VWR International, Wien)
überführt. Nach Zugabe von 500 µl Extraktionspuffer RLT wurde das Gewebe homogeni-
siert. Anschließend wurden 450 µl der aufgeschlossenen Zellen in ein Eppendorfgefäß über-
führt und nach Herstellerangaben weiter bearbeitet. Während der Aufarbeitung wurde ein
DNA-Verdau mit der RNase-freien DNase I (Qiagen, Hilden) nach den Herstellerangaben
durchgeführt. Die isolierte RNA wurde bei -80◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Hefen

Die Isolierung von RNA aus Hefen erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini-Kit der Firma Qia-
gen. Dazu wurden ca. 2 x 107 Hefezellen mechanisch mit Glasbeads (Roth) aufgeschlossen.
Die Zellen wurden in 600 µl Puffer RLT resuspendiert und nach Zugabe von ca. 600 µg
Glasbeads [0,25 mm - 0,5 mm (Roth, Karlsruhe) 4 mal für je 1 min stark geschüttelt und
zwischendurch auf Eis abgekühlt. Nach einer zweiminütigen Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit wurden die Zellen nach dem Protokoll für die Isolation von RNA aus Hefe
weiterverarbeitet. Um eventuelle Kontaminationen mit Plasmid-DNA zu entfernen, wurde
anschließend ein DNA-Verdau mit der RNase-freien DNase I (Qiagen, Hilden) durchge-
führt. Die isolierte RNA wurde bei -80◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.4.2. Isolierung von genomischer DNA

Pflanzen

Die Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzenteilen oder Zellsuspensionskulturen er-
folgte mit dem DNeasy Plant Mini- bzw. Maxi-Kit der Firma Qiagen (Hilden). Dazu wur-
den 100 mg bzw. 1 g Pflanzenmaterial mit flüssigem Stickstoff eingefroren, anschließend
gemörsert und nach den Herstellerangaben weiterverarbeit. Die isolierte DNA wurde bis
zur weiteren Verwendung bei 4◦C aufbewahrt.

2.4.3. Isolierung von Plasmid-DNA

E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus einer 5 ml E. coli Übernachtkultur erfolgte mit dem
QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden). Die Plasmide wurden aus 2 ml der
Kultur nach der Vorschrift des Herstellers isoliert. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bis
zur weiteren Verwendung bei 4◦C bzw. für längere Aufbewahrung bei -20◦C gelagert.

S. cerevisiae

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus einer 3 ml S. cerevisiae Übernachtkultur erfolgte
mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden). Die Hefezellen wurden
sedimentiert und anschließend in 300 µl Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von ca. 100
µl Glasbeads (0,25 mm - 0,5 mm, Roth) wurden die Zellen zum Aufschluß 5 min stark
geschüttelt. Nachdem die Glasbeads sich am Boden abgesetzt hatten, wurden 250 µl vom
Überstand abgenommen und nach den Herstellerangaben weiterverarbeitet.
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A. tumefaciens

Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens wurden die Zellen aus einer 4
ml Übernachtkultur sedimentiert und anschließend mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden) aufgearbeit. Da die DNA-Ausbeute aus A. tumefaciens sehr gering ist,
wurden 16 µl DNA in einem 20 µl Restriktionsansatz bzw. 5 µl DNA in einer PCR-Reaktion
eingesetzt.

2.4.4. Isolierung von BAC-DNA

Die Isolierung von BAC-DNA erfolgte mit dem BACMAX DNA Purification Kit [Epicentre
(Madison, WI, USA)] nach den Herstellerangaben ausgehend von einer 1,5 bzw. 40 ml
Übernachtkultur.

2.4.5. Trennung von DNA und RNA über Agarose-Gele

Die Auftrennung von DNA und RNA erfolgte zu analytischen Zwecken, sofern nicht anders
angegeben, in 1 % (w/v) Agarosegelen in 1 x TBE-Puffer [0,45 M TrisHCl, (pH 8,0), 0,45
M Borsäure, 10 mM EDTA]. Der aufgeschmolzenen Gellösung wurde vor dem Gießen 0,1
µg/ml Ethidiumbromid zur Visualisierung der DNA zugesetzt. Die Proben wurden vor
dem Beladen des Gels mit 10 x DNA-Ladepuffer [20 % (v/v) Glycerin, 0,1 M EDTA, 1
% (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 0,2 % (w/v) Xylencyanol FF] versetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte je nach Gelgröße bei 80-120 Volt. Es wurden auch
Fertiggele (E-Gel single comb; Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, wobei die Auftrennung
mittels E-Gel PowerBase v.4 (Invitrogen) innerhalb von 15 bzw. 30 min erfolgte. Nach
der Elektrophorese wurden die Gele mit dem Geldokumentationssystem BiodocAnalyze
(Whatmann Biometra, Göttingen) unter UV-Anregung fotografiert. Als Größenstandard
wurde ein definiertes Fragmentgemisch (Smart Ladder) der Firma Eurogentec (Seraing,
Belgien) verwendet.

2.4.6. Trennung von RNA über Formaldehydgele

Zur Auftrennung von RNA kamen denaturierende Agarosegele zum Einsatz: [1 % (w/v)
Agarose in 20 mM MOPS (pH 7,0), 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 0,74 % (v/v)
Formaldehyd]. Die RNA-Proben wurden vor der Beladung in 5 x RNA-Ladepuffer [80 mM
MOPS (pH 7,0), 20 mM Natriumacetat, 8 mM EDTA, 2,6 % (v/v) Formaldehyd, 30 %
(v/v) Formamid, 20 % (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau] überführt, mit 0,1
µg/ml Ethidiumbromid versetzt und 5 min bei 65 ◦C denaturiert.
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2.4.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde auf dem UV-Leuchttisch des Geldokumenta-
tionssystem BiodocAnalyze (Whatmann Biometra, Göttingen) bei einer Anregungswellen-
länge von 360 nm detektiert. Die gewünschten DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell
aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kit (Fragmente
bis 4 kb) bzw. des QIAquick GelExtraction Kit (Fragmente über 4 kb) der Firma Qiagen
(Hilden) nach Herstellerangeben aus der Gelmatrix eluiert.

2.4.8. Reinigung von DNA

Die Reinigung von DNA nach Restriktionsspaltungen, Polymerase-Kettenreaktionen oder
Dephosphorylierung erfolgte einerseits mit dem Quick-Clean-Kit der Firma Bioline (Lu-
ckenwalde) nach den Herstellerangaben. Andererseits kam auch die Ethanol-Natriumacetat-
Fällung zum Einsatz. Dabei wurde die zu fällende DNA mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat
und 2,5 Volumen absolutem Ethanol versetzt und 1 h bei -20◦C inkubiert. Nach einer Zen-
trifugation für 30 min bei maximaler Geschwindigkeit wurde das Pellet mit 70 % Ethanol
gewaschen und nach Trocknung in Wasser aufgenommen.

2.5. Enzymatische Modifikation von Nukleinsäuren

2.5.1. Restriktionsanalyse

Für Restriktionsanalysen zur Kontrolle von Insertgrößen nach einer Klonierung wurde 1 µl
(ca. 0,2 bis 0,5 µg) Plasmid-DNA mit 5 U des jeweiligen Restriktionsenzyms in einem
Endvolumen von 10 µl eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 60 min bei optimaler Arbeits-
temperatur des entsprechenden Enzyms. Bei präparativen Restriktionsansätzen wurden
entsprechend größere Mengen DNA (2-5 µg) eingesetzt. Restriktion genomischer DNA
wurde über Nacht mit 10 µg DNA und 50 U des jeweiligen Enzyms bei optimaler Arbeits-
temperatur des Enzyms durchgeführt.

2.5.2. Ligation

Mit dem Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen, Karlsruhe) amplifizierte
PCR-Fragmente (Abschnitt 2.5.4) wurden unter Verwendung des pGEM R©T-Easy-Kit (Pro-
mega, Mannheim) in den Vektor pGEM R©-T Easy ligiert. Ein typischer Ligationsansatz in
einem Endvolumen von 10 µl mit 3 U T4-DNA-Ligase wurde über Nacht bei 14 ◦C in-
kubiert und enthielt die dreifache molare Menge des zu klonierenden DNA-Fragmentes
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gegenüber dem eingesetzten Vektor. 1 µl des Ligationsansatzes wurde in elektrokompe-
tente E. coli XL1 Blue Zellen transformiert. Transformierte Zellen wurden auf LB-Agar
mit Carbenecillin selektiert.

Die T4 Ligase aus dem pGEM R©-T Easy-Kit wurde auch bei einfachen Subklonierungen
nach Angaben des Herstellers verwendet. Bei Klonierungen mit einer Vektorgröße über 6
kb und bei der Subklonierung der BAC-Fragmente kam eine modifizierte Ligationsmethode
zum Einsatz:

Restriktion des Vektors: Restriktion zur Gewinnung des Inserts:

3 µl Plasmid 20 µl rekombinantes Plasmid
1 µl 10 x Restriktasepuffer 5 µl 10 x Restriktasepuffer

0,5 µl Restriktase 1 (10 U/ µl) 3 µl Restriktase 1 (10 U/ µl)
0,5 µl Restriktase 2 (10 U/ µl 3 µl Restriktase 2 (10 U/ µl)

5 µl dd H2O 19 µl dd H2O

Die Restriktionsansätze wurde 2 h bei der optimalen Arbeitstemperatur der Enzyme in-
kubiert. Anschließend folgte die Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme durch 15 mi-
nütige Inkubation bei 65◦C. Nach der Dephosphorylierung des Vektors in einem 30 µl
Ansatz wurden beide Ansätze vereinigt. Nach der Reinigung der DNA (Abschnitt 2.4.8),
wurde das DNA-Pellet in einem 20 µl Ligationsansatz aufgenommen und über Nacht bei
14◦C inkubiert. 1 µl des Ligationsansatzes wurde in elektrokompetente E. coli XL1 Blue
Zellen transformiert. Die Selektion der gewünschten Vektor-Fragment-Kombination erfolg-
te mit Hilfe der Antibiotikaresistenz des neuen Vektors und wurde anschließend nach der
Plasmidisolation durch Restriktionsanalyse überprüft.

2.5.3. Dephosphorylierung

Um die Selbstligation von Vektoren zu verringern wurde eine Dephosphorylierung mit der
SAP (Shrimp alkaline phosphatase) der Firma Roche (Mannheim) durchgeführt. Zu einem
20 µl Restriktionsansatz wurden 3 µl 10 x SAP-Puffer, 3 µl SAP (1 U/ µl) und 4 µl dd
H2O gegeben. Die Dephosphorylierung erfolgte in 15 min bei 37◦C. Anschließend wurde
das Enzym durch 15 minütiges Inkubieren bei 65◦C inaktiviert.

2.5.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA-Abschnitten
aus einem DNA-Strang (template) (Mullis et al., 1986). Der Prozess besteht aus der zy-
klischen Abfolge von Strangtrennung, Primeranlagerung und Elongation und wird 25 bis
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35 mal durchlaufen. Für analytische Zwecke wurde die GoTaq DNA Polymerase mit 5 X
Green GoTaq Reaction Buffer der Firma Promega (Mannheim) verwendet. Für präparative
PCR-Reaktionen wurde, wegen der höheren Exaktheit und der hervorragenden Ausbeute
ohne vorherige Protokolloptimierung, der Platinum PCR SuperMix High Fidelity der Fir-
ma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Nachfolgend ist ein generelles Schema für eine PCR
aufgeführt.

Schritt: Prozess: Zeit: Temperatur:
1 Denaturierung 2 min 94◦C

2 - 30 Denaturierung 30 sek 94◦C

Primeranlagerung 30 sek Tm -5◦C

Elongation 1 min/kb 68/72◦C*

31 Elongation 10 min 68/72◦C*

Tabelle 2.2.: Generelles Schema für Polymerasekettenreaktionen (PCR). * Platinum PCR Super-
Mix High Fidelity: 68◦C, GoTaq DNA Polymerase: 72◦C.

Semiquantitative RT-PCR

Für die cDNA-Synthese mit Oligo-dT-Primern wurden 2 µg RNA und der Omniscript R©RT
Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurde strikt nach Herstellerangaben verfahren. Zur
Amplifizierung cDNA-Fragmente wurden als 2 µl des RT-Ansatzes in eine Standard-PCR
eingesetzt.

2.5.5. Radioaktive DNA-Markierung

Die radioaktive Markierung von DNA-Molekülen, die als Sonden in Hybridisierungsexperi-
menten eingesetzt wurden, erfolgte mit dem MegaPrime-DNA Labeling System der Firma
GE Healthcare Life Sciences (München) unter Verwendung von 25 ng des Fragment-DNA
und radioaktiv markiertem α-32P-dATP bzw. α-33P-dATP [3000 Ci/mmol (ICN Biomedi-
cals, Eschwege)]. Die Markierung erfolgte nach Anlagerung von Hexanukleotiden als Zu-
fallsprimer an die denaturierte Fragment-DNA durch Kettenverlängerung mit dem Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase I unter Einbau von α-32P-dATP bzw. α-33P-dATP. Nicht
eingebaute Nukleotide wurden durch eine anschließende Gelfiltrationschromatographie mit
ProbeQuant G-50 Micro Columns (GE Healthcare Life Sciences, München) abgetrennt. Die
radioaktive Sonde wurde vor Zugabe zum Hybridisierungsansatz für 5 min bei 95◦C dena-
turiert.
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2.5.6. Nicht-radioaktive DNA-Markierung

Die nichtradioaktive DNA-Markierung erfolgte mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche, Mannheim). Dazu wurden 30 ng DNA-Fragment nach Herstellerangaben in einer
PCR durch Einbau von Digoxigenin-dUTP markiert. Diese DIG-markierte DNA konnte
anschließend als Sonde in der nicht-radioaktiven DNA-Hybridisierung eingesetzt werden
(Abschnitt 2.6.3). Die Sonde wurde vor Zugabe zum Hybridisierungsansatz durch Inkuba-
tion für 5 min bei 95◦C denaturiert.

2.5.7. Sequenzierung und Analyse der DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte als externe Auftragsarbeit durch die Firmen MWG
Biotech (Ebersberg). Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Mana-
ger Suite (Sci Ed Software, Durham, USA) analysiert. Datenbankabfragen erfolgten über
die Internetseite der GenBank1 mit den Standardeinstellungen des BLAST Programms.
Die Vorhersage möglicher Transitpeptide und putativer N-Glycosilierungsstellen erfolgte
mit den Programmen SignalP 3.0 und NetN Glyc 1.0 des CBS Prediction Severs2. Die
Datenbank PLACE3 erlaubt die Suche nach bekannten cis-Elementen innerhalb eines Pro-
motors.

2.6. Immobilisierung und Hybridisierung von
Nukleinsäuren

2.6.1. Blotaufbau

Der Transfer von aufgetrennter DNA oder RNA aus einem Agarosegel auf eine Nylon-
membran erfolgte durch Kapillarblottechnik. Hierzu wurden in einer Wanne mit 2 x SSC
[30 mM Natriumcitrat (pH 7,0), 0,3 M NaCl] drei Lagen Whatman 3MM-Papier auf einer
Glasplatte so angeordnet, daß die Enden der Papierlagen in den SSC-Puffer getaucht wa-
ren. Darauf wurde das Gel gelegt, auf das Gel luftblasenfrei die Nylonmembran und auf
diese wiederum drei Lagen Whatman 3MM-Papier in den Abmessungen des Gels. Diese
Anordnung wurde mit einem Stapel Zellstoff überschichtet und einem Gewicht beschwert.
Durch die Kapillarkräfte wurde die Flüssigkeit durch das Gel gesaugt, wodurch die Nu-
kleinsären unter Erhalt des Elektrophorese-Musters auf die Membran übertragen wurden.
Der Transfer erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. Nach Beendigung des Transfers

1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
2http://www.cbs.dtu.dk/services/
3http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/
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wurden die Nukleinsäuren durch UV-vermittelte kovalente Vernetzung mit Hilfe des UV
Stratalinker 1800 (Stratagene, LaJolla CA, USA) auf der Membran fixiert.

2.6.2. Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde

Für die Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde wurden die Nukleinsäuren wie in Ab-
schnitt 2.6.1 beschrieben auf Hybond-N+ Nylonmembranen (GE Healthcare Life Sciences,
München) geblottet. Die Herstellung der Sonde ist in Abschnitt 2.5.5 beschrieben. Die
Membran mit dem fixierten Nukleinsäure-Muster wurde in eine Hybridisierungsröhre über-
führt und für mindestens 2 h bei 60 ◦C in Hybridisierungspuffer [250 mM NaPi (pH 7,0),
7 % (w/v) SDS, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA] vorhybridisiert. Die radioaktiv markierte
Sonde wurde nach der Denaturierung durch Inkubation für 5 min bei 95◦C zugegeben.
Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 60 ◦C. Unspezifisch gebundene Radioaktivität
wurde durch Waschen der Membran (2 x 30 min) mit 2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS bei 60◦C
entfernt. Die Membran wurde in Frischhaltefolie luftblasenfrei verpackt und zur Detektion
der radioaktiven Signale mit Röntgenfilm (GE Healthcare Life Sciences, München) bei -80
◦C in einer lichtdichten Kassette mit Verstärkerfolie exponiert.

2.6.3. Hybridisierung mit einer nicht-radioaktiven Sonde

Für die Hybridisierung mit einer nicht-radioaktiven Sonde wurden die Nukleinsäuren auf
nicht geladene Hybond-N Nylonmembranen (GE Healthcare Life Sciences, München) über-
tragen (Abschnitt 2.6.1). Die Herstellung einer Digoxigenin-markierten Sonde ist in Ab-
schnitt 2.5.6 beschrieben. Die Membran wurde in eine Hybridisierungsröhre überführt und
für 2 h bei 42 ◦C im Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb der Firma Roche (Mannheim)
vorhybridisiert. Die Digoxigenin-markierte Sonde wurde nach Denaturierung durch Inku-
bation für 5 min bei 95◦C zum Hybridisierungsansatz zugegeben. Die Hybridisierung der
Membran erfolgte über Nacht bei 42◦C. Danach folgten verschiedene Waschschritte zur
Entfernung unspezifisch gebundener Nukleotide [ 2 x 5 min in 2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS
bei RT; 2 x 15 min in 0,5 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS bei 68◦C] und die Äquilibrierung der
Membran für 1 min [0,1 M Maleinsäure, 0,15 M NaCl, 0,3 % (v/v) Tween R©20]. Die De-
tektion der markierten Nukleinsäuren erfolgte mit dem DIG Luminescent Detection Kit
(Roche, Mannheim)) nach den Herstellerangaben. Die Membran wurde in Frischhaltefo-
lie luftblasenfrei verpackt und zur Detektion mit einem Röntgenfilm (GE Healthcare Life
Sciences, München) für 1 h bei 37 ◦C in einer lichtdichten Kassette exponiert.
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2.6.4. Southern-Analyse

Für Southern-Analysen wurde genomische DNA aus 5 Tage alten Keimlingen mit dem
DNeasy Plant Maxi-Kit (Qiagen, Hilden)isoliert. 5 µg genomische DNA wurden mit 50
Units der entsprechenden Restriktionsendonukleasen über Nacht verdaut und anschließend
in einem 0,8 % Agarosegel bei 25 Volt elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde vor dem
Blotten für 15 min mit 0,25 N HCl behandelt und anschließend 30 min denaturiert [0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl], 30 min neutralisiert [1 M Tris (pH 7,5), 2 M NaCl] und abschließend
zweimal kurz in 2 x SSC gespült. Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran und die
Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde (α-32P-dATP) sind in den Abschnitten 2.6.1
und 2.6.2 beschrieben.

2.6.5. Northern-Analyse

Für Northern-Analysen wurde RNA aus verschiedenen Samen- und Keimlingsstadien mit
Hilfe des RNeasy Plant Mini-Kit der Firma Qiagen isoliert (Abschnitt 2.4.1). 10 µg Gesamt-
RNA wurden in einem denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch getrennt (Abschnitt
2.4.6). Der Transfer der RNA auf eine Hybond-N+ Nylonmembranen (GE Healthcare Life
Sciences, München) und die Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde (α-32P-dATP
markierte BnSCT1-cDNA) sind in den Abschnitten 2.6.1 und 2.6.2 beschrieben. Für die
Beladungskontrolle wurde die spezifische Sonde durch kurzes Aufkochen in 0,1 x SSC und
0,1 % (w/v) SDS entfernt und anschließend mit einer 364 bp Sonde gegen die 18S rR-
NA hybridisiert. Die Quantifizierung der Signalstärke erfolgte durch Exposition im Phos-
phorImager. Die relative Signalstärke ist als Quotient der spezifischen Intensität und der
Beladungskontrolle angegeben.

2.6.6. Isolation von BAC-Klonen durch Screening von Macroarrays

Die Prähybridisierung der Filter erfolgte für 5 h bei 65◦C in 100 ml Hybridisierungspuf-
fer [500 mM NaPi (pH 7,2), 7 % (w/v) SDS, 10 mM EDTA]. Die Hybridisierung wurde
mit 50 ng radioaktiv markierter DNA über Nacht in 15 ml Hybridisierungspuffer bei 65◦C
durchgeführt. Anschließend wurde unspezifisch gebundene Radioaktivität durch zweimali-
ges Waschen in Waschpuffer [40 mM NaPi (pH 7,2), 1 % (w/v) SDS] bei 65◦C entfernt.
Die Membran wurde kurz zwischen Whatman-Papier getrocknet, in Frischhaltefolie ver-
packt und zur Detektion der radioaktiven Signale mit Röntgenfilm (GE Healthcare Life
Sciences, München) bei -80 ◦C in einer lichtdichten Kassette mit Verstärkerfolie zwei Tage
exponiert. Die Auswertung der Signale (Spot-Duplikate) und die Zuordung zu den entspre-
chenden BAC-Klonen erfolgte nach den Angaben des Deutschen Ressourcenzentrums für
Genomforschung (www.rzpd.de/info/protocols/). Die Sonden wurden nachfolgend von der
Membran entfernt, um die Wiederverwendbarkeit der Membranen zu gewährleisten. Dazu
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wurden die hybridisierten Membranen in kochenden Ablösepuffer [0,1 x SSC, 0,1 % (w/v)
SDS] überführt und unter Schütteln auf Raumtemperatur abgekühlt.

2.6.7. Koloniehybridisierung

Um eine große Anzahl von Kolonien auf das richtige Insert zu überprüfen (z.B. bei der
Subklonierung der BnSCT-BAC-Fragmente) kam die Methode der Kolonie-Hybridisierung
zum Einsatz. 500 µl eines Transformationsansatzes wurden auf einen Hybond-N+ Nylon-
rundfilter [Durchmesser 100 mm (GE Healthcare Life Sciences, München)] ausplattiert, der
sich auf einer Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum befand. Nach Inkubation
über Nacht bei 37◦C wurde der Filter von der Platte entfernt und mit den Kolonien nach
oben auf Filterpapier gelegt. Durch zweiminütiges Andrücken eines zweiten Filters und
zweistündige Inkubation bei -20◦C wurde ein Replika-Filter erstellt. Nach kurzem Antauen
und Markierung der Filter wurden beide zügig von einander getrennt und zur Regenera-
tion der Kolonien für ca. 6 h auf einer Agarplatte bei 37◦C inkubiert. Einer der beiden
Filter wurde anschließend mit einer DIG-markierten BnSCT1-cDNA als Sonde hybridisiert
(Abschnitt 2.6.3). Nach Entwicklung des Films konnten mit Hilfe des Replika-Filters die
positiven Signale den entsprechenden Kolonien zugeordent werden. Diese wurden direkt
vom Filter in eine Flüssigkultur überimpft und nach Plasmidisolation durch PCR und
Restriktionsanalyse überprüft.

2.7. Biochemische Methoden und Analytik

2.7.1. Proteinextraktion

E. coli

Um lösliche Proteinextrakte zu gewinnen, wurden frisch geerntete bzw. pelletierte und
bei -80◦C gelagerte Bakterienkulturen in Extraktionspuffer [100 mM NaPi (pH 7,0), 300
mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerin] resuspendiert. Dabei wurde ein Volumenverhältnis von
1:100 (bezogen auf das Originalkulturvolumen der Bakterienkultur) eingehalten. Die re-
suspendierten Zellen wurden mit 100 µg/ml Lysozym (Roth, Karlsruhe) für 30 min auf Eis
inkubiert und anschließend durch Ultraschallaufschluss (3 x 45 sec 60 % Duty 65 % Power)
auf Eis lysiert. Der durch Zentrifugation (23.000 x g bei 4 ◦C) gewonnene Überstand wurde
als löslicher Protein-Rohextrakt verwendet.
Zur Isolierung unlöslicher Proteine aus E. coli-Zellen wurde das Zellpellet (für Gesamt-
Proteinextraktion) bzw. der Rückstand nach der löslichen Proteinextraktion (für denaturie-
rende Proteinextraktion)in einem denaturierenden Extraktionspuffer [100 mM NaH2PO4,
10 mM Tris, 8 M Harnstoff (pH 8,0)] resuspendiert. Nach Ultraschallbehandlung (3 x 45
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sec, 60 % Duty, 65 % Power) wurde die Suspension zentrifugiert (20 min 20.000 x g bei
RT) und der Überstand als unlösliche Proteinfraktion verwendet.

S. cerevisiae

Die geernteten und pelletierten Hefezellen wurde in Extraktionspuffer [100 mM NaPi (pH
7,0), 150 mM (NH4)2SO4, 1 mM Cholin, 0,1 % (v/v) Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT] resuspendiert (1/100 des Kulturvolumens). Die Zellen wurden nach Zugabe von
Glasperlen [0,25 mm - 0,5 mm (Roth, Karlsruhe)] sechsmal für 1 min stark geschüttelt und
zwischendurch auf Eis abgekühlt. Nach der Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4◦C) wurde
Überstand als löslicher Proteinextrakt verwendet.

Pflanzen

Die Proteinextraktion aus Pflanzengeweben erfolgte durch Aufschluß des Gewebes in 100
mM NaPi (pH 7,0) mit Hilfe eines Glashomogenisators (VWR International, Wien), bzw.
durch Zellaufschluß im Ultra-Turrax bei größeren Mengen. Der Überstand der nachfol-
genden Zentrifugation (5 min, 3000 x g, 4◦C) wurde entweder direkt für weiterfolgende
Analysen verwendet oder nach einer Protaminsulfat- und einer Ammoniumsulfatfällung,
wie nachfolgend beschrieben, über eine PD-10 Säule (GE Healthcare Life Sciences, Mün-
chen) nach den Herstellerangaben entsalzt.

Protaminsulfatfällung

Zur Entfernung von Nukleinsäuren aus dem Proteinrohextrakt wurde dieser mit einer 4 %
(w/v) Protaminsulfatlösung auf eine Endkonzentration von 0,05 % (w/v) Protaminsulfat
eingestellt, 5 min im Eisbad gerührt und zentrifugiert. Durch diesen Fällungsschritt wurde
die Viskosität des Proteinextraktes herabgesetzt.

Ammoniumsulfatfällung

Der Überstand der Protaminsulfatfällung wurde mit festem Ammoniumsulfat bis zu einer
Sättigungskonzentration von 80 % versetzt, 30 min im Eisbad gerührt und anschließend 25
min bei 20.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 100 mM NaPi aufgenommen
und über eine PD-10 Säule (GE Healthcare Life Sciences, München) nach Herstelleranga-
ben entsalzt.
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2.7.2. Aufkonzentrierung von Proteinen

Verdünnte Proteinlösungen wurden durch Ultrafiltration mit Amicon Ultra-4-Filtrations-
einheiten (Ausschlußgröße 10.000 Da; Millipore, Schwalbach) aufkonzentriert.

2.7.3. Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen

2-20 µl Proteinlösung wurden nach der Methode von Bradford (1976) mit 1 ml Bradford
Reagenz [0,065 % (w/v) Coomassie G-250 in 5 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Phoshorsäure]
versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm gegen einen ent-
sprechenden Leerwert im Spektralphotometer gemessen. Die Proteinkonzentration wurde
durch Vergleich mit einer BSA-Eichkurve ermittelt.

2.7.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese(SDS-PAGE)

Durch SDS-PAGE wird eine Auftrennung von Proteinen in denaturierter Form nach ih-
rem Molekulargewicht erreicht (Laemmli, 1970). Entsprechend des Molekulargewichts der
zu analysierenden Proteine wurden Trenngele mit 11- oder 14 % Acrylamid verwendet.
Die Tabelle 2.3 zeigt die Zusammensetzung der Gele. Die Proteinproben wurden vor dem
Beladen mit Proteinprobenpuffer [0,125 M Tris/HCl (pH 6,8), 5 mM EDTA, 15 % (v/v)
Glycerin, 2 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol]
im Verhältnis 1:1 gemischt. Für die nicht-reduzierende SDS-PAGE wurde Probenpuffer
ohne 2-Mercaptoethanol verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstärke von
25 mA für 50-60 min durchgeführt. Darüber hinaus kamen NuPAGE R©Novex 10 % bzw.
12 % Bis-Tris-Fertiggele (Invitrogen, Karlsruhe) zum Einsatz, wobei die Auftrennung bei
200 V und 100 mA pro Gel erfolgte.

2.7.5. Färbung von Proteinen

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder zur Immobilisierung der Proteinbanden
für nachfolgende Westernanalysen verwendet (Abschnitt 2.7.6) oder mit Coomassie-Lösung
[0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % (v/v) Essigsäure, 40 % (v/v) Metha-
nol] durch Kochen für 2-3 min in der Mikrowelle zur Visualisierung der Banden gefärbt.
Nach Entfärbung des Hintergrundes durch mehrmaliges Aufkochen in 7 % (v/v) Essigsäu-
re wurden die Gele im Geldokumentationssystem BioDocAnalyze (Whatmann Biometra,
Göttingen) unter Weißlicht fotografiert oder mit einem Scanner (HP ScanJet 3970) einge-
lesen.
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Lösung Sammelgel Trenngel (11 %) Trenngel (14 %)

Acrylamid-Lsg. 0,7 ml 3,7 ml 4,7 ml

0,5 M Tris HCL
(pH 6,8) 1,25 ml - -

1,5 M Tris HCL
(pH 8,8) - 2,5 ml 2,5 ml

Wasser 3 ml 3,8 ml 2,8 ml

10 % APS 25 µl 50 µl 50 µl

TEMED 5 µl 5 µl 5 µl

Tabelle 2.3.: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele (Angaben für 2 Gele)

2.7.6. Western Blot-Analyse

Elektrophoretisch getrennte Proteine wurden nach einem Nass-Blotverfahren auf Nitrocel-
lulosemembran mit Hilfe des XCell II Blot-Moduls (Invitrogen) nach Herstellerangaben
übertragen. Der Proteintransfer erfolgte für ca. 1 h bei konstant 30 V. Nach Ende des
Transfers wurde die Membran kurz in TBS [100 mM Tris/HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl]
gespült und anschließend für 1 h bei RT in Blockierungslösung [5 % (w/v) Trockenmilch-
pulver (BioRad) in TBS] inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die
Inkubation mit dem primären Antikörper, der 1:1000 in Blockierungslösung verdünnt wur-
de, erfolgte über Nacht bei 4 ◦C unter leichtem Schütteln. Unspezifisch gebundene An-
tikörper wurden anschließend durch dreimaliges Waschen (je 5 min) in TTBS [TBS (pH
7,5) mit 0,05 % (v/v) Tween-20] entfernt. Nach Waschen der Membran in TBS (3 x 5
min) wurde mit dem Sekundärantikörper, der ebenfalls 1:1000 in Blockierungslösung ver-
dünnt vorlag, für 2 h bei RT inkubiert. Bei den Sekundärantikörpern handelte es sich
um Anti-IgG1-Konjugate mit alkalischer Phosphatase (AP) zur enzymatischen colorime-
trischen Detektion. Nach erneutem Waschen mit TTBS (3 x 5 min) wurde die Membran 5
min in TBS (pH 9,5) inkubiert und anschließend mit AP-Substratpuffer [TBS (pH 9,5), 50
mM MgCl2] äquilibriert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 0,16 mg/ml 5-Brom-
4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und 0,32 mg/ml p-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
gestartet. Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die Reaktion durch Waschen der
Membran in TE-Puffer [10 mM Tris/HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA] gestoppt. Das Signal-
muster wurde zur Dokumentation mit einem Scanner (HP ScanJet 3970) eingelesen. Die
verwendeten Antikörper sind in Abschnitt 2.1.6 aufgelistet.
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2.7.7. SCT-Aktivitätstest

Um die Enzymaktivität der pflanzlichen bzw. rekombinanten SCT zu bestimmen, wurden
2 mM Sinapoylglucose und 10 mM Cholin in 100 mM NaPi (pH 7,0) mit dem Protein in
einem Assay mit einem Endvolumen von 100 µl für 1 h bei 30◦C unter leichtem Schütteln
(300 rpm) inkubiert. Als Stammlösung dienten 20 mM Sinapoylglucose (MW: 386 g/mol)
in 40 % (v/v) DMSO und 100 mM Cholinchlorid (MW: 139,6 g/mol) in 100 mM NaPi (pH
7,0). Die Isolation von Sinapoylglucose erfolgte aus den Blättern der A. thaliana Mutante
sng1 nach Lorenzen et al. (1996). Das Präparat wurde freundlicherweise von Dr. A. Bau-
mert und F. Stehle (IPB, Halle) zur Verfügung gestellt. Nach der Inkubation wurde die
Enzymreaktion durch die Zugabe von 10 µl Trifluoressigsäure abgestoppt. Die ausgefällten
Proteine wurden durch Zentrifugation pelletiert und der Überstand mittels HPLC auf die
enzymatische Bildung von Sinapoylcholin analysiert (Abschnitt 2.7.9).

2.7.8. Extraktion der Sinapatester

Die Sinapatester Sinapoylglucose und Sinapoylcholin können im Samen mittels analytischer
HPLC nachgewiesen werden. Die Proben wurden in 80 % Methanol (v/v) mit Hilfe von
Zirkonia beads [1 mm, (Biospec Products; Bartlesville OK, USA )] für 2 min am Bead
beater (Biospec Products, Bartlesville, USA) homogenisiert. Nach der Zentrifugation wurde
ein Aliquot des Überstandes für die Analyse und Quantifizierung in der HPLC eingesetzt
(Abschnitt 2.7.9).

2.7.9. Analytische HPLC

Zur HPLC-Analyse wurde ein System der Firma Waters Millipore Waters (Eschborn) ver-
wendet. Die Chromatographie erfolgte an einer 5 µm Nucleosil C18-Säule (250 mm x 4
mm) der Firma Macherey-Nagel (Düren). Dabei wurde ein 20-minütiger linearer Gradient
eingesetzt, bei einer Flußrate von 1 ml/ min-1 von 10 bis 50 % Lösung B (Acetonitril) in Lö-
sung A (1,5 % (v/v) Phosphorsäure in Wasser). Die Komponenten wurden photometrisch
bei 330 nm detektiert und mit Hilfe externer Standards quantifiziert.

2.8. Screening einer cDNA-Bank

Für die Isolierung einer „full-length“ cDNA für die SCT stand eine λ-ZAP cDNA-Bank von
grünen Rapssamen zur Verfügung die mit dem ZAP-cDNA Synthesis Kit der Firma Stra-
tagene (LaJolla CA, USA) hergestellt wurde. Für den Primärscreen wurden ca. 180.000
Klone dieser Bank nach Herstellerangaben ausplattiert und auf Hybond-Nylonrundfilter
[Durchmesser 100 mm, GE Healthcare Life Sciences (München)] übertragen. Die Filter
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wurden 2 x 2 min in Denaturierungslösung (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) und anschließend
2 x 2 min in Neutralisierungslösung [0,5 M Tris HCl (pH 8,0), 1,5 M NaCl] inkubiert.
Dazu wurden die Filter mit der Phagenseite nach oben auf je 2 ml der Lösungen gelegt, 2
min inkubiert und zwischen den einzelnen Schritten auf Whatman-Papier getrocknet. Die
DNA wurde anschließend durch UV-vermittelte kovalente Vernetzung mit Hilfe des UV
Stratalinker 1800 (Stratagene, LaJolla CA, USA) fixiert. Die Hybridisierung der Filter mit
einer homologen radioaktiv markierten Sonde ist im Abschnitt 2.6.2 beschrieben. Nach der
Filmentwicklung konnten die Phagen mit positivem Signal (Primärklone) identifiziert und
isoliert werden. Die Phagenkolonien wurden aus den Platten isoliert, in 1 ml SM-Puffer [50
mM Tris/HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgSO4, 0,01 % (w/v) Gelatine] gelöst und
erneut ausplattiert. Der zweite Isolierungsschritt verlief analog zum ersten, jedoch wurden
hier kleine Petrischalen (82 mm) und die entsprechend kleineren Nylonfilter verwendet.
Die isolierten Sekundärklone wurden gemäß der Stratagene-Anleitung durch in vivo Ex-
cision in pBlueScript R©-Phagemide überführt. Durch Restriktionsanalysen mit EcoRI und
XhoI wurden rekombinante Phagemide anhand der Insertgrößen für die Sequenzierung
ausgesucht.

2.9. 5’RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Das SCT-homologe Produkt des cDNA-Bank Screenings wurde mit Hilfe der RACE-PCR
am 5’ Ende vervollständigt. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit
Hilfe des Gene Racer Kits von Invitrogen.
Die 5’RACE-PCR ist eine Methode zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen ausgehend
von einem full length mRNA-templates mit Hilfe eines Primers gegen eine interne bekannte
Gensequenz und eines Primers gegen eine am 5’Ende der mRNA durch Ligation angefügte
Adaptersequenz. 5 µg Gesamt-RNA von grünen B. napus-Samen (Stadium E, siehe Abbil-
dung 1.2) wurden zunächst dephosphoryliert um abgebaute RNA bzw. „nicht-mRNA’s“ von
den nachfolgenden Ligationen auszuschließen. Intakte mRNA ist während dieses Schrittes
durch die 5’Kappe vor der Dephosphorylierung geschützt. Anschließen wird die dephospho-
rylierte RNA einer TAP- (tobacco acid pyrophosphatase) Behandlung unterzogen um die
5’Kappe der mRNA zu entfernen. Nach der Ligation des Gene Racer Oligonukleotids und
der Umschreibung der mRNA in cDNA wurde eine PCR mit einem genspezifischen Primer
(3’GSP1) und dem 5’GeneRacer Primer durchgeführt. Um die Spezifität der entstandenen
PCR-Produkte zu erhöhen, wurde anschließend eine PCR mit Primern (3’NestGSP1 und
5’NestGeneRacer), die innerhalb des ersten PCR-Produkts binden durchgeführt (nested
PCR). Als Polymerase wurde die Platinum Pfx Polymerase von Invitrogen (Karlsruhe)
verwendet. Das erhaltene Fragment wurde anschließend mit Hilfe des Zero Blunt TOPO R©

PCR Cloning Kit für Sequenzierung (Invitrogen, Karlsruhe) in den pCR R©4Blunt-TOPO R©

Vektor kloniert und sequenziert.
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2.10. Genome walking

Um die Gene upstream und downstream der BnSCT inklusive der Promotorsequenz zu
identifizieren, wurde ein „Genome walking“ mit dem GenomeWalker Kit der Firma Clon-
tech nach den Herstellerangaben durchgeführt. Diese Technik ermöglicht die Isolierung
unbekannter genomischer Sequenzen ausgehend von einer bekannten Nukleotidsequenz. Zu
Beginn steht die Herstellung einer GenomeWalker-Bank. 25 µg genomische DNA wurden
über Nact bei 37◦C mit Restriktasen, die glatte Fragmentenden generieren (DraI, EcoRV,
PvuII und SspI), inkubiert . Nach der Reinigung der DNA und der Ligation des GenomWal-
ker Adapters an das 5’ und 3’ Ende der genomischen DNA-Fragmente, kann eine PCR mit
einem genspezifischen Primer (3’GenWalk für 5’Genome walking und 5’GenWalk für 3’Ge-
nome walking) und einem Primer gegen den GenomeWalker Adapter (AP1) durchgeführt
werden. Um die Spezifität zu erhöhen wurde eine nested PCR durchgeführt (Primer: 3’Nes-
tedGenWalk und AP2 bzw. 5’NestedGenWalk und AP2). Für die PCR wurde der Platinum
PCR SuperMix High Fidelity der Firma Invitrogen verwendet. Die größten der erhaltenen
Fragmente wurden aus dem Gel eluiert (Abschnitt 2.4.7), in den Vektor pGEM R©T Easy
kloniert (Abschnitt 2.5.2) und über Sequenzanalyse verifiziert.

2.11. Screening einer genomischen Bank von B. napus

Das Screening der genomischen Bank erfolgte in Kooperation mit Dr. Rod Snowdon vom
Institut für Pflanzenbau und Pflanzenzüchtung der Justus-Liebig-Universität Gießen.
drei Macroarrays, die insgesamt mehr als 80.000 BAC-Klone enthielten wurden wie in
Abschnitt 2.6.6 mit einer radioaktiv markierten Sonde (α- 33P-dATP markierte BnSCT-
cDNA) hybridisiert. Die erhaltenen Signale wurden anhand ihre Koordinaten den entspre-
chenden BAC-Klonen zugeordnet. Aus diesen Klonen wurde wie in Abschnitt 2.4.4 be-
schrieben ist, die BAC-DNA isoliert. Zur näheren Charakterisierung wurden verschiedene
PCRs durchgeführt, die in Abschnitt 3.4.2 näher erläutert werden. Interessante DNA-
Fragmente wurden für die Sequenzierung subkloniert. Dazu wurde die BAC-DNA mit
EcoRI-verdaut und die erhaltenen Fragmente mit Hilfe der modifizierten Ligationsme-
thode, die in Abschnitt 2.5.2 beschrieben ist, in den ebenfalls EcoRI-gespaltenen Vektor
pYES2 der Firma Invitrogen ligiert. Die Klone mit dem gewünschten Insert wurden durch
Koloniehybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten BnSCT-cDNA als Sonde identi-
fiziert (Abschnitt 2.6.7). Dies wurde nach Plasmidisolation durch eine PCR mit Primern
gegen die BnSCT (5’SCTBn und 3’SCTBn) und der anschließenden Sequenzierung über-
prüft.
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2.12. Analyse von Promotoraktivitäten in Pflanzen

Um die putativen Promotorregionen auf transkriptionale Funktion zu testen, wurden Fu-
sionskonstrukte mit dem promotorlosen GUS-Gen (uidA) aus E. coli, das für eine β-
Glucuronidase codiert, hergestellt. 729 bp upstream von BnSCT1 aus B. napus (pBnSCT1)
und 722 bp upstream von BrSCT1 aus B.rapa (pBrSCT1) wurden mittels PCR (Primer
5’Xho-pSCT und 3’Bam-pSCTBn bzw. 3’Bam-pSCTBr) unter Insertion der Schnittstellen
XhoI und BamHI amplifiziert und durch die modifizierte Ligationsmethode (Abschnitt
2.5.2) anstelle des 35S-Promotors in den Vektor 35SGUSpGREEN überführt. Durch Agro-
bacterium-vermitteln Gentransfer wurden die Fusionskonstrukte in A. thaliana transfor-
miert.

Die enzymatische Aktivität der β-Glucuronidase lässt sich im Gewebe der Pflanze histoche-
misch mittels einer Farbreaktion nachweisen, wobei das Substrat 5-Brom-4-chlorindolyl-β-
d-Glucoronid (X-Gluc) zu dem schwer löslichen Indigo-Farbstoff 5,5´-Dibrom-4,4´-dichlor-
Indigo umgesetzt wird, der an den Orten der Enzymaktivität ausfällt (Jefferson et al.,
1987). Für die Analysen wurden die Schale von reifen Samen der transgenen A. thaliana-
Linien mit einer Rasierklinge geöffnet. Nach Vakuuminfiltration der perforierten Samen
erfolgte eine Inkubation in der GUS-Färbelösung [100 mM NaPi (pH 7,0), 0,5 mM X-Gluc,
1 mM EDTA, 0,05 % (v/v) Triton X-100, 0,1 mM K3[Fe(CN)6], 0,1 mM K4[Fe(CN)6]] für
2 Tage bei 37◦C. Anschließend wurden die Proben in 70 % (v/v) Ethanol überführt, am
Stereomikroskop ausgewertet und fotografiert.

Für die zellulären Analysen war eine Fixierung der perforierten Samen notwendig (30 min,
0,3 % (w/v) Formaldehyd in 50 mM NaPi (pH 7,0), 1 mM EDTA). Nachdem die Pro-
ben kurz in Natriumphosphatpuffer gewaschen wurden, folgte die Inkubation in der GUS-
Färbelösung für 2 Tage bei 37◦C. Die GUS-gefärbten Proben wurden in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert und in PEG eingebettet (Abschnitt 2.14.1). Die Auswertung der
4 µm dicken Schnitte erfolgte anschließend am Lichtmikroskop.

2.13. Heterologe Proteinexpression

2.13.1. Expression in E. coli

Für die bakterielle Expression von BnSCT1 kamen das pQE60-Vektorsystem (Qiagen)
und das pET28a(+)-Vektorsystem (Novagen, Darmstadt) zum Einsatz. Dazu wurde die
Sequenz der BnSCT1-cDNA ohne das putative Signalpeptid durch PCR mit der Primer-
kombination 5’Nco-Expr/3’Sma-Expr amplifiziert, in den Klonierungsvektor pGEM R©-T
Easy (Promega, Madison WI, USA) subkloniert und sequenziert. Der korrekte Leserahmen
wurde über NcoI und SmaI in den Vektor pIVEX 2.3d (Roche, Mannheim) subkloniert, wo-
durch die Sequenz mit einer C-terminalen 6 x Histidinsequenz (His-tag) fusioniert wurde.
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Über die Schnittstellen NcoI und BamHI wurde die BnSCT1-cDNA inklusive des His-tags
ausgeschnitten und in den Vektor pQE60, der mit den gleichen Enzymen geschnitten wur-
de, ligiert und in den Expressionsstamm M15[pRep4] (Qiagen, Hilden) transformiert.

Weiterhin wurde eine Expression mit dem Vektor in pET28a(+) (Novagen, Darmstadt)
durchgeführt. Die Klonierung erfolgte wie beim pQE-Vektorsystem. Nach der Subklonie-
rung in den Vektor pIVEX 2.3d (Roche, Mannheim), wodurch wiederum ein C-terminaler
6 x His-tag eingefügt wurde, erfolgte die Klonierung in den pET28a(+)-Vektor über die Re-
striktionsschnittstellen NcoI und BamHI und die Transformation in E. coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL Zellen (Stratagene, LaJolla CA, USA).

Für die Proteinexpression wurden 5 ml LB-Medium mit dem entprechenden Antibiotikum
versetzt, mit einer Übernachtkultur beimpft und bei 37◦C unter Schütteln (180 rpm) inku-
biert. Nach Erreichen einer OD600 von 0,6 wurde die Expression durch Zugabe von IPTG,
einem nicht metabolisierbaren Analogon zu Galactose, das den lac-Repressor bindet und
somit die lac-Operatorsequenzen auf dem Expressionsplasmid freigibt, induziert. Die Zel-
len wurden bei 37◦C für weitere 4 h inkubiert und nachfolgend durch Zentrifugation (10
min, 4◦C, 5000 x g) vom Medium getrennt. Die Proteinextraktion erfolgte wie in Abschnitt
2.7.1 beschrieben ist.

2.13.2. Expression in S. cerevisiae

Die heterologe Expression von BnSCT1 in S. cerevisiae erfolgte mit Hilfe des Vektor-
systems pYES2/INVSc1 (Invitrogen, Karlsruhe). Der vollständige codierende Bereich der
BnSCT1-cDNA wurde mit Hilfe der Primer 5’Hind-pYES und 3’Bam-pYES unter Inser-
tion der Restriktionsschnittstellen HindIII und BamHI, der Kozak-Sequenz [ANNATGG,
(Kozak, 1987, 1990, 1991, 1997)] und eines C-terminalen 6 x His-tag durch PCR amplifi-
ziert und in den Vektor pGEM R©-T Easy (Promega, Madison WI, USA) subkloniert. Nach
Sequenzierung erfolgte die Klonierung in den Vektor pYES2 und die Transformation in die
S. cerevisiae-Zellen INVSc1 (Abschnitt 2.3.2). Weiterhin wurde nach dem selben Schema
ein Expressionskonstrukt ohne His-tag mit Hilfe des 3’Primers 3’Bam-Kompl hergestellt.
Die erfolgreiche Transformation wurde durch eine Plasmidisolation und Restriktionsverdau
überprüft.

Für die heterologe Expression wurden 50 ml SC-Uracil-Medium mit 2 % (w/v) Raffinose
mit dem jeweiligen rekombinanten Hefestamm beeimpft und über Nacht bei 30◦C unter
Schütteln (200 rpm) inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1500 x g für 5
min pelletiert, in 50 ml Induktionsmedium [SC-Uracil, 2 % (w/v) Galactose] resuspendiert
und bei 30 ◦C geschüttelt. Für die Analyse der Expression wurden Proben 2, 4, 8, 12 und 24
h nach der Induktion entnommen. Dazu wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1500 x
g für 5 min sedimentiert und mit sterilem Wasser gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung
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erfolgte eine Lagerung bei -80 ◦C. Die Proteinextraktion erfolgte wie in Abschnitt 2.7.1
beschrieben ist.

2.13.3. Expression in N. tabacum

Die heterologe Expression von BnSCT1 in Tabak erfolgte unter der Kontrolle des lichtre-
gulierten Promotors der kleinen Rubisco Untereinheit (RbcS1) aus Asteraceous chrysan-
themum in Vektoren der pImpact-Serie (Plant Research International, Wageningen, NL).
Es wurde ein Konstrukt mit einem C-teminalen His-tag sowie ein alternatives ohne His-tag
hergestellt. Für das Expressionskonstrukt mit His-tag wurde der Leserahmen und 8 Nu-
kleotide der 5’UTR unter Insertion der Restriktionsschnittstellen NcoI und NotI über PCR
amplifiziert [Primer: 5’Nco-pImp, 3’Not-pImp], in den Vektor pGEM R©T Easy subkloniert
und sequenziert. Die korrekte Sequenz wurde über NcoI und NotI in pImpact1.1-tag sub-
kloniert. Die gesamte Expressionskassette wurde nach Restriktionsverdau mit AscI und
PacI in den Vektor pBINPLUS überführt und in A. tumefaciens GV2260 transformiert.
Für das Expressionskonstrukt ohne His-tag wurde das Fragment, welches für die Komple-
mentation in pGEM-TEasy subkloniert wurde (Abschnitt 3.2), verwendet. Der Leserah-
men von BnSCT1 wurde aus diesem Konstrukt durch NotI-Restriktion isoliert und in den
durch NotI linearisierten Vektor pImpact1.1 subkloniert. Aus diesem wurde wiederum die
gesamte Expressionskasette nach Restriktion mit AscI und PacI in den binären Vektor
pBINPLUS (Plant Research International, Wageningen, NL) überführt. Das rekombinante
Plasmid wurde in den A. tumefaciens GV2260 transformiert.

Agrobakterien mit einem der beiden Expressionsplasmide bzw. dem Vektor pBINPLUS
wurden in die Blätter von etwa 10 Wochen alten N. tabacum-Pflanzen transformiert (Ab-
schnitt 2.2.3). Nach 3 bzw. 5 Tagen wurden die Blätter geerntet und entweder sofort wei-
terverarbeitet oder bei -80◦C gelagert. Die Proteinextraktion erfolgte durch Aufschluss des
Blattmaterials in 1 ml 0,1 M NaPi (pH 7,0) je 100 mg Frischgewicht mit Hilfe des Glas-
homogenisators (VWR International, Wien), gefolgt von einer 5 minütigen Zentrifugation
bei 10.000 x g (4◦C).

2.14. Cytologische Methoden

2.14.1. Lichtmikroskopische Methoden

Fixierung und Einbettung in Polyethylenglycol (PEG)

Die Schalen der verschiedenen Samenstadien von B. napus wurden vor der Fixierung mit
einer Nadel perforiert um eine bessere Infiltration zu gewährleisten. Die Samen wurden im
Fixativ [4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS, 0,1 % (v/v) Triton X-100] für mindestens
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15 min unter Vakuum infiltriert und anschließend für 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen in PBS [1,5 mM KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 135 mM NaCl, 3
mM KCl (pH 7,0)] wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und
anschließend schrittweise mit PEG infiltriert. Es wurde ein PEG-Gemisch von PEG1500
und PEG4000 im Verhältnis 2:1 (w/w) verwendet. Ein detailliertes Ablaufschema ist in
Tabelle 2.4 angegeben. Die infiltrierten Proben wurden in Einbettungsformen überführt,
in PEG eingebettet und langsam abgekühlt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4◦C.

Lösung Inkubationszeit Temperatur
Fixativ 3 h RT
PBS 2 x 15 min RT

10 % (v/v) Ethanol 30 min RT
30 % (v/v) Ethanol 60 min RT
50 % (v/v) Ethanol 60 min RT
70 % (v/v) Ethanol über Nacht 4◦C
90 % (v/v) Ethanol 30 min RT

100 % Ethanol 30 min RT
100 % Ethanol 60 min 55◦C

Ethanol:PEG [3:1 (v/v)] 2 h 55◦C
Ethanol:PEG [1:1 (v/v)] 2 h 55◦C
Ethanol:PEG [1:3 (v/v)] über Nacht 55◦C

PEG 4 h 55◦C
PEG (offene Gefäße) 4 h 55◦C

Tabelle 2.4.: Fixierung und Einbettung verschiedener Samenstadien von B. napus in PEG.

Poly-L-Lysin Beschichtung von Objektträgern

Die Objektträger wurden mit einem Glasstift nummeriert und die Oberseite eindeutig
markiert. Danach wurden sie zur Reinigung 30 min in 70 % (v/v) Ethanol gespült und
anschließend getrocknet. 60 µl Poly-l-Lysinlösung (Sigma, München) werden auf einen
Objektträger pipettiert und ein zweiter umgekehrt so auf dem ersten platziert, dass sich
die Poly-l-Lysinlösung blasenfrei zwischen den beiden verteilt. Nach einer Inkubation von
30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer wurden die Objekträger in einer
Petrischale mit destilliertem Wasser vorsichtig voneinander getrennt. Sie wurden mit destil-
liertem Wasser gespült und über Nacht getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte
die Lagerung bei -20◦C.

Immunmarkierung

Mit einem Rotationsmikrotom wurden Schnitte von 4 µm Dicke angefertigt und mit Hilfe
eines Tropfen 40 % (w/v) PEG 6000 in PBS auf einen mit Poly-l-Lysin beschichteten Ob-
jektträger (Abschnitt 2.14.1) aufgetragen. Das Einbettungsmedium (PEG) wurde durch
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zweimaliges Waschen der Schnitte mit PBS entfernt. Freie Aldehydgruppen wurden durch
Behandlung mit 0,1 M NH4Cl in PBS blockiert (5 min). Anschließend erfolgte die Blockie-
rung freier unspezifischer Bindungsstellen durch 30-minütige Inkubation in Blockierungs-
lösung (5 % (w/v) BSA in PBS). Die Schnitte wurden über Nacht bei 4 ◦C mit 250 µl des
primären Antikörpers (1:1000 in Blockierungslösung) in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach viermaligem Waschen mit 0,1 % (w/v) BSA in PBS erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundärantikörper (1:1000 in Blockierungslösung) für 60 min bei 37 ◦C in einer feuchten
Kammer. Dieser und alle folgenden Schritte wurden unter Lichtabschluss durchgeführt,
um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden. Nach dreimaligem Waschen in
PBS wurden die Schnitte entweder direkt in Citifluor/Glycerol (Plano, Wetzlar) eingede-
ckelt und mit Nagellack versiegelt oder für Gegenfärbungen weiterverwendet.

Cytologische Färbetechniken

DNA-Färbung mit DAPI

DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid, Molecular Probes) ist ein Fluoreszenz-
farbstoff, der an DNA bindet und eignet sich daher zum Nachweis von Zellkernen. Ebenso
wird die DNA in Plastiden und Mitochondrien sichtbar gemacht. Die Objektträger mit den
Schnitten wurden für 15 min in einer dunklen Küvette in einer DAPI-Lösung (1 µg/ml in
PBS) inkubiert und anschließend 2 x 10 min in PBS gewaschen, in Citifluor/PBS (Plano,
Wetzlar) eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte
durch Anregung mit UV-Licht (350 nm).

Stärkefärbung mit LUGOLscher Lösung

LUGOLsLösung (Roth) enthält ein Gemisch von Kaliumiodid und Iod im Verhätnis 2:1
(v/v) und führt zu einer blau-schwarzen Anfärbung der Stärke in Pflanzenzellen. Die Ob-
jektträger mit den Schnitten wurden für 5 min mit LUGOLsLösung inkubiert, anschließend
kurz in Wasser gespült und in PBS bzw. Citifluor/PBS (Plano, Wetzlar) eingedeckelt und
mit Nagellack versiegelt.

Proteinfärbung mit Coomassie-Lösung

Die Anfärbung der Proteinkörper im Samen erfolgte durch eine Inkubation der Schnitte
für 30 min in Coomassie-Lösung [0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % (v/v)
Essigsäure, 40 % (v/v) Methanol]. Anschließend wurde kurz in 7 % Essigsäure gespült, in
Glycerol/PBS eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt.

Mikroskopische Analyse und Bildverarbeitung

Die immunmarkierten und gefärbten Schnitte wurden an einem Hellfeldmikroskop (Zeiss
Axioplan), einem Fluoreszensmikroskop (Zeiss Axioskop II) und an einem Konfokalmikro-
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skop (Zeiss LSM 510 Meta) ausgewertet. Die Detektion der Fluoreszenz am Axioskop II
erfolgte durch Blauanregung (Alexa 488, grüne Fluoreszenz bei 495 nm), Grünanregung
(Alexa 546, rote Fluoreszenz bei 556 nm) und UV-Anregung (DAPI, blaue Fluoreszenz bei
350 nm). Das Konfokalmikroskop wurde im Multitrack-Modus mit den in Tabelle 2.5 dar-
gestellten Kanaleinstellungen betrieben. Die Verarbeitung der optischen Schnitte erfolgte
mit der Zeiss LSM 510 Meta-Software sowie dem LSMIX-Programm (Zeiss). Eine weitere
Bildbearbeitung wurde mit dem Programm Adobe Photoshop 6.0 durchgeführt.

Kanal Anregungswellenlänge Emissionsfilter Farbstoff
1 (rot) 543 nm LP 560 Alexa546

2 (grün) 488 nm BP 505-530 Alexa488
3 (blau) 351 nm BP 385-470 DAPI
4 (weiß) 543 nm - DIC

Tabelle 2.5.: Kanaleinstellungen am LSM 510 Meta bei der Auswertung der immunmarkierten
und gefärbten Samenschnitte. LP: Langpassfilter; BP: Bandpassfilter; DAPI: 4’,6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid; DIC: Differentieller Interferenzkontrast (nicht konfokal).

2.14.2. Elektronenmikroskopische Methoden

Fixierung und Einbettung in LRWhite

Die Keimblätter (Samenstadium E) von B. napus wurden aus der Samenschale präpariert
und in kleine Stücke geteilt. Die Proben wurden im Fixativ [3 % (w/v) Paraformaldehyd
und 0,25 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS (pH 7,0)] für mindestens 15 min unter Vakuum
infiltriert und anschließend für 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Wa-
schen wurden die Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und anschließend
durch langsames Zutropfen über einen Zeitraum von 24 h mit LRWhite infiltriert. Zuletzt
wurde noch 3 x in reinem LRWhite inkubiert. Ein detailliertes Ablaufschema ist in Tabelle
2.6 angegeben. Die infiltrierten Proben wurden in Gelatinekapseln überführt, in LRWhi-
te eingebettet und 24 h bei 60◦C auspolymerisiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei
4◦C.

Immunmarkierung

Mit einem Ultramikrotom wurden Ultradünnschnitte von 90 nm Dicke angefertigt und auf
Formvar-beschichtete Nickelnetzobjektträger (Grids) aufgebracht. Die Blockierung unspe-
zifischer Bindungsstellen erfolgte durch 30-minütige Inkubation in Blockierungslösung [1
% (w/v) actetylisiertes BSA, 0,2 % (v/v) Tween R©20 in PBS (pH 7,0)]. Die Schnitte wur-
den über Nacht bei 4 ◦C mit dem primären Antikörper [Kaninchen-Anti-BnSCT; 1:100 in
Blockierungslösung] inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit der Blockierungslösung er-
folgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper [Ziege-Anti-Kaninchen-6nm Gold, 1:50
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Lösung Inkubationszeit Temperatur
Fixativ 3 h RT
PBS 2 x 15 min RT

10 % (v/v) Ethanol 60 min RT
30 % (v/v) Ethanol 60 min RT
50 % (v/v) Ethanol 60 min RT
70 % (v/v) Ethanol über Nacht 4◦C
90 % (v/v) Ethanol 60 min RT

100 % Ethanol 60 min RT
Ethanol→LRWhite 24 h RT

LRWhite 3 h RT
LRWhite 12 h RT
LRWhite 24 h RT

Tabelle 2.6.: Fixierung und Einbettung von Kotyledonen aus B. napus in LRWhite.

in Blockierungslösung] für 90 min. Nach viermaligem Waschen in Wasser erfolgte die Nach-
kontrastierung mit 1 % (w/v) Uranylacetat und Bleicitrat für jeweils 10 min.

2.15. Statistische Auswertungen

Ob beobachtete Unterschiede zweier Meßreihen signifikant sind, wurde anhand des „Zwei-
stichproben-t-Tests: Gleicher Varianzen“ mit Hilfe des Programms Microsoft Excel über-
prüft. Als hypothetische Differenz der Mittelwerte wurde 0 angenommen. Die Irrtumswahr-
scheinlichkeit betrug 5 %, (Signifikanzniveau α=0,05). Ist der errechnete p-Wert der Ana-
lyse kleiner als das festgelegte Signifikanzniveau von 0,05, so liegt statistische Signifikanz
vor. Ob es eine Beziehung zwischen zwei Eigenschaften gibt, wurde durch Berechnung des
Korrelationskoeffizienten mit Hilfe des Programms Microsoft Excel festgestellt. Der Kor-
relationskoeffizient hat einen Wert zwischen -1 und 1. Ist der errechnete Wert Null stehen
die gemessenen Eigenschaften nicht in Beziehung zueinander.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung einer BnSCT-cDNA und Sequenzanalysen

Ausgangsmaterial für die Klonierungsarbeiten war ein 240 bp großes DNA-Fragment, das
durch PCR an einer λ-ZAP cDNA-Bank aus grünen Samen von B. napus mit einem de-
generierten Primer gegen ein konserviertes Aminosäuresequenz-Motiv von Acyltransfera-
sen (GDHDM) und einem T7-Standardprimer amplifiziert wurde (Milkowski et al., 2004).
Dieses Fragment wurde als homologe Sonde für das Screening der cDNA-Bank mittels
Plaque-Hybridisierung eingesetzt (Abschnitt 2.8). Nach dreifachem Screening der Bank
(ca. 500.000 Klone) konnten drei Klone mit einer Insert-Größe von 905 bp (SCP1), 920 bp
(SCP2) und 874 bp (SCP3) isoliert werden, die nach Datenbankanalysen (NCBI1, BlastX)
hohe Sequenzidentitäten zu pflanzlichen Serin-Carboxypeptidasen zeigten. Die isolierten
Fragmente enthielten den 3’-Bereich einer codierenden Sequenz sowie die 3’-untranslatierte
Region (3’UTR) einschließlich der Poly-A-Region. Sequenzvergleiche zeigten, dass die Frag-
mente SCP2 und SCP3 auf Nukleotidebene zu 100 % identisch sind und sich lediglich in der
Länge der 3’UTR unterscheiden (Abbildung 3.1). Die Poly-A-Region von SCP2 beginnt 47
Nukleotide später als bei SCP3. Beide Fragmente zeigten 97 % Sequenzidentität zu SCP1.
Auffällig ist hierbei, dass sich der Hauptteil der nicht übereinstimmenden Nukleotide in
der 3’UTR befindet.

Das in Vertebraten universelle AAUAAA-Motiv für die Polyadenylierung wurde in keiner
der drei Nukleotidsequenzen gefunden. Rothnie et al. (1994) zeigten durch Mutagenese-
Analysen, dass Varianten dieses Motivs, die einen Nukleotidaustausch tragen, für die
3’Prozessierung in Pflanzen ausreichen. Diese Varianten einbeziehend, konnten für alle
drei cDNA-Klone mehrere putative Polyadenylierungssignale gefunden werden. Diese sind
in Abbildung A.1 im Anhang zusammengefaßt.

1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Abbildung 3.1.: Sequenzvergleich der 5’-unvollständigen putativen BnSCT-cDNAs. Nicht über-
einstimmende Sequenzen sind rot dargestellt. Das putative Stopcodon ist unterstrichen.

Um eine full length-cDNA zu isolieren wurde eine 5’RACE-PCR durchgeführt (Abschnitt
2.9). Es konnte ein 945 bp großes Fragment amplifiziert werden (RACE1), das den fehlenden
5’-Bereich des Leserahmens der unvollständigen cDNA-Klone enthielt (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2.: Nukleotidsequenz des 5’Race-Fragments (RACE1). Das Startcodon ist unter-
strichen. Die neu dazugewonnene 5’Sequenz ist rot dargestellt.

Anhand der durch Screening und 5’Race gewonnenen Sequenzinformation wurden zwei Pri-
mer für die Amplifizierung des kompletten Leserahmens abgeleitet (5’SCTBn, 3’SCTBn).
Mit diesen Primern konnten durch RT-PCR an cDNA von grünen B. napus Samen vier
cDNAs isoliert werden (BnSCT1, BnSCT2, BnSCT3 und BnSCT4), die jeweils eine codie-
rende Sequenz von 1401 bp umfassten. Die cDNAs zeigten eine Sequenzidentität von 99 %
(Abbildung A.2). Die daraus abgeleiteten Proteine umfassen 466 Aminosäuren und sind
zu 98 % identisch. Datenbankanalysen zeigten eine Sequenzidentität von 84 % zu SNG2
(AY033947) aus A. thaliana. Die hohen Identitäten zu diesem Gen, das für das SCT-Protein
codiert (Shirley et al., 2001) lieferten die ersten Beweise, dass es sich bei den klonierten
Leserahmen um cDNAs handelt, die in B. napus für eine SCT codieren (Abbildung 3.3).
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Die abgeleiteten Proteine haben ein Molekulargewicht von 52,5 kDa und zeigen die typi-
schen Merkmale der SCPL-Proteine. Sie enthalten in konservierter Position die Aminosäu-
ren Serin, Histidin und Aspartat, die in den Serincarboxypeptidasen (SCPs) die katalyti-
sche Triade bilden (Bech und Breddam, 1989; Hayashi und Stein, 1973; Hayashi et al., 1975;
Liao und Remington, 1990; Liao et al., 1992). Laut der Peptidase-Datenbank MEROPS2

können die Proteine als Nicht-Peptidase Homologe der Peptidasefamilie S10 klassifiziert
werden. Innerhalb der abgeleiteten Proteinsequenzen wurden die von Vogt et al. (1993)
nach der Reinigung des SCT-Proteins aus B. napus erhaltenen vier Peptidfragmente wie-
dergefunden (IDGES; NILYLEDPAG; IVPGAAQQILLGNRK und GYVLGNPAV). Com-
putergestützte Analysen der N-terminalen Sequenzen sagten eine putative Signalsequenz
voraus, die wahrscheinlich post-translational nach der Aminosäure A20 abgespalten wird
(SignalP 3.03).

Abbildung 3.3.: Sequenzvergleich der abgeleiteten BnSCT-Proteine mit der SCT aus A. thalia-
na. Unterschiedliche AS sind rot und ähnliche grün dargestellt. Die N-teminale Signalsequenz ist
eingerahmt. Die katalytische Triade der SCPs ist blau hinterlegt. Putative N-Glykosilierungsstellen
sind unterstrichen. Peptidfragmente nach Vogt et al. (1993) sind markiert (+).

Shirley und Chapple (2003) beschreiben für die SCT aus A.thaliana anhand von Sequenz-
analysen und Expressionsexperimenten in S. cerevisiae eine heterodimere Struktur des
Proteins, die durch das Herausspalten eines Endopeptids entsteht. Durch Kristallisations-
analysen wurde die dimere Struktur der Serin-Carboxypeptidase II (CPDWII) aus Weizen
aufgeklärt (Liao und Remington, 1990; Liao et al., 1992). Die in der Datenbank anno-
tierte 5’-unvollständige cDNA der CPDWII (P08819) zeigt 21 AS, die post-translational
herausgeschnitten werden, um das reife Protein zu bilden. Für die SMT aus A. thaliana
(AF275313) wurde dagegen eine monomere Struktur beschrieben (Hause et al., 2002). Der

2http:merops.sanger.ac.uk
3http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Sequenzvergleich der abgeleiteten Proteine der klonierten BnSCT-cDNAs mit der CPDWII
aus Weizen und der SMT bzw. SCT aus A. thaliana läßt vermuten, dass die BnSCT endo-
proteolytisch gespalten wird (Abbildung 3.4). Das bedeutet, dass das Protein wahrschein-
lich als ein Heterodimer vorliegt, dessen Untereinheiten ein Molekulargewicht von 29 und
18 kDa haben könnten. Dies korreliert mit der Größe der für die SCT aus A. thaliana be-
schriebenen Untereinheiten (Shirley und Chapple, 2003). Weiterhin konnten vier putative
N-Glykosilierungsstellen vorhergesagt werden (NetNGlyc 1.04).

Abbildung 3.4.: Sequenzvergleich des abgeleitetn BnSCT1-Proteins aus B. napus mit der SCT
(AtSCT) und SMT (AtSMT) aus A. thaliana, sowie der Serin-Carboxypetidase II (CPDWII) aus
T. aestivum. Identische AS sind grün hinterlegt. Das Endopeptid der CPDWII ist unterstrichen.
Das putative Endopeptid der BnSCT1 ist durch Pfeilspitzen eingegrenzt.

3.2. Komplementation einer SCT-defizienten Mutante

Um die Funktionalität der klonierten cDNAs zu testen, wurde eine A. thaliana-Mutante
(SALK 002255), die eine T-DNA-Insertion im SNG2-Gen trägt, komplementiert. Im Ge-
gensatz zum Wildtyp, in dem Sinapin als Hauptkomponente im Samen akkumuliert, ist
die Mutante aufgrund des Fehlens einer funktionellen SCT nicht in der Lage Sinapin zu
bilden. Stattdessen akkumuliert Sinapoylglucose, ein Substrat der SCT. Nach Transfor-
mation der Mutante mit einer der klonierten cDNAs sollte diese wieder Sinapin bilden
können. Aufgrund der hohen Sequenzidentitäten wurde die Komplementation nur mit der
BnSCT1-cDNA durchgeführt. Als Basis für die Konstruktion des Komplementationskon-
struktes diente der binäre Vektor pLH7000 (Hausmann und Töpfer, 1999; Abbildung 3.5).

Der codierende Bereich der BnSCT1-cDNA, einschließlich der acht Nukleotide upstream
des Startcodons, wurde mit Hilfe spezifischer Primer (5’Sma-Kompl und 3’Bam-Kompl)
unter Insertion der Restriktionsschnittstellen SmaI und BamHI amplifiziert. Nach Subklo-
nierung in den Vektor pGEM R©-TEasy wurde das Fragment über die SmaI und BamHI
Schnittstellen in den Vektor pBNN zwischen den napin590-Promotor und den nos-Termi-
nator ligiert. Die Insertion der Expressionskassette in den binären Vektor pLH7000 erfolgte
über die Schnittstellen SpeI und HindIII. Das Expressionskonstrukt pLHBnSCT1 und der
Vektor pLH7000 wurden in die A. thaliana-Mutante SALK 002255 und in den A. thaliana

4http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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Wildtyp Columbia transformiert. Nach der Selektion der T1-Generation im Keimlingssta-
dium auf Herbizidresistenz gegen Basta R© wurden jeweils 20 positive T1-Pflanzen weiter-
geführt. Die Überprüfung der Integration der Expressionskasette in das Pflanzengenom
erfolgte durch PCR an genomischer DNA aus Blättern mit Primern gegen das bar-Gen
(5’Bar und 3’Bar). Die PCR- Ergebnisse bestätigten die erfolgreiche Integration des Trans-
gens in alle selektierten Pflanzen. Die T2-Samen wurden geerntet und nach methanolischer
Extraktion auf den Sinapingehalt untersucht (Abschnitt 2.7.8).

Abbildung 3.5.: Konstrukt für die Komplementation der A. thaliana-Mutante SALK 002255.
BL und BR: Linke und rechte Bordersequenz, p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator
aus dem Blumenkohlmosaikvirus, bar: Phosphinotricin-Acetyltransferase (J02798) aus Streptomy-
ces hygroscopicus, vermittelt Basta R©-Resistenz), pNap: samenspezifischer Promoter des napA-
Gens aus B. napus (J02798), BnSCT1: Sinapoylglucose:Cholin-Sinapoyltransferase aus B. napus
(AY383718), tNos: Terminator der Nopalinsynthase (JO1541) aus A. tumefaciens. Ferner sind die
zur Klonierung genutzten Schnittstellen angegeben.

Die Analyse der methanolischen Samenextrakte zeigte, dass durch die Integration der
BnSCT1-cDNA in das A. thaliana-Genom der Phänotyp von SALK 002255 komplemen-
tiert wird (Abbildung 3.6). Aus der Tatsache, dass die Mutante nach der Transformati-
on wieder in der Lage ist Sinapin zu bilden, kann geschlossen werden, dass die klonierte
BnSCT1-cDNA für eine funktionelle SCT codiert. Für das Konstrukt pLHBnSCT1 konnten
in den SALK 002255-Pflanzen Sinapingehalte zwischen 3,5 und 13,0 mg/g Samen gemes-
sen werden. Dem gegenüber stehen Sinapingehalte zwischen 8,5 und 11,7 mg/g Samen von
Wildtyp-Pflanzen die mit dem Vektor pLH7000 transformiert wurden. Der Sinapoylglu-
cosegehalt in den komplementierten Mutanten zeigte ebenfalls eine hohe Variabilität (2,6
bis 10,3 mg/g Samen), lag aber in allen Fällen über dem der pLH7000/Wildtyp-Pflanzen
(0,3 bis 1,8 mg/g Samen). Durch Überexpression von BnSCT1 im A. thaliana Wildtyp
konnte eine leichte Erhöhung des Sinapingehaltes gemessen werden, die bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 5 % signifikant war (p=0,02).
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Abbildung 3.6.: Komplementation der SCT-defizienten A. thaliana-Mutante SALK 002255 mit
der BnSCT1-cDNA. Dargestellt sind repräsentative HPLC-Diagramme methanolischer Samenex-
trakte der Mutante (A und B) und des Widtyps (D und E), die mit dem Vektor pLH7000 (A und
D) bzw. mit pLHBnSCT1 (B und E) transformiert wurden. In Abbildung C und F ist der mittlere
Gehalt an Sinapoylglucose (SG) und Sinapin (SC) der transgenen Pflanzen angegeben (n = 20).

3.3. Heterologe Expression von BnSCT1

3.3.1. Heterologe Expression in E. coli

Die funktionelle Expression von BnSCT1 sollte zunächst in E. coli erfolgen. Um eine späte-
re Reinigung des heterolog exprimierten Proteins mittels Metallaffinitätschromatographie
zu ermöglichen, wurde die codierende Sequenz der BnSCT1-cDNA ohne das putative Sig-
nalpeptid unter Hinzufügen eines c-terminalen 6 x His-tag in den Expressionsvektor pQE60
(Quiagen, Hilden) kloniert und in den Expressionsstamm M15[pREP4] transformiert (Ab-
schnitt 2.13.1).
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Die Expression rekombinanter Proteine ist in dem System M15[pREP4]/pQE mit Hilfe
von IPTG induzierbar. IPTG ist ein nichtmetabolisierbares Analogon zu Galaktose, das
den lac-Repressor bindet und somit die lac-Operator-Sequenzen auf dem Expressionsplas-
mid freigibt. Das heißt, theoretisch sollte nur bei Anwesenheit einer bestimmten Menge
an Galaktose bzw. IPTG die Expression des heterologen Proteins erfolgen. Die Expression
des rekombinanten Proteins ist auch von äußeren Faktoren, insbesondere Kulturtemperatur
und Dauer der Expression, abhängig. Diese Faktoren müssen von Fall zu Fall immer wieder
neu empirisch bestimmt werden. Zur Ermittlung der optimalen Parameter für die hetero-
loge Expression der BnSCT1 wurden zunächst zwei Temperaturen (30◦C und 37◦C), sowie
verschiedene IPTG-Konzentrationen (0, 0,2, 0,5 und 1 mM IPTG) bei einer Induktions-
dauer von vier Stunden getestet. Dazu wurden 5 ml-Kulturen angesetzt, aus denen nach
der Induktionsphase die löslichen und nicht-löslichen Proteine extrahiert wurden. Nach
Auftrennung der Proteinextrakte auf einem SDS-PAGE-Gel und der Immobilisierung der
aufgetrennten Proteine auf einer Nitrocellulose-Membran wurde das rekombinante Prote-
in durch einen monoklonalen Anti-His-tag-Antikörper nachgewiesen. Es konnte lediglich
im nicht-löslichen Proteinextrakt rekombinantes Protein nachgewiesen werden (Abbildung
3.7). Unter keiner der getesteten Bedingungen war im SDS-Gel nach Coomassie-Färbung
eine Proteinbande der SCT erkennbar. Eine Enzymaktivität der BnSCT1 konnte nicht
nachgewiesen werden.

Abbildung 3.7.: Heterologe Expression von BnSCT1 im E. coli-System pQE60/M15[pRep4].
Dargestellt ist eine SDS-PAGE (A) und eine Western Blot-Analyse mit einem Anti-His-tag Anti-
körper (B) von nicht-löslichen Proteinextrakten aus E. coli nach 4 h Inkubation bei verschiedenen
Induktionsbedingungen. Je Spur sind 20 µg Protein aufgetragen.

Als Alternative zum pQE-Expressionssystem wurde die Klonierung in den pET28a(+)-
Vektor (Novagen, Darmstadt) gewählt (Abschnitt 2.13.1). Das BnSCT1-pET28a-Konstrukt
wurde in E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL Zellen (Stratagene, LaJolla CA, USA) trans-
formiert. Dieser Stamm enthält zusätzliche Genkopien für die in E. coli seltenen tRNAs
argU (AGA, AGG), ileY (AUA), leuW (CUA), die häufig den Translationsprozess rekom-
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binanter Proteine in E. coli limitieren. Die Untersuchung unterschiedlicher Expressionsbe-
dingungen zeigte, dass auch in diesem Expressionsystem kein SCT-Protein in der löslichen
Fraktion produziert wird. Die Abbildung 3.8 zeigt exemplarisch die Expression der BnSCT
bei einer Induktion mit 1 mM IPTG und einer Induktionsdauer von 2 h bei 37◦C. Aufgrund
der zusätzlichen Genkopien für die seltenen tRNAs des Expressionsstammes konnte jedoch
verglichen mit dem pQE/M15[pRep4]-Expressionssystem eine wesentlich höhere Menge an
SCT-Protein in der unlöslichen Fraktion nachgewiesen werden. Sowohl im SDS-Gel als
auch im Western Blot konnte eine SCT-Proteinbande mit einer Größe von ca. 50 KDa
detektiert werden. Eine Enzymaktivität der BnSCT1 war nicht nachweisbar.

Abbildung 3.8.: Heterologe Expression von BnSCT1 im E. coli-System pET28a/BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL. Dargestellt ist eine SDS-PAGE (A) und eine Western Blot-Analyse mit einem Anti-
His-tag Antikörper (B) von Proteinextrakten aus E. coli mit dem Expressionskonstrukt BnSCT1-
pET28a (SCT) bzw. dem Vektor pET28a (Ko) nach zweistündiger Induktion bei 37◦C mit 1 mM
IPTG. Je Spur sind 20 µg Protein des Gesamt-, des nicht-löslichen und des löslichen Extraktes
aufgetragen.

Für die Herstellung eines polyklonalen Antikörpers gegen die BnSCT wurde die unlösliche
Fraktion unter denaturierenden Bedingungen solubilisiert und mittels Metallaffinitätschro-
matographie angereinigt. Die durch die Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestell-
ten Antikörper gegen das unlösliche SCT-Protein erwiesen sich jedoch in der Western
Blot-Analyse, bei Einsatz der löslichen Proteinfraktion aus B. napus-Samen, sowie in der
Immunlokalisierung als immunologisch nicht aktiv. Mit der Herstellung eines Peptidanti-
körpers gegen die BnSCT wurde eine alternative Strategie gewählt (Abschnitt 3.6.1).
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3.3.2. Heterologe Expression in S. cerevisiae

Wie im vorangegangenem Abschnitt bereits erläutert, konnte BnSCT1 in E. coli nicht
funktionell exprimiert werden. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ein genetisch gut
charakterisierter, eukaryotischer Organismus, der vielfach für die Expression eukaryoti-
scher Proteine genutzt wird. Im Gegensatz zu E. coli ist S. cerevisiae in der Lage post-
translationale Modifikationen und Prozessierungen von Proteinen ähnlich wie in anderen
eukaryotischen Organismen auszuführen. Der Hefeexpressionsvektor pYES2 (Invitrogen,
Karlsruhe) erlaubt die heterologe Expression von Proteinen unter der Kontrolle des star-
ken Galaktose-induzierbaren GAL1-Promotors.

Dazu wurde der vollständige codierenden Bereich der BnSCT1-cDNA unter Insertion ei-
ner Kozak-Sequenz [ANNATGG, (Kozak, 1987, 1990, 1991, 1997)] und eines C-terminalen
6 x His-tag in den Expressionsvektor pYES2 kloniert und in S. cerevisiae INVSc1 trans-
formiert (Abschnitt 2.13.2). Die Einführung der Kozak-Sequenz machte es erforderlich,
die erste Aminosäure des Proteins zu verändern. Das in BnSCT1 vorhandene Codon für
Arginin (AGA) wurde durch das Triplet für Glycin (GGA) ersetzt. Weiterhin wurde ein
zweites Konstrukt ohne einen 6 x His-tag hergestellt. Zur Untersuchung der Proteinex-
pression wurden 50 ml Induktionsmedium mit Übernachtkulturen beider Konstrukte und
des Vektors pYES2 angesetzt, aus denen nach der Induktionsphase die löslichen Prote-
ine extrahiert wurden. Zur Ermittlung der optimalen Parameter für die heterologe Ex-
pression wurden verschiedene Indunktionszeiten getestet (2, 4, 6, 8 und 12 h). Für das
Konstrukt BnSCT1(tag)-pYES konnte unter keiner der getesteten Bedingungen eine En-
zymaktivität nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu, konnte für das Konstrukt ohne
His-tag (BnSCT1-pYES) eine, wenn auch geringe, SCT-Aktivität nachgewiesen werden
(Abbildung 3.9).

Abbildung 3.9.: Heterologe Expression von BnSCT1 im S. cerevisiae-System pYES2/INVSc1.
Dargestellt sind repräsentative Ausschnitte der HPLC-Chromatogramme für die Umsetzung von
Sinapoylglucose (SG) zu Sinapin (SC) mit Protein-Rohextrakten aus mit pYES2 (A) und BnSCT1-
pYES (B) nach vierstündiger Induktion. Es wurden 150 µg Protein eingesetzt.



3. Ergebnisse 53

Die Bildung von Sinapin wurde dabei ausschließlich nach vierstündiger Induktion mit Ga-
lactose beobachtet. Die spezifische Aktivität betrug 1 pkat/mg Protein. Zu früheren oder
späteren Zeitpunkten der Induktion konnte durch den Enzymassay keine SCT-Aktivität
nachgewiesen werden. In Western Blot-Analysen mit dem Anti-BnSCT-Antikörper (Ab-
schnitt 3.6.1) wurden keine spezifische Signale detektiert.

Eine mögliche Ursache für den niedrigen bzw. fehlenden Gehalt an BnSCT1-Protein könnte
eine ineffiziente Transkription sein. Um dies zu überprüfen, wurde aus den Expressions-
kulturen nach vierstündiger Induktion RNA isoliert und in einer RT-PCR mit den für die
Klonierung verwendeten Primern eingesetzt (Abschnitt 2.5.4). Die Auswertung der Ergeb-
nisse zeigte, dass die niedrige BnSCT1-Proteinexpression nicht auf fehlende Transkription
zurückzuführen ist, da sowohl für BnSCT1-pYES, als auch für BnSCT1(tag)-pYES Tran-
skripte nachgewiesen werden konnten.

Abbildung 3.10: RT-PCR zum
Nachweis des BnSCT1-Transkripts.
1: BnSCT1-pYES, 2: BnSCT1(tag)-
pYES, 3: pYES2, M: Smart Ladder
(Eurogentec; Searing, Belgien).

3.3.3. Heterologe Expression in N. tabacum

Da die heterologe Expression von BnSCT1 in bakteriellen Systemen nicht erfolgreich und
in S. cerevisiae nur sehr gering war, wurde mit N. tabacum ein pflanzliches Expressions-
system gewählt. Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass das pflanzliche BnSCT-Enzym in
korrekter Weise post-translational modifiziert wird. Die transiente Expression in den Blät-
tern von N. tabacum durch Agrobacterium-vermittelten Gentransfer liefert hierbei eine
einfache und schnell durchzuführende Methode, um zu prüfen, ob eine funktionale Expres-
sion eines Gens in diesem System möglich ist. Die heterologe Expression von BnSCT1 in
Tabak erfolgte unter der Kontrolle des lichtregulierten Promotors der kleinen Rubisco Un-
tereinheit (RbcS1) aus Asteraceous chrysanthemum, da für dieses System eine sehr hohe
Expressionsrate in Pflanzen beschrieben ist (Outchkourov et al., 2003).

In zwei verschiedenen Ansätzen sollte getestet werden, ob BnSCT1 in den Blättern von
N. tabacum funktionell exprimiert wird und ob ein C-terminaler 6 x His-tag einen Einfluß
auf die Expressionsrate bzw. auf die Funktionalität des heterolog exprimierten Enzyms
hat. Zu diesem Zweck wurden zwei Expressionskonstrukte basierend auf dem binären Vek-
tor pBINPLUS hergestellt (Abschnitt 2.2.3). Die Infiltration der Tabakblätter erfolgte mit
dem A. tumefaciens-Stamm GV2260 nach einem modifizierten Protokoll von Kapila et al.
(1997). Nach drei- bis fünftägiger Kultivierung der Pflanzen im Gewächshaus wurden Pro-
teinextrakte aus den infizierten Blattbereichen hergestellt.
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Durch den Einsatz von Proteinrohextrakten im Enzymassay konnte gezeigt werden, dass
eine funktionelle Expression von BnSCT1 in Blättern von N. tabacum möglich ist (Ab-
bildung 3.11) Die spezifische katalytische Aktivität des BnSCT-Proteins ohne His-tag
(pBIN-BnSCT1) betrug drei Tage nach Infiltration im Durchschnitt 13,0 pkat/mg Pro-
tein und nach fünf Tagen 20,6 pkat/mg Protein. Die Expression von BnSCT1 als His-
tag-Fusionsprotein [pBIN-BnSCT(tag)] ergab dagegen mit durchschnittlich 0,4 pkat/mg
Protein nach drei Tagen bzw. 1,4 pkat/mg Protein nach fünf Tagen eine Reduktion der
spezifischen Aktivität um ca. 95 %. In einer Western Blot-Analyse der Proteinextrakte mit
dem Anti-BnSCT-Antikörper konnten für beide Expressionskonstrukte keine spezifischen
Signale detektiert werden.

Abbildung 3.11.: Heterologe Expression von BnSCT1 in N. tabacum. Infiltrierte Pflanzen wurden
nach drei bzw. fünf Tagen geerntet und im Enzymassay getestet. A: Infiltrierte Bereiche (Pfeile)
eines Tabakblattes nach fünftägiger Inkubation bei 23◦C und 16 h Licht. B: Vergleich der spezifi-
schen katalytischen Aktivität des heterolog exprimierten BnSCT1-Gens mit [pBIN-BnSCT1(tag)]
und ohne 6 x His-tag (pBIN-BnSCT1) nach drei bzw. fünf Tagen. Aufgetragen sind die Mittel-
werte von je fünf Messungen. C-D: Repräsentative Ausschnitte der HPLC-Chromatogramme nach
Umsetzung von Sinapoylglucose (SG) zu Sinapin (SC) mit pflanzlichen Rohextrakten von BnSCT1
(D) und BnSCT1(tag) (E). Es wurden 150 µg Protein eingesetzt.
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3.4. Molekulare Charakterisierung der BnSCT-Gene

3.4.1. Transkriptakkumulation im Verlauf der Samenentwicklung

Durch Northern-Analyse sollte die BnSCT-Transkriptakkumulation in B. napus untersucht
werden. Es sollte die Frage beantwortet werden, in welchem Samenstadium das Transkript
hauptsächlich akkumuliert. Zu diesem Zweck wurde Gesamt-RNA aus den verschiedenen
Samenstadien isoliert, auf einer Nylonmembran immobilisiert und mit einer radioaktiv
markierten BnSCT1-cDNA hybridisiert. Die Auswertung der Northern Blots zeigte, dass
in allen Samenstadien Transkripte nachgewiesen werden können (Abbildung 3.12). Obwohl
im Samenstadium A augenscheinlich kein Signal zu erkennen war, konnte durch Quanti-
fizierung mit Hilfe des PhosporImagers eine sehr geringe Transkriptabundanz nachgewie-
sen werden. Im Verlauf der Samenentwicklung kommt es zu einem Anstieg des BnSCT-
Transkripts, das sein Maximum im Samenstadium E erreicht, wenn die Entwicklung des
Embryos abgeschlossen ist. Während der Austrocknung des Samens nimmt die Transkript-
menge rapide ab, sodass in den Stadien F und G nur noch 20 % des Transkripts im
Vergleich zum vorhergehenden Stadium E nachweisbar sind. Die Akkumulation der Tran-
skripte korreliert mit der nachgewiesenen BnSCT-Enzymaktivität (vgl. Abbildung 1.3). In
Keimlingen, Blättern, Knospen und Blüten konnten keine BnSCT-Transkripte nachgewie-
sen werden (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 3.12: Northern-
Analyse der Abundanz des
BnSCT-Transkripts im Ver-
lauf der Samenentwicklung.

10 µg Gesamt-RNA wurden
mit der radioaktiv-markierten
BnSCT1- cDNA hybridisiert.
Die Beladungskontrolle wurde
durch Hybridisierung mit ei-
ner 364 bp Sonde gegen die
18S rRNA durchgeführt. Die
Quantifizierung erfolgte durch
die Exposition beider Hybri-
disierungen mit dem Phos-
phorImager. Die relative Sig-
nalstärke ist als Quotient der
spezifischen Intensität und
der Ladekontrolle angegeben
(100 % BnSCT1/18S RNA
entspricht 0,5). Die Stadien
der Samenentwicklung sind in
Abbildung 1.2 beschrieben.
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3.4.2. Genomische Struktur der BnSCT-Gene

Genomische DNA-Blot-Analyse

Durch Southern-Analysen sollte überprüft werden, wie viele homologe Isoformen der SCT
im Genom von B. napus vorhanden sind. Aufgrund der Amphidiploidie von B. napus ist
das BnSCT-Gen in zwei ähnlichen genomischen Varianten zu erwarten, wobei jeweils eine
Variante von einem der beiden Vorfahren B. oleracea (Kohl) und B. rapa (Rübsen) stam-
men sollte (Abschnitt 1.5).

Die Restriktion der genomischen DNA erfolgte mit der Restriktase XhoI. Diese schneidet
die BnSCT-cDNA genau einmal, in der Nähe des 5’-Endes (112 bp nach dem Startcodon).
Die Hybridisierung erfolgte mit einer radioaktiv markierten BnSCT1-cDNA als Sonde.
Nach Auswertung der Southern Blots wurden, wie erwartet, zwei Isoformen des BnSCT-
Gens in B. napus detektiert (Abbildung 3.13). Die größere Bande von etwa 10 kb korre-
spondiert mit dem Signal, welches in B. oleracea gefunden wurde. In B. rapa wurde wie in
B. oleracea ebenfalls nur ein Signal detektiert. Dieses war allerdings mit einer Größe von
etwa 7 kb größer als das entsprechende Fragment aus B. napus, das ein Molekulargewicht
von etwa 5,9 kb hatte.

Abbildung 3.13: Genomische Southern-Analyse in B. napus
(Bn), B. oleracea (Bo) und B. rapa (Br).

5 µg genomische DNA aus Keimlingen wurde mit dem Restrik-
tionsenzym XhoI über Nacht bei 37◦C inkubiert, elektropho-
retisch getrennt und auf einer Nylon-Membran immobilisiert.
Die Hybridisierung wurde unter stringenten Bedingungen mit
der kompletten radioaktiv-markierten BnSCT1-cDNA durch-
geführt. Die Exposition erfolgte für drei Tage bei -80◦C.

Die Ergebnisse der Southern-Analyse deuten darauf hin, dass die in B. napus gefundenen
zwei BnSCT-Isoformen sehr wahrscheinlich von den Vorgängern B. oleracea und B. rapa
abstammen. Die unterschiedlich großen Signale zwischen B. napus und B. rapa lassen eine
Umgestaltung im Genom einer der beiden Spezies vermuten. Eine Aussage darüber, ob und
wie viele paraloge Formen der SCT in in B. napus bzw. in jedem der beiden Elterngenome
vorhanden sind, läßt sich durch diese Southern-Analyse nicht treffen.
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Amplifizierung genomischer Fragmente

Mit Hilfe der Primer, die bereits bei der Klonierung der full length cDNAs zum Einsatz
kamen (5’SCTBn und 3’SCTBn), konnten genomische Fragmente aus B. napus, B. oleracea
und B. rapa durch PCR amplifiziert werden. Alle vier Fragmente hatten eine Größe von ca.
2900 bp und enthielten 13 Introns (Abbildung A.3 bis A.6). Die aus B. napus klonierten
Fragmente BnSCT1 und BnSCT2 waren auf Nukleotidebene 97 % identisch. Sequenzver-
gleiche ergaben weiterhin 99 % Identität von BnSCT1 zu BoSCT aus B. oleracea und
ebenfalls 99 % Identität von BnSCT2 zu BrSCT aus B. rapa. Dies deutet darauf hin, dass
BnSCT1 wahrscheinlich dem C-Genom von B. oleracea und BnSCT2 dem A-Genom von
B. rapa entstammt.

Alle klonierten genomischen Brassica-Fragmente zeigten das gleiche Exon-Intron Muster.
Dieses ist in Anordnung und Größe dem des genomischen Bereichs des SCT-Gens (SNG2)
aus A. thaliana sehr ähnlich (Abbildung 3.14). Der auffälligste Unterschied wurde im zwei-
ten Intron beobachtet. Dieses war in allen vier Brassica-Genen mehr als doppelt so groß
im Vergleich zum Arabidopsis-Gen.

Abbildung 3.14.: Exon-Intron-Struktur von BnSCT1 aus B. napus und SNG2 aus A. thaliana.
Die Anordnung und Größe (in bp) der Exons (rot) und Introns (gelb) der Brassica-Gene (exempla-
risch BnSCT1, oben im Bild) sind vergleichend zu A. thaliana (SNG2, unten im Bild) dargestellt.

Amplifizierung 5’ und 3’ genomischer Bereiche durch Genome Walking

Beim Genome Walking wird genomische DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen, die
glatte Enden generieren, geschnitten. An die 5’- bzw. 3’-Enden der Restriktionsfragmente
wird ein DNA-Adaptor mit bekannter Sequenz ligiert. Der Bereich zwischen diesem Adap-
tor und einer bereits bekannten Sequenz des Zielgens kann dann durch PCR amplifiziert
werden (Abschnitt 2.10).

Für die Klonierung des 5’-gelegenen Bereiches von BnSCT1 und BnSCT2 wurde eine PCR
mit den Primern AP1 und 3’Genwalk, gefolgt von einer Nested-PCR mit den Primern AP2
und 3’NestGenwalk durchgeführt. Ausgehend von EcoRV geschnittener DNA konnte eine
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Sequenz von 1980 bp aus der genomischen Region eines BnSCT-Gens in 5’-Richtung des
Startcodons amplifiziert werden (Abbildung A.7). Datenbankanalysen dieses Fragmentes
ergaben Regionen mit hoher Sequenzidentität zu zwei Genen, die sich in A. thaliana in
upstream-Richtung von SNG2 auf dem Chromosom 5 befinden. Die Nukleotide 1 bis 380
der B. napus-Sequenz (5’BnSCT1) zeigten 85 % Identität zum 3’-Bereich des für ein Hit-
zeschockprotein codierenden Gens mtHSC70-2 (NM120996; Sung et al., 2001). Darüber
hinaus wurde zwei kurze Regionen mit einer Identität von 89 % (Nukleotide 843 bis 954)
bzw. 86 % (Nukleotide 1029 bis 1081) zum SDH3-Gen gefunden (NM120997). SDH3 codiert
für eine Succinatdehydrogenase Cytochrom B Untereinheit, die Teil des mitochondrialen
Atmungskettenkomplexes II ist (Figueroa et al., 2002).

Um eine Zuordung von 5’BnSCT1 zum A- bzw C-Genom zu ermöglichen, sollten die ent-
sprechenden Regionen aus B. rapa und B. oleracea kloniert werden. Mit Hilfe eines ab-
geleiteten 5’Primers (5’PromWalk) und des 3’NestGenwalk Primers konnten durch PCR
an genomischer DNA von B. oleracea zwei Fragmente amplifiziert werden (5’BoSCT1 und
5’BoSCT2, Abbildung A.9 und A.10), die untereinander eine Identität von 97 % auf Nu-
kleotidebene aufwiesen. In beiden Sequenzen wurden wiederum hohe Sequenzidentitäten
zu mtHSC70-2 und SDH3 gefunden. Ausgehend von genomischer DNA aus B. rapa wurde
eine Sequenz isoliert (5’BrSCT), die etwa 500 Nukleotide weniger enthielt, als die bisher
bereits analysierten Regionen (Abbildung A.8). Sequenzvergleiche zeigten das die Verkür-
zung von 5’BrSCT auf eine Deletion des 3’-Bereiches von mtHSC70-2 zurückzuführen ist
(Abbildung 3.15 und A.11).

Abbildung 3.15.: Schematische Darstellung der dem C-Genom entsprechende 5’Region von 5’Bn-
SCT1, 5’BoSCT1 und 5’BoSCT2 (A) im Vergleich zu 5’BrSCT des A-Genoms (B). Dargestellt sind
der 3’-Bereich eines Gens mit hoher Sequenzidentität zu mtHSC70-2, zwei Regionen mit Identität
zu SDH3 sowie der Beginn des SCT-Gens. Die gestrichelte Linie (B) zeigt den fehlenden Sequenz-
bereich von 5’BrSCT.

Durch die Klonierung der 5’-Regionen beider Elterngenome von B. napus und deren Se-
quenzanalyse konnte gezeigt werden, dass 5’BnSCT1 die höchste Identität zu 5’BoSCT1
aufweist und somit auf das C-Genom von B. oleracea zurückzuführen ist. Durch diverse
PCR- und Walking-Ansätze wurde versucht, eine dem A-Genom entsprechende Sequenz
aus B. napus zu erhalten. Es gelang jedoch in keinem dieser Ansätze, die 5’Region des
BnSCT2-Gens zu klonieren.
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Durch Genome Walking kann neben der 5’-Region einer bekannten Sequenz auch der Be-
reich in 3’-Richtung dieser Sequenz amplifiziert werden. Ausgehend von DraI und StuI
geschnittener DNA aus B. napus wurden durch PCR mit Hilfe genspezifischer Primer
(5’Genwalk und 5’NestGenwalk) und der Primer AP1 bzw. AP2 zwei Fragmente mit einer
Größe von 906 (3’BnSCT1) bzw. 544 bp (3’BnSCT2) isoliert (Abbildung A.12 und A.13).
Die Sequenzidentität der ersten 500 bp beider Fragmente beträgt 78 %. Datenbankanalysen
lassen vermuten, dass das Gen in 3’-Richtung von BnSCT1 und BnSCT2 für eine anorga-
nische Pyrophosphatase codiert, da die entsprechende Region sehr hohe Sequenzidentität
zu PPa (AY551439; Schulze et al., 2004) aus A. thaliana aufweist.

Für die Zuordnung der beiden amplifizierten Sequenzen zum A- bzw. C-Genom wurde eine
PCR mit den abgeleiteten Primern 5’Term und 3’Term an genomischer DNA von B. rapa
und B. oleracea durchgeführt. Aus B. oleracea konnten zwei Fragmente mit einer Länge
von 555 (3’BoSCT1) und 539 bp (3’BoSCT2) und aus B. rapa ein Fragment mit einer
Länge von 510 bp (3’BrSCT) amplifiziert werden (Abbildung A.14 bis A.16). Durch Se-
quenzvergleiche zeigte sich, dass 3’BnSCT1 dem C-Genom von B. oleracea und 3’BnSCT2
dem A-Genom von B. rapa zuzuordnen ist.

Screening einer genomischen Bank aus B. napus

Dank einer Kooperation mit Dr. Rod Snowdon vom Institut für Pflanzenbau und Pflanzen-
züchtung der Justus-Liebig-Universität Gießen stand eine genomische Bank von B. napus
zur Verfügung. Mit Hilfe dieser Bank sollte der genomische 5’-Bereich des BnSCT2-Gens
kloniert werden.

Durch die Hybridisierung von drei Macroarrays mit einer radioaktiv markierten BnSCT1-
cDNA konnten 47 Signale identifiziert werden (Abschnitt 2.6.6). Die aus den entsprechen-
den Klonen isolierte BAC-DNA wurde in einer PCR mit Primern gegen das BnSCT-Gen
(5’SCTBn und 3’SCTBn) eingesetzt. Die dadurch identifizierten neun Klone, die ein ca. 3
kb großes genomisches BnSCT-Fragment enthielten, wurden anschließend in drei weiteren
PCRs eingesetzt (Abbildung 3.16).

Die erste PCR wurde mit Primern gegen die 5’-Region der SCT durchgeführt (5’PromWalk
und 3’NestGenWalk). Aus fünf Klonen (Nummer 1, 5, 7, 8 und 9) konnte ein PCR-Produkt
mit einer Größe von ca. 2 kb amplifiziert werden. Diese Größe korreliert mit 5’BnSCT1. Bei
einem Klon hingegen (Nummer 4) wurde ein schwaches Signal mit einer Größe von ca. 1,5
kb sichtbar. Dies entspricht der Größe des klonierten 5’-Bereiches aus B. rapa (5’BrSCT).
Ob dieser Klon den entsprechenden genomischen Bereich des A-Genoms trägt, wurde durch
zwei weitere PCRs mit Primern gegen die 3’-Region der SCT untersucht. Dazu wurden zwei
Primer aus den 5’-unvollständigen cDNAs SCP1 und SCP2 abgeleitet (Abschnitt 3.1), da
Sequenzvergleiche zeigten, dass SCP1 wahrscheinlich dem C- und SCP2 dem A-Genom ent-
stammt. Die Primer (3’UTR1 und 3’UTR2) wurden dabei so gewählt, dass sie spezifisch
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nur eines der beiden BnSCT-Gene erkennen. In Kombination mit dem 5’NestGenwalk Pri-
mer zeigte sich, dass die Klone 1, 2, 5, 7, 8 und 9 den 3’-Bereich von BnSCT1 (C-Genom)
und die Klone 3 und 4 den 3’-Bereich von BnSCT2 (A-Genom) enthielten. Für weitere
Untersuchungen wurde, repräsentativ für das C-Genom, Klon 5 ausgewählt. Da nur bei
Klon 4 ein Signal für die 5’-Region detektiert werden konnte, wurden die nachfolgenden
Analysen hinsichtlich des A-Genoms mit diesem BAC durchgeführt.

Abbildung 3.16: PCR-Analyse
der BAC-Klone aus B. napus mit
Primern gegen die 5’- (A) und 3’-
Region (B und C) von BnSCT.

A: 5’PromWalk, 3’NestGenWalk

B: 5’NestGenWalk, 3’UTR1

C: 5’NestGenWalk, 3’UTR2

Die interessanten Sequenzen beider Klone sollten für die Sequenzierung subkloniert werden.
Dazu wurden zunächst EcoRI-Restriktionsfragmente hergestellt und in den Vektor pYES2
der Firma Invitrogen (Karlsruhe) subkloniert (Abschnitt 2.11). Die Identifizierung der Klo-
ne mit dem gewünschten Insert erfolgte durch Koloniehybridisierung mit einer Digoxigenin-
markierten BnSCT1-cDNA als Sonde. Dies wurde nach Plasmidisolierung mittels PCR mit
Primern gegen das BnSCT-Gen (5’SCTBn und 3’SCTBn) überprüft.

Durch die Subklonierung eines EcoRI-BAC-Fragmentes aus Klon 5 konnte eine 6969 bp um-
fassende Sequenz des BnSCT1-Gens gewonnen werden, die sich aus 2876 bp von BnSCT1
sowie 2134 bp upstream und 1959 bp downstream des Gens zusammensetzt (Abbildung
A.17). Es wurden wiederum die bekannten Sequenzidentitäten zu mtHSC70-2, SDH3 und
PPA aus A. thaliana gefunden. Hinzu kommt eine hohe Sequenzidentität (98 %) der letzten
100 bp des 3’-Endes zum Mdh-Gen aus B. napus (AJ242712), das für eine Malatdehydro-
genase codiert. Die Abbildung 3.17 zeigt zusammenfassend die Struktur des klonierten
BAC 5-Subfragmentes und stellt diese der genomischen Struktur im Bereich des SNG2
Locus auf Chromosom 5 in A. thaliana gegenüber. Es wird deutlich, dass die in B. napus
gefunden Gene in A. thaliana in ähnlichen Regionen zu finden sind. Im Gegensatz zu B.
napus ist im Arabidopsis-Genom die vollständige Sequenz des SDH3-Gens vorhanden. Die
drei noch nicht charakterisierten Gene aus A. thaliana, die zwischen SDH3 und SNG2
liegen, wurden in B. napus in dieser Region nicht gefunden.



3. Ergebnisse 61

Abbildung 3.17.: Schematische Darstellung des BAC-Subfragmentes aus Klon 5 (oben) im Ver-
gleich zur genomischen Region des SNG2-Locus auf Chromosom 5 von A. thaliana (unten). Darge-
stellt sind die putativen Gene upstream und downstream von BnSCT1. Die Gene des SNG2-Locus
wurden vom BAC-Klon F17I14 (AL353994) übernommen. Grau dargestellt sind noch nicht näher
charakterisierte Gene. Die Abbildung ist nicht maßstabgerecht.

Trotz mehrfacher Versuche gelang die Subklonierung eines BnSCT2-Fragments aus Klon
4 auf diesem Wege nicht. Um dennoch an entsprechende Sequenzinformationen zu gelan-
gen, wurden mehrere PCR-Ansätze durchgeführt. Dazu wurden zunächst zwei Primer aus
dem Subfragment von Klon 5 abgeleitet, die die gesamte Sequenz einschließen (5’BAC und
3’BAC). Mit diesen Primern konnte jedoch kein Fragment amplifiziert werden. In zwei
sich anschließenden PCRs wurden zwei neue Primerkombinationen getestet. Dabei wurde
der 5’BAC-Primer mit 3’SCTBn und der 3’BAC-Primer mit 5’SCTBn eingesetzt. Durch
diese Kombinationen sollten ein 5’- und ein 3’-Fragment amplifiziert werden, die beide die
genomische Sequenz von BnSCT2 einschließen.

Mit Hilfe der Primer 5’SCTBn und 3’BAC konnte ein Fragment mit einer Größe von 4910
bp amplifiziert werden (3’BAC4, Abbildung 3.18 B und A.18). Dieses enthält den gesamten
codierenden Bereich von BnSCT2 (2865 bp) und die sich anschließende 3’-Region mit dem
putativen PPA- und MDH -Gen. Diese Anordnung entspricht der in Klon 5 gefundenen ge-
nomischen Struktur der 3’-Region (Abbildung 3.17). Durch PCR mit den Primern 5’BAC
und 3’BnSCT wurde ein 5638 bp großes Fragment isoliert (5’BAC4, Abbildung 3.18 A und
A.19). Die erhaltene Nukleotidsequenz trägt die 5’-Region des putativen mtHSC70-Gens
sowie die beiden Regionen mit hoher Sequenzidentität zu SDH3, die auch in Klon 5 ge-
funden wurden (Abbildung A.19). Weiterhin waren drei Bereiche mit 84 - 93 % Identität
zu BnSCT2 vorhanden. Innerhalb dieser BnSCT2-Sequenzen befanden sich jedoch zwei
Regionen, die nach Datenbankanalysen hohe Identität zu Sequenzabschnitten des geno-
mischen BAC-Klons KBrH070I10 aus B. rapa L. ssp. pekinensis (AC172879) aufwiesen.
Der Vergleich von 5’BAC4 mit der genomischen BnSCT2-Sequenz zeigte, dass die puta-
tive BnSCT-Sequenz nicht für eine funktionale SCT codiert. Die Sequenz ist durch zwei
Insertionen mit Identität zu KBrH070I10 unterbrochen. Während sich die erste Insertion
innerhalb des zweiten Introns befindet und somit keine Auswirkung auf die codierende Se-
quenz hat, liegt die zweite Insertion im vierten Exon und verursacht mehrere Stopcodons.
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Abbildung 3.18.: Schematische Darstellung der BAC-Subfragmente aus Klon 4. Dargestellt sind
die identifizierten Bereiche von 5’BAC4 (A) und 3’BAC4 (B). Weiterhin sind die für die Klonierung
verwendeten Primer angegebnen. Die Abbildung ist nicht maßstabgerecht.

3.4.3. Analyse der Promotoraktivität

Promotoren sind genomische Sequenzbereiche, an denen die Transkription eines Gens initi-
iert wird. Oftmals enthalten sie regulatorische Sequenzmotive, die sogenannten cis-aktiven
Elemente. Durch komplexe molekulare Wechselwirkungen mit trans-aktiven Faktoren wird
bestimmt, wann und wie häufig die nachfolgende Nukleotidsequenz abgelesen wird. Durch
Fusion mit Reportergenen, deren Expression leicht zu quantifizieren ist, kann die Promo-
toraktivität eines bestimmten Gens in der intakten Pflanze untersucht werden. Als Repor-
tergen wurde das, in Pflanzen nicht enthaltene, für die β-Glucoronidase (GUS) codierende
uidA-Gen aus E. coli verwendet. Die β-Glucuronidase katalysiert die hydrolytische Spal-
tung eines großen Spektrums von β-Glucuroniden und β-Galakturoniden. Die enzymatische
Aktivität lässt sich im Gewebe der Pflanze, histochemisch mittels einer Farbreaktion nach-
weisen (Blaufärbung).

Die Identifizierung der Promotorsequenz des streng samenspezifisch exprimierten BnSCT-
Gens ist für die biotechnologische Modifizierung der Rapssaat von großem Interesse. Des-
halb wurden Promotor-GUS-Fusionskonstrukte basierend auf dem Vektor pGREEN her-
gestellt (Abschnitt 2.12). Da zu Beginn der Analysen keine Sequenzinformation über die
putative Promotorregion des BnSCT2-Gens vorlag, wurde neben dem genomischen 5’Be-
reich von BnSCT1 (pBnSCT1), die durch PCR amplifizierte upstream-Region aus B. rapa
(pBrSCT) verwendet. Durch Agrobacterium-vermittelte Transformation wurden die Ex-
pressionskassetten (Abbildung 3.19) in das Genom von A. thaliana integriert.

Abbildung 3.19.: Promotor:GUS-Fusionskonstrukt. BL und BR: Linke und rechte Borderse-
quenz, p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator, NptII : Neomycin-Phosphotransferase
(Kanamycin-Resistenz), pSCT: putative Promotorsequenzen der SCT aus B. napus (pBnSCT1:
729 bp) bzw. B. rapa (pBrSCT: 722 bp), (uidA): β-Glucuronidase (GUS), tNos: Terminator der
Nopalinsynthethase. Ferner sind die zur Klonierung genutzten Schnittstellen angegeben.
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Für die Analyse der Promotoraktivität wurden je Konstrukt sechs unabhängige transge-
ne T2-Promotor:GUS-Linien in A. thaliana erzeugt und auf die Enzymaktivität der β-
Glucoronidase getestet (Abschnitt 2.12). Wie die Abbildung 3.20 zeigt, konnte für beide
Promoter-GUS-Fusionskonstrukte durch die Blaufärbung, die die GUS-Aktivität anzeigt,
eine Promotoraktivität nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass die getesteten upstream-
Regionen von B. napus und B. rapa die notwendigen cis-Elemente für eine Transkription
im Samen enthalten. Für beide Sequenzen wurde eine Blaufärbung im Embryo und in der
Samenschale beobachtet. Unterschiede in der Farbintensität zwischen beiden getesteten
Promotor-GUS-Konstrukten waren nicht erkennbar (Abbildung 3.20 B und C).

Abbildung 3.20.: Analyse der Promotoraktivität durch Nachweis der GUS-Aktivität der Kon-
strukte pGREEN (A) BnSCT1GUSpGREEN (B) und BrSCTGUSpGREEN (C) in geöffneten T2-
Samen von A. thaliana. Die Isolierung des Embryos (D) aus der Schale (E) zeigte eine Blaufärbung
in beiden Geweben.

Um die zelluläre Verteilung der SCT-Transkripte zu untersuchen, wurden T2-Samen von
A. thaliana fixiert und nach Inkubation in der GUS-Färbelösung in PEG eingebettet (Ab-
schnitt 2.12). Die lichtmikroskopische Auswertung 4 µm dicker Semidünnschnitte zeigte
für beide Konstrukte eine gleichmäßige Farbverteilung in den Zellen der Kotyledonen und
des Hypokotyls (Abbildung 3.21). Die in der Samenschale beobachtete Blaufärbung ist
auf eine GUS-Aktivität in der Aleuronschicht zurückzuführen. Die Aleuronschicht ist kein
Bestandteil der Samenschale sondern gehört zum Endosperms und ist somit embryonalen
und nicht maternalen Ursprungs (Groot und Van Caeseele, 1993).

Für die Quantifizierung der Promotoraktivität bietet sich die Luciferase (EC 1.13.12.7)
aus Photinus pyralis („Firefly“) als Reportergen an. Die Luciferase katalysiert die ATP-
und Mg2+-abhängige oxidative Decarboxylierung von Luciferin unter gleichzeitiger Licht-
emmission bei einer Wellenlänge von 562 nm. Diese Lichtemission kann gemessen werden
und dient als Maß für die Stärke eines Promotors. Für die im Rahmen des Forschungs-
projektes „NAPUS 2000“ durchgeführte Promotorstudie in B. napus wurden die beiden
Sequenzen pBnSCT1 und pBrSCT durch Restriktionsverdau (KpnI, SmaI) aus den GUS-
Fusionsvektoren isoliert und in den binären Vektor NapinLucpCambia gegen den napin590-
Promotor ausgetauscht. Die Agrobacterium-vermittelte Transformation der Konstrukte
wurde durch das Saatenunion-Resistenzlabor in Leopoldshöhe durchgeführt. Für beide
Konstrukte konnten transgene Pflanzen regeneriert werden, die derzeit im Rahmen der
Promotorstudie von Kooperationspartnern analysiert werden.
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Abbildung 3.21.: Zelluläre Verteilung der GUS-Aktivität in T2-Samen von A. thaliana. Für die
Konstrukte pBnSCT1GUSpGREEN und pBrSCTGUSpGREEN konnte eine Blaufärbung in der
Aleuronschicht (A), im Hypokotyl (B) und in den Kotyledonen (C) nachgewiesen werden. Balken
entspricht 20 µm.

3.5. Reduktion des Sinapingehaltes durch PTGS

Ein Ziel der vorliegenden Dissertation war zu prüfen, ob eine Reduktion des Sinapin-
gehaltes in der Rapssaat durch die Suppression des BnSCT-Gens erreicht werden kann.
Zu diesem Zweck wurde die für Pflanzen beschriebene Methode des Post Transcriptional
Gene Silencing (PTGS) angewendet. Dieser Mechanismus, der durch sequenzspezifische,
doppelsträngige RNA (dsRNA) induziert wird, ist auch in anderen Eukaryoten vorhan-
den und wird in Tieren als RNA interference (RNAi; Fire et al., 1998) und in Pilzen als
quelling bezeichnet (Cogoni und G, 2000). Das Modell zum zentralen Mechanismus des
RNA-Silencings wurde in Drosophila melanogaster beschrieben und basiert darauf, dass
in die Zelle eingebrachte dsRNA als fremd erkannt und die dazu homologe mRNA des
Zielgens in einem sequenzspezifischen Mechanismus abgebaut wird. Dabei wird die dsRNA
von einem Proteinkomplex (Dicer), der u.a. ein RNaseIII-Homolog fusioniert mit einer
Helikasedomäne enthält, in small interfering (si)RNAs zerteilt (21-26 Nukleotide), die in
den RNA Induced Silencing Complex (RISC) eingelagert werden (Bernstein et al., 2001;
Hammond et al., 2000). Dieser Komplex vermittelt die Bindung von siRNA und mRNA
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des Zielgens, wodurch letztere für den Abbau markiert wird. In der Pflanzenforschung wird
PTGS als Methode verwendet, um einzelne Gene oder Gruppen von einander ähnlichen
Genen gezielt abzuschalten (u.a. Smith et al., 2000; Wesley et al., 2001). Die biologische
Funktion des PTGS liegt wahrscheinlich in der Abwehr von viralen Infektionen und der
Inaktivierung von Retrotransposons (Übersicht u.a. in Baulcombe, 2004).

Zur Erzeugung eines RNAi-Konstruktes wurde ein 332 bp Fragment der BnSCT1-cDNA,
beginnend mit dem Startcodon, durch PCR mit Schnittstellen für die Restriktionsenzy-
me NcoI und SmaI [Primer: 5’Nco-RNAi(as), 3’Sma-RNAi(as)] bzw. NheI und BamHI
[Primer: 5’Nhe-RNAi(s), 3’Bam-RNAi(s)] versehen. Die Subklonierung erfolgte über die
eingefügten Schnittstellen in den Vektor pBNNGUS. Dieser enthält zwischen dem samen-
spezifischen napin590-Promotor aus B. napus und dem nos-Terminator aus A. tumefaciens
ein Subfragment des bakteriellen uidA-Gens, welches als Spacer dient. Die gesamte Expres-
sionskassette wurde über HindIII- und SpeI-Restriktion in den binären Vektor pLH7000
transferiert (Abbildung 3.22) und durch Agrobacterium-vermittelten Gentransfer in A.
thaliana und B. napus L. cv. Lisora transformiert.

Abbildung 3.22.: RNAi-Konstrukt für die Suppression der SCT (pLH-SCT-GUS). BL und BR: Linke
und rechte Bordersequenz, p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator aus dem Blumenkohlmosaik-
virus, Bar: Phosphinotricin-Acetyltransferase (BastaR©-Resistenz), pNap: samenspezifischer Promoter des
napA-Gens aus B. napus, asSCT: antisense-BnSCT1 (332 bp), s-SCT: sense-BnSCT1 (332 bp), ’uidA:
GUS-Spacer (1023 bp) tNos: Terminator der Nopalinsynthethase. Ferner sind die zur Klonierung genutz-
ten Schnittstellen angegeben.

Ein RNAi-Ansatz in A. thaliana wurde gewählt, da die Modellpflanze der pflanzlichen Mo-
lekularbiologie, im Gegensatz zu B. napus, nur einen etwa sechswöchigen Lebenszyklus von
der Aussaat bis zur Samenreife hat und sehr einfach und effizient mit A. tumefaciens durch
floral dip zu transformieren ist (Clough und Bent, 1998). Die hohe Identität des gewählten
RNAi-Fragmentes von 84 % zum SNG2-Gen aus A. thaliana machten einen Erfolg dieses
Ansatzes wahrscheinlich (Abbildung 3.23).

Abbildung 3.23.: Nukleotidsequenz des BnSCT-RNAi-Fragments und Sequenzidentität zu SNG2
aus A. thaliana. Nukleotidsubstitutionen in SNG2 sind in rot dargestellt.
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In den Transformationsexperimenten zur samenspezifischen Sinapatesterreduktion unter
Verwendung des pLH-SCT-GUS Konstruktes in A. tumefaciens EHA 105 wurden 50 Pflan-
zen selektiert. Die Überprüfung der Integration der Suppressionskassette erfolgte durch
PCR an genomischer DNA mit Primern gegen das Bar-Gen (5’Bar und 3’Bar). Als Kontrol-
le dienten 50 Pflanzen, die mit dem Vektor pLH7000 transformiert wurden. Nach Analyse
der T2-Samen mittels HPLC auf den Sinapin- und Sinapoylglucosegehalt konnten zwi-
schen den RNAi-Pflanzen und den Kontrollpflanzen hinsichtlich dieser beiden Inhaltsstoffe
große Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 3.24). In den T2-Samen der Pflanzen,
die das Suppressionskonstrukt enthielten wurden Sinapingehalte zwischen 4,43 mg/g und
10,17 mg/g Samen gemessen. In den Kontrollen dagegen lagen die Gehalte zwischen 8,52
und 14,93 mg/g Samen. Der gemessene Sinapoylglucosegehalt lag in den RNAi-Pflanzen
zwischen 0,17 mg/g und 6,89 mg Samen und war somit deutlich erhöht im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen, die Werte zwischen 0,51 mg/g und 2,89 mg/g Samen zeigten. Der
Sinapingehalt war hoch negativ korreliert mit dem Gehalt an Sinapoylglucose (r= -0,78).
In den Kontrollpflanzen wurde ebenfalls eine, wenn auch geringere, negative Korrelation
beider Inhaltsstoffe beobachtet (r= -0,37).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des Sinapingehaltes um 48 %, verglichen
mit der niedrigsten Kontrollpflanze, durch die Suppression des SNG2-Gens möglich ist.
Die Blockierung der SCT erzeugt den gleichen Phänotyp, d.h. die Akkumulation von Si-
napoylglucose anstelle von Sinapin, wie die SCT-defiziente Mutante SALK 002255 (Ab-
schnitt 3.2). Die Effizienz dieses Ansatzes, angegeben als der prozentuale Anteil der Pflan-
zen, die einen geringeren Sinapingehalt als die niedrigste Kontrollpflanze zeigen, liegt bei
88 % (44 von 50 Pflanzen). Um die Übertragbarkeit der Ergebnisse den RNAi-Ansatzes
aus A. thaliana auf B. napus zu überprüfen, wurde das gleiche pLH-SCT-GUS-Konstrukt
mit Hilfe des A. tumefaciens Stammes C58C1/pMP90 durch Infektion von Hypokotylseg-
menten in die Sommerrapssorte Lisora transformiert. Die Transformation erfolgte durch
das Saatenunion-Resistenzlabor in Leopoldshöhe nach einem modifizierten Protokoll von
De Block et al. (1989). Leider konnten im Rahmen der vorliegenden Dissertation nur zwei
transgene Rapspflanzen regeneriert werden. Nach Einzelkornanalyse von jeweils 20 T2-
Samen mittels HPLC zeigte sich, dass keine der beiden Pflanzen im Sinapingehalt reduziert
war. Die gemessenen Werte variierten zwischen 4,62 mg/g und 9,91 mg/g Samen und lagen
somit im Bereich der Kontrollpflanzen (n=5), für die ein Gehalt zwischen 4,86 und 13,0
mg/g Samen ermittelt wurde.
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Abbildung 3.24.: Reduktion des Sinapingehaltes in A. thaliana durch Suppression des SNG2-Gens.
Dargestellt sind repräsentative HPLC-Diagramme methanolischer Samenextrakte der T2 einer A. thalia-
na-Pflanze, die mit dem Suppressionskonstrukt pLH-SCT-GUS (A) bzw. dem Vektor pLH7000 (B) trans-
formiert wurde. Weiterhin ist die Verteilung des Sinapin- (C) bzw. Sinapoylglucosegehaltes (D) innerhalb
der Suppressions- und Kontrollpflanzen (n=50) angegeben. Der Gehalt an Sinapin (SC) und Sinapoylglu-
cose (SG) zeigte für pLH-SCT-GUS (E) und pLH7000 (F) eine negative Korrelation (siehe Text).

3.6. Immunlokalisierung der BnSCT

3.6.1. Herstellung eines Peptidantikörpers

Für die Immunlokalisierung der BnSCT in den Samen von B. napus wurde ein Peptidan-
tikörper in Kaninchen durch die Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt. Für die
Immunisierung wurden zwei hydrophile Peptidsequenzen von 12 und 14 Aminosäuren Län-
ge gewählt, die eine geeignete Antigenizität versprachen (Abbildung 3.25). Beide Peptide
wurden an das Glykoprotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) gekoppelt und koinji-
ziert.
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Wie bereits in Abschnitt 3.1 beschrieben wurde, besteht aufgrund von Sequenzvergleichen
die Annahme, dass die BnSCT verschiedene posttranslationale Modifizierungen erfährt.
Dazu zählen das Abspalten einer Signalsequenz und das Herausschneiden eines Endopep-
tides. Daraus resultiert heterodimeres Protein mit einem theoretisch berechnete Moleku-
largewicht von ca. 47 kDa, dessen Untereinheiten eine Größe von ca. 29 kDa und 18 kDa
haben und durch Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Weiterhin wurden vier pu-
tative N-Glykosilierungsstellen vorrausgesagt, von denen eine in der 29 kDa- und zwei in
der 18 kDa-Untereinheit liegen. Die vierte befindet sich innerhalb des Endopeptids. Die
Peptidsequenzen, gegen die der Antikörper gerichtet ist, befinden sich beide in der 29 kDa-
Untereinheit (Abbildung 3.25), sodass im Western Blot Signale in dieser Größe zu erwarten
sind.

Abbildung 3.25.: Abgeleitete Proteinsequenz von BnSCT1 aus B. napus. Die Signalsequenz und das
Endopeptid sind grau hinterlegt. Putative N-Glykosilierungsstellen sind eingerahmt. Die für die Antikör-
perproduktion verwendeten Peptidsequenzen sind rot unterstrichen.

Der Peptidantikörper gegen die BnSCT wurde an Proteinextrakten aus unterschiedlichen
Samenstadien getestet. Dazu wurde das lösliche Gesamtprotein aus ca. 100 mg Samen ex-
trahiert und zunächst auf SCT-Aktivität mittels Enzymassay untesucht (Abbildung 3.26).
Eine geringe Enzym-Aktivität konnte erstmals im Stadium B nachgewiesen werden. Vom
Stadium C an war ein starker Anstieg zu beobachten der sein Maximum im Stadium E
erreicht. Danach fällt die SCT-Aktivität wieder auf ein niedriges Niveau ab.

Abbildung 3.26: Verlauf der Enzymaktivität
der BnSCT während der Samenentwicklung. In
jeweils fünf parallelen Analysen wurden je 150
µg Protein in einem Enzym-Assay eingesetzt.
Die Stadien der Samenentwicklung sind in Ab-
bildung 1.2 beschrieben.

Für die Western Blot-Analysen wurden 20 µg Protein der Stadien B bis G sowohl unter re-
duzierenden als auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE aufgetrennt
(Abschitt 2.7.4) und auf Nitrocellulose immobilisiert. In der anschließend durchgeführten
Western-Analyse wurde der SCT-Antikörper (Kaninchen Anti-BnSCT-IgG) auf Spezifität
getestet (Abbildung 3.27).
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Nach reduzierender SDS-PAGE erkennt der Antikörper in den drei aktivsten Proteinfrak-
tionen (Stadium C, D und E) zwei Fragmente mit einem Molekulargewicht von 24 bzw.
29 kDa. Die Intensität beider Signale nimmt mit steigender SCT-Aktivität zu. Nach nicht-
reduzierender SDS-PAGE wird in diesen drei Fraktionen eine diffuse Bande bei etwa 50
kDa sichtbar. Diese korreliert mit dem errechneten Molekulargewicht von 47 kDa für das
gesamte Protein. Die 24 kDa-Bande ist in diesen Fraktionen weiterhin sichtbar und so-
mit wahrscheinlich das Ergebnis einer unspezifischen Reaktion des Antikörpers. Die diffuse
Bande bei 50 kDa könnte auf eine unterschiedliche Glykosilierung zurückzuführen sein. Da-
für spricht auch das geringere Molekulargewicht des unlöslichen SCT-Proteins, das in E.
coli exprimiert wurde. Als Prokaryot ist E. coli nicht in der Lage Proteine zu glykosilieren.
In den beiden späten Samenstadien werden mehrere Banden mit einem Molekulargewicht
zwischen 24 und 32 kDa erkannt. Da die Aktivität in diesen beiden Fraktionen allerdings
nur noch gering ist und auch die Immunlokalisierung in diesen Stadien keine Signale erga-
ben (Abbildung 3.29), sind diese Signale ebenfalls als unspezifische Reaktion des Antikör-
pers anzusehen. Das Präimmunserum zeigte keine Reaktivität gegenüber Proteinen aus B.
napus bzw. der unlöslichen SCT aus E. coli.

Abbildung 3.27.: Test des Peptidantikörpers im Western Blot. 20 µg lösliches Protein der Samen-
stadien B bis G und 200 ng rekombinanter SCT aus der nicht-löslichen Inclusion Body-Fraktion
(IB) nach Expression in E. coli wurden unter reduzierenden (A und B) und nicht-reduzierenden
Bedingungen (C und D) durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose immobilisiert. Die
Immunreaktion erfolgte mit Kaninchen-Anti-BnSCT-IgG (A und C) bzw. mit dem Präimmunse-
rum (B und D) in einer Verdünnung von 1:1000.
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3.6.2. Lokalisierung der BnSCT mittels Lichtmikroskopie

Lokalisierung der BnSCT

Sequenzanalysen wiesen darauf hin, dass die SCT als Vorläuferprotein synthetisiert und
über eine N-terminale Signalsequenz in das ER und von dort über den sekretorischen Weg
in die Vakuole transportiert wird. Um diese Hypothese zu üperprüfen, wurde eine Immun-
markierung mit einem gegen die BnSCT gerichteten Peptidantikörper durchgeführt. Dazu
wurden Semidünnschnitte von fixierten und in PEG eingebetteten Samen (Stadium E) von
B. napus angefertigt und mit dem Antiserum gegen die BnSCT inkubiert, um deren Lo-
kalisation innerhalb des Gewebes bzw. innerhalb einzelner Zellen untersuchen zu können.

Die Abbildung 3.28 zeigt die gewebespezifische Lokalisation der SCT in der Aleuronschicht
und in den parenchymatischen Zellen der Kotyledonen und des Hypokotyls. Die grüne, ring-
förmige Fluoreszenz innerhalb der Zellen weist auf das SCT-Protein hin. Diese Fluoreszenz
fehlt in den Proben, die mit dem Präimmunserum inkubiert wurden.

Abbildung 3.28.: Immunlokalisierung der BnSCT in Querschnitten von Samen von B. napus
(Stadium E). 4 µm dicke Schnitte wurden mit dem Anti-BnSCT-Antikörper (A bis C) bzw. mit
dem Präimmunserum (D bis F), gefolgt von einem Fluoreszenz-konjugierten sekundären Antikörper
(Alexa Fluor 488) inkubiert. Die grüne Fluoreszenz (Pfeile) weist auf SCT-Protein hin. Signale
konnten in der Aleuronschicht (A), den Kotyledonen (B) und dem Hypokotyl (C) detektiert werden.
PL: Palisadenschicht, P: Pigmentschicht, AL: Aleuronschicht. Die Balken entsprechen 20 µm.

Um die Spezifität des Antikörpers zu überprüfen, wurde die gleiche Immunmarkierung mit
reifen Samen durchgeführt. Obwohl in diesem Samenstadium nur noch Spuren von SCT-
Aktivität nachweisbar waren (Abbildung 3.26), wurden im Western Blot mehrere Banden
durch den Antikörper detektiert (Abbildung 3.27). In der Immunlokalisierung in reifen
Samen waren jedoch keine Signale des Antikörpers nachweisbar (Abbildung 3.29).
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Dies zeigt, dass der Antikörper im Western Blot, bei dem die Proteine in denaturierter,
entfalteter Form vorliegen, unspezifisch andere Proteine neben der SCT erkennt, diese
jedoch in der Immunlokalisierung nicht mit dem Antikörper reagieren.

Abbildung 3.29: Test des
Anti-BnSCT-Antikörpers
in Querschnitten von reifen
Samen aus B. napus.
A: Kotyledonen, B: Hypoko-
tyl. Die Balken entsprechen
10 µm.

Identifizierung der Zellorganellen

Während der Samenentwicklung werden in Pflanzen Reservestoffe für den keimenden Em-
bryo angelegt. Im Gegensatz zu Monokotyledonen, die ihre Speicher meist in einem Endo-
sperm anlegen, sind bei vielen Dikotyledonen die Keimblätter als Nährstoffspeicher ausge-
bildet. Die drei hauptsächlichen Speicherstoffe werden entweder als hochmolekulare Poly-
mere (Proteine und Stärke) oder als lipophile Aggregate (Fette) gespeichert. Allen gemein-
sam ist, dass sie in Zellorganellen auftreten: die Stärke in den Plastiden, die Proteine in den
Proteinkörpern (Proteinspeichervakuolen) und die Fette in den Lipidkörpern (Oleosomen).

Die ringförmige Struktur und die Anordnung der Fluoreszenz-Signale der Immunlokalisie-
rung (Abbildung 3.28) weisen darauf hin, dass die SCT nicht im Cytoplasma sondern in
Organellen lokalisiert ist. Um einen Überblick über die räumliche und quantitative Vertei-
lung der Zellorganellen im Rapssamen und deren Größe zu erhalten, wurden verschiedene
Lokalisierungsexperimente durchgeführt. Dazu wurden Semidünnschnitte von fixierten und
in PEG eingebetteten grünen Samen (Stadium E) mit für das jeweilige Organell spezifi-
schen Farbstoffen gefärbt (Abbildung 3.30).

Für die Visualisierung der Proteinkörper (Proteinspeichervakuolen) wurde eine Färbung
mit Coomassie Brilliant Blue R-250 gewählt. Dieser Farbstoff detektiert unspezifisch Prote-
ine, indem er sich an basische und aromatische Seitenketten der Aminosäuren anlagert. Die
Coomassie-Färbemethode wird üblicherweise zur Visualisierung von Proteinen nach einer
Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Im fixierten Gewebeschnitt werden durch diese
Methode die Proteinkörper angefärbt (Abbildung 3.30 A). Sie sind als blaue 2 bis 8 µm
große Organellen sichtbar, die im Inneren der Zellen der Kotyledonen und des Hypokotyls
angeordnet sind. In der Samenschale und in der Aleuronschicht wurden keine Proteinkör-
per detektiert.

Die ca. 0,5 bis 2 µm großen Lipidkörper konnten durch eine Antikörperreaktion sicht-
bar gemacht werden. Der verwendete Antikörper war gegen Oleosin, das Hauptprotein
der Lipidkörpermembran gerichtet und wurde freundlicherweise von Prof. Anthony Huang
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(Universität Kalifornien) zur Verfügung gestellt (Tzen et al., 1990). Die Immunmarkierung
mit einem Fluoreszenz-markierten sekundären Antikörper (Alexa Fluor 488) zeigte, dass
diese Organellen über den gesamten cytoplasmatischen Raum verteilt sind (Abbildung 3.30
B). Dies betrifft die Zellen der Kotyledonen, des Hypokotyls und der Aleuronschicht.

Die Identifizierung der Plastiden erfolgte mit Hilfe einer Jodreaktion, mit der die in Plas-
tiden enthaltene Stärke angefärbt wird. Nach Inkubation in Lugolscher Lösung erscheinen
diese Organellen im Schnitt blau-schwarz. Mit dieser Methode wurden die Plastiden in
den äußeren Bereichen der Zellen der Aleuronschicht, der Kotyledonen und des Hypokotyls
detektiert (Abbildung 3.30 C). Mit einem Durchmesser von 1 bis 4 µm liegen die Plastiden
der Größe nach zwischen den Lipidkörpern und den Proteinspeichervakuolen.

Abbildung 3.30.: Identifizierung der Zellorganellen im Samen von B. napus. A1 bis A3:
Coomassie-Färbung zur Darstellung der Proteinkörper; B1 bis B3: Identifizierung der Lipidkör-
per durch Immunmarkierung von Oleosin; C1 bis C3: Stärkefärbung der Plastiden mit Lugolscher
Lösung. Dargestellt sind Zellen der Samenschale und der Aleuronschicht (A1 bis C1), der Koty-
ledonen (A2 bis C2) und des Hypokotyls (A3 bis C3). Die Pfeile zeigen die jeweiligen markierten
Organellen. AL: Aleuronschicht, P: Pigmentschicht, PL: Palisadenschicht. Die Balken entsprechen
20 µm.
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Durch Vergleich der BnSCT-Immunlokalisierung (Abbildung 3.28) mit der Coomassie-
Färbung der Proteinspeichervakuolen (Abbildung 3.30 A) konnte die vermutete vakuoläre
Lokalisation der BnSCT ausgeschlossen werden. Beide markierte Organellen unterscheiden
sich deutlich in Größe und Anordnung. Während die meist über 2 µm großen Proteinkörper
im Wesentlichen im Inneren der Zellen zu finden sind, ordnen sich die im Durchschnitt 2
µm großen fluoreszenzmarkierten Organellen in den äußeren Bereichen um die Proteinkör-
per herum an. Um festzustellen, ob die SCT mit den Lipidkörpern assoziiert, oder in den
Plastiden lokalisiert ist, wurden Kolokalisierungexperimente durchgeführt.

Kolokalisierungsexperimente

Für die Kolokalisierung der BnSCT mit den Lipidkörpern wurde der Alexa Fluor 488-
konjugierten Antikörper in Kopplung an den Anti-Oleosin-Antikörper gewählt. Als sekun-
därer Antikörper für die BnSCT-Markierung bot sich ein Alexa Fluor 546-konjugierter An-
tikörper an, dessen Fluoreszenzcharakteristika deutlich verschieden von denen des Alexa488-
Farbstoffes sind. Durch eine nach der Antikörpermarkierung durchgeführte Gegenfärbung
mit DAPI wurde die DNA sichtbar gemacht. Die Auswertung der Markierung erfolgte mit
Hilfe des Konfokalmikroskops (Abbildung 3.31).

Der Vergleich der BnSCT/Alexa546-Markierung (rot) mit den Oleosin/Alexa488-Signalen
(grün) zeigt deutliche Unterschiede in Anordnung und Größe. Die SCT zeigte klar von ein-
ander abgegrenzte, ringförmige Signale mit einer Größe von etwa 2 µm. Die Lipidkörper,
durch die Oleosinmarkierung repräsentiert, erscheinen hingegen im direkten Vergleich we-
sentlich kleiner und zahlenmäßig häufiger. Im Gegensatz dazu konnte eine Kolokalisierung
der SCT mit DNA-Signalen der DAPI-Färbung beobachtet werden. Dies wird besonders
deutlich in der Überlagerung aller Markierungen. Während sich SCT- und Oleosin-Signale
einander ausschließen, werden die roten SCT-Signale von den blauen DAPI-Signalen über-
lagert und erscheinen pink bis lila. Dies legt die Vermutung nahe, dass die SCT in Plastiden
lokalisiert ist.

Abbildung 3.31.: Lokalisierung der BnSCT und Oleosin in den Kotyledonen von B. napus Sa-
men (Stadium E). 4 µm dicke Schnitte wurden simultan mit Anti-BnSCT/Alexa546 und Anti-
Oleosin/Alexa488 inkubiert und anschließend mit DAPI gefärbt. A: BnSCT/Alexa546, B: Oleo-
sin/Alexa488, C: DAPI, D: Überlagerung. Balken entsprichen 10 µm
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Um die Hypothese der Plastidenlokalisation zu bestätigen, sollte die Immunmarkierung
der SCT mit einer weiteren Markierung der Plastiden kombiniert werden. Da sich die Jod-
färbung mit Lugolscher Lösung als eine geeignete Methode zur spezifischen Anfärbung der
abgelagerten Stärke in den Plastiden erwiesen hat, wurde diese in einer Kolokalisierung ein-
gesetzt. Dazu wurden einige Tropfen Lugolsche Lösung auf die mit Anti-BnSCT/Alexa546
immunmarkierten Schnitte gegeben und unmittelbar am Konfokalmikroskop ausgewertet.
Eine Konservierung der so behandelten Schnitte war nicht möglich, da die Fluoreszenz des
sekundären Antikörpers durch die Färbelösung innerhalb weniger Minuten verschwand.
Eine DAPI-Fluoreszenz war unmittelbar nach dem Aufbringen der Jodlösung nicht mehr
sichtbar. Wie die Abbildung 3.32 zeigt, konnte ein weiterer Hinweis geliefert werden, dass
die SCT in Plastiden lokalisiert ist. Die rote Fluoreszenz des BnSCT/Alexa546-Signals
zeigt wiederum ringförmige Strukturen, die um die durch die Jodlösung angefärbte Stärke
der Plastiden angeordnet sind. Der endgültige Beweis für die Lokalisation der SCT sollte
durch die Lokalisierung mittels Elektronenmikroskopie erbracht werden.

Abbildung 3.32.: Kolokalisierung der BnSCT und Plastiden-Stärke in Querschnitten von B. na-
pus Samen (Stadium E). 4 µm dicke Schnitte wurden mit Kaninchen-Anti-BnSCT IgG, gefolgt von
dem Fluoreszenz-markierten sek. Antikörpern Ziege-Anti-Kaninchen-Alexa546, inkubiert. Unmit-
telbar nach dem Aufbringen einiger Tropfen Lugolscher Lösung wurden die Schnitte am Konfokal-
mikroskop ausgewertet. A: Hellfeld, Plastiden-Stärke ist schwarz angefärbt . B: BnSCT/Alexa546-
Signal. C: Überlagerung. Der Balken entspricht 20 µm.
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3.6.3. Lokalisierung der BnSCT mittels Elektronenmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten, dass die BnSCT in den Zellen der Aleu-
ronschicht, der Kotyledonen und des Hypokotyls mit plastidärer DNA und mit Plastiden-
Stärke kolokalisiert. Für die Untersuchung der intrazellulären Lokalisation der SCT wurden
Keimblätter von voll entwickelten Embryonen von B. napus (Stadium E), wie in Abschnitt
2.14.2 beschrieben, in einem Gemisch aus Paraformaldehyd und Glutaraldehyd fixiert und
in LRWhite eingebettet. Um die Antigenizität zu erhalten, wurde auf die Zugabe von
Osmiumtetroxid, welches in der Transmissionselektronenmikroskopie als Kontrastmittel
eingesetzt wird, verzichtet. Die Schnitte so behandelter Proben wirken somit wesentlich
weniger kontrastreich, als solche, die für reine Strukturuntersuchungen angefertigt werden.
Die Auswertung der Ultradünnschnitte zeigte voll ausdifferenzierte Zellen, die ganz auf die
Einlagerung von Speicherstoffen spezialisiert sind (Abbildung 3.33). Die Proteinspeicher-
vakuolen sind als große runde Gebilde mit globulären Einschlüssen sichtbar. Sie sind um
den zentral liegenden Zellkern herum angeordnet. Die Plastiden, gut zu erkennen durch die
geringe Elektronendichte der enthaltenen Stärke, sind in den äußeren Regionen der Zelle
zu finden. Fast der komplette übrige zelluläre Raum ist von den Lipidkörpern ausgefüllt.

Abbildung 3.33.: Ultradünnschnitt durch ein voll entwickeltes Keimblatt (Samenstadium E) von B.
napus. Dargestellt ist die Übersicht einer ausdifferenzierten Zelle, die auf die Einlagerung von Reservestoffen
spezialisiert ist. P: Plastid, PSV: Proteinspeichervakuole, N: Nukleus, L: Lipidkörper
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Mit Hilfe der Immunogoldmarkierung gelang es, die intrazelluläre Lokalisation der SCT in
den Plastiden zu bestätigen. Die Abbildung 3.34 zeigt eindeutige spezifische Markierungen
im Stroma der Plastiden nach Inkubation mit dem Anti-BnSCT-Antikörper. Proben, die
mit dem Präimmunserum inkubiert wurden, enthielten keine Signale in den Plastiden. Die
Hintergrundmarkierung der Proben war sehr gering. Lediglich in den Proteinspeicherva-
kuolen wurden vermehrt Signale gefunden. Da diese Signale auch bei der Markierung mit
dem Präimmunserum und bei Kontrollexperimenten ohne den ersten Antikörper auftraten,
sind sie auf eine unspezifische Reaktion des zweiten Antikörpers zurückzuführen.

Abbildung 3.34.: Elektronenmikroskopische Lokalisierung der BnSCT. 90 nm dicke Schnitte wurden
mit dem Präimmunserum (A und B) bzw. Kaninchen-Anti-BnSCT IgG (C und D), gefolgt von dem Gold-
markierten sek. Antikörpern Ziege-Anti-Kaninchen-6nm Gold, inkubiert. Spezifische Signale im Stroma
der Plastiden sind durch beispielhaft durch Pfeile markiert.
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4. Diskussion

4.1. Gene und Sequenzanalysen

Das primäre Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung einer SCT-cDNA aus Sa-
men von B. napus. Durch Screening einer samenspezifischen cDNA-Bank mit einem cDNA-
Fragment, das Sequenzähnlichkeit zu Acyltransferase-Genen aufwies, gelang die Isolierung
von drei cDNA-Klonen mit hoher Ähnlichkeit zu pflanzlichen Serin-Carboxypeptidasen
(Abschnitt 3.1). Leider enthielten alle drei Klone nur 5’-unvollständige Sequenzen. Dies ist
möglicherweise auf eine unvollständige reverse Transkription bei der Erstellung der cDNA-
Bank zurückzuführen. Wellenreuther et al. (2004) beschreiben den hohen Prozentsatz an
5’-verkürzten Klonen in einer cDNA-Bank durch den zu frühen Stop der reversen Tran-
skriptase. Dies tritt besonders bei großen mRNAs auf und solchen die dazu tendieren,
Sekundärstrukturen zu bilden. Die Qualität der isolierten mRNA hängt darüber hinaus
auch vom extrahierten Gewebe ab. Die Isolierung von mRNA aus Samen erfordert einen
größeren Aufwand als beispielsweise aus Blättern. Dies kann ebenfalls zu einem Abbau
der RNA führen. Sequenzvergleiche zeigten, dass die größten Sequenzunterschiede im 3’-
untranslatierten Bereich zu finden sind (Abbildung 3.1). Interessanterweise zeigten zwei
Klone (SCP2 und SCP3) eine Sequenzidentität von 100 %, abgesehen von ihrer Polyade-
nylierungsstelle [Poly(A)-Stelle].

Über die mRNA 3’-Prozessierung in Pflanzen ist im Vergleich zu anderen Eukaryoten
wenig bekannt. Eine Übersicht gibt Rothnie (1996). Demnach ist die molekulare Archi-
tektur pflanzlicher Poly(A)-Signale durch drei Motive gekennzeichnet, ein Near upstream
element (NUE), ein Far upstream element (FUE) und die Spaltsstelle selbst. Das in Ver-
tebraten universelle AAUAAA-Motiv für die Polyadenylierung (Proudfoot und Brownlee,
1976), das von U- bzw. GU-reichen downstream-Elementen flankiert wird, tritt in vie-
len pflanzlichen 3’UTRs nicht auf. Im Gegensatz zu Vertebraten, die normalerweise eine
einzelne Poly(A)-Stelle besitzen, können in pflanzlichen Transkripten mehrere Spaltorte
auftreten, was zur Produktion verschiedener mRNAs unterschiedlicher Länge führen kann.
So wurden beispielsweise für ein kerncodiertes Chloroplasten RNA-Bindeprotein aus Nico-
tiana plumbaginifolia 14 verschiedene 3’-Prozessierungsstellen identifiziert (Klahre et al.,
1995). Pflanzliche Poly(A)-Signal NUEs stellen oft eine Variante des AAUAAA-Motivs
dar. Durch Mutagenese-Analysen dieses Motivs im Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) wur-
de gezeigt, dass der Austausch eines einzelnen Nukleotids innerhalb dieser Sequenz die
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Prozessierungseffizienz in Pflanzen nur um maximal 40 % senkt (Rothnie et al., 1994). In
allen drei isolierten cDNA-Klonen wurden mehrere Poly(A)-Signal NUEs gefunden, die in
einer unterschiedlichen Polyadenylierung resultieren (Abbildung A.1). Bisher wurden keine
konservierten Sequenzmotive in pflanzlichen FUEs entdeckt (Rothnie, 1996). Ein gemein-
sames Merkmal ist jedoch das Vorkommen von U- bzw. UG-reichen Sequenzen. Dies konnte
auch in den klonierten cDNAs beobachtet werden. Varianten des FUE-Motivs UUUGUA,
das in CaMV eine wichtige Rolle bei der Polyadenylierung spielt (Sanfacon et al., 1991;
Rothnie et al., 1994), wurden hingegen nicht gefunden. Das konservierte YA-Motiv der
Spaltstelle ist in allen drei Sequenzen vorhanden.

Nachdem mittels 5’Race-Technik die fehlende 5’-Region der putativen SCT-Sequenzen am-
plifiziert wurde, konnten mit Hilfe abgeleiteter Primer vier BnSCT-Gene identifiziert wer-
den. Obwohl alle vier Sequenzen eine Identität von 99 % aufwiesen (Abbildung A.2), ist
aufgrund der Anzahl der nichtübereinstimmenden Nukleotide nicht davon auszugehen, dass
diese die Folge eines PCR- bzw. Sequenzierfehlers sind. Da es sich bei B. napus um eine
amphidiploide Art handelt, die sich aus den beiden Chromosomensätzen von B. rapa und
B. oleracea zusammensetzt (Abbildung 1.5) sind für jedes Gen mehrere Kopien zu erwar-
ten. Durch die Analyse der Sequenzen konnte festgestellt werden, dass in B. napus für die
SCT codierende Gene sowohl aus dem A-Genom als auch aus dem C-Genom transkibiert
werden (Tabelle 4.1). Die Funktionalität der isolierten BnSCT1-cDNA wurde durch die
Komplementation der A. thaliana SCT-Mutante SALK 002255 gezeigt. Die Fähigkeit der
komplementierten Mutante, Sinapoylglucose zu Sinapoylcholin zu verestern, statt sie zu
akkumulieren liefert den eindeutigen Beweis dafür, dass die klonierten cDNAs die SCT
codieren. Die Expressionsstärke des Transgens wird sowohl vom Integrationsort als auch
von der Anzahl der Insertionen im Genom der Pflanzen beeinflußt. Dies liefert eine mög-
liche Erklärung für den schwankenden Gehalt an Sinapin bzw. Sinapoylglucose. Aufgrund
der hohen Sequenzidentitäten der klonierten c-DNAs ist anzunehmen, dass auch BnSCT2,
BnSCT3 und BnSCT4 für ein funktionales SCT-Protein codieren. Dies kann jedoch nur
durch experimentelle Analysen bestätigt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden durch PCR-gestützte Klonierungstech-
niken, neben mehreren BnSCT-cDNAs, eine Viezahl von genomischen SCT-Fragmenten
aus B. napus isoliert. Die Zuordnung der einzelnen Regionen zum A- bzw. C-Genom er-
folgte durch Sequenzvergleiche mit Fragmenten aus den beiden Ursprungsarten B. rapa
(A-Genom) und B. oleracea (C-Genom), die mit Hilfe abgeleiteter Primer amplifiziert
wurden. Für das Genom von B. napus konnten insgesamt sechs verschiedene Isoformen des
BnSCT-Gens identifiziert werden (Tabbelle 4.1). Drei davon sind dem A-Genom und die
übrigen drei dem C-Genom zugehörig. Diese Ergebnisse korrelieren mit Untersuchungen,
die zeigen konnten, das sich das haploide Brassica-Genom fast vollständig aus verdreifach-
ten Segmenten zusammensetzt (Lagercrantz und Lydiate, 1996; Lagercrantz et al., 1996).
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Die isolierten 5’- und 3’-Regionen aus B. oleracea zeigen, dass auch hier mindestens zwei
Genorte vorhanden sind. Durch folgende PCR-Analysen könnten weitere Sequenzbereiche
aus dem Genom von B. oleracea amplifiziert werden, aber auch aus B. rapa, aus dessen
Genom bisher nur ein Genort der SCT isoliert wurde.

B. napus B. rapa B. oleracea

A-Genom C-Genom A-Genom C-Genom

cDNA-Fragmente SCP2(3) SCP1
RACE1

full length cDNAs BnSCT2 BnSCT1
BnSCT3
BnSCT4

Genom. BnSCT-Seq. BnSCT2 BnSCT1 BrSCT BoSCT

Genom. 5’-Regionen 5’BnSCT1 5’BrSCT 5’BoSCT1
5’BoSCT2

Genom. 3’-Regionen 3’BnSCT2 3’BnSCT1 3’BrSCT 3’BoSCT1
3’BoSCT2

BAC-Subfragmente 5’BAC4 BAC5
3’BAC4

Tabelle 4.1.: Übersicht der isolierten Nukleotidsequenzen und deren Zuordnung zum A- bzw.
C-Genom. Sequenzbereiche eines Locus sind in B. napus in derselben Farbe markiert.

Durch vergleichende Analyse der drei Brassica-Genome wurde gezeigt, dass durch die Poly-
ploidisierung keine genomische Umstrukturierung erfolgt ist und dass in Raps die Genome
von Kohl und Rübsen im wesentlichen konserviert sind (Rana et al., 2004). Die vorliegende
Arbeit liefert Hinweise, dass im BnSCT-Locus eine Neuanordnung stattgefunden hat. So
wurden durch Southern-Analyse (Abbildung 3.13) Unterschiede im genomischen Bereich
der SCT zwischen B. napus und B. rapa festgestellt. Weiterhin bedurfte es erheblichen
Aufwands, um eine 5’-Region aus dem A-Genom von B. napus zu klonieren. Durch den
Einsatz PCR-gestützter Klonierungstechniken konnte mit Hilfe einer genomischen Bank der
5’-Bereich eines BnSCT-Gens, dass dem A-Genom angehört, isoliert werden (Abbildung
3.18). Es stellte sich jedoch heraus, dass das enthaltene BnSCT-Gen durch Insertionen, die
zu mehreren Stop-Codons führen, unterbrochen wird. Überraschenderweise wurde am sel-
ben BAC durch PCR die genomische Sequenz einer zweiten, funktionalen BnSCT-Sequenz
amplifiziert. Ob im B. rapa Genom eine ähnliche Struktur vorhanden ist, kann zu die-
sem Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Eine Sequenzierung des BAC-Klon 4 und eine
weitere Analyse der BAC-Klone, die im Rahmen dieser Arbeit isoliert, jedoch nicht wei-
ter untersucht wurden, könnte Sequenzinformationen für die Aufklärung der Unterschiede
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im SCT-Locus von B. napus und B. rapa liefern. Bei gegenüberstellenden Analysen von
B. napus und den rezenten Sorten der diploiden Ausgangsarten sollte auch stets in Betracht
gezogen werden, dass die rezenten Sorten in ihrer Genomstruktur nicht mehr vollständig
mit den ursprünglichen Vorfahren von B. napus übereinstimmen, da auch sie im Verlauf
der genomischen Evolution Veränderungen erfahren haben.

Durch vergleichende Untersuchungen mit A. thaliana wurde gezeigt, dass die chromo-
somalen Segmente im Brassica-Genom im allgemeinen mit den homologen Arabidopsis-
Segmenten korrelieren, jedoch in ihrer Mikrostruktur durch Genverlust, Translokation und
Inversion stark verändert sind (O’Neill und Bancroft, 2000). Der Vergleich des BnSCT1-
Locus mit dem chromosomalen Bereich von SNG2 in A. thaliana spiegelt dies wider (Ab-
bildung 3.17). Während die Gene downstream von BnSCT1 in der gleichen Reihenfolge
wie in A. thaliana angeordnet sind, konnten im upstream-Bereich Unterschiede festgestellt
werden. So sind in A. thaliana vier Gene vorhanden, die in B. napus nicht vorkommen. Von
einem dieser Gene (SDH3) konnten im BnSCT1-Locus noch Bruchstücke gefunden werden.
Da Genverlust nach Verdopplung das wahrscheinlichste Ereignis im Laufe der Evolution
ist (Übersicht in Adams und Wendel, 2005b), besteht die Annahme, dass der 5’-Bereich
von BnSCT1 durch Deletionen einer Neustrukturierung unterlag.

4.2. Heterologe Expression von BnSCT1

Da die Strukturaufklärung pflanzlicher SCPL-Acyltransferasen von großem Interesse ist
(Abschnitt 1.4) wurden im Rahmen dieser Arbeit Versuche zur heterologen Expression der
BnSCT aus B. napus unternommen. Dafür standen sowohl prokaryotische als auch euka-
ryotische Systeme zur Verfügung.

Aufgrund vieler Vorteile ist E. coli eines der meist eingesetzten Expressionssysteme für
die Überexpression rekombinanter Proteine. E. coli ist einfach genetisch zu manipulieren
und kann schnell und kostengünstig zu hohen Zelldichten wachsen, wobei durch variable
Wachstums- und Induktionsbedingungen eine verbesserte Expression erzielt werden kann.
Aus diesem Grund wurde E. coli als erstes Expressionssystem gewählt. Nach heterolo-
ger Expression von BnSCT1 ohne die putativen Signalsequenz im pQE60/M15[pRep4]-
Expressionssystem wurden im Western Blot durch Markierung der C-terminalen 6 x His-
Sequenz schwache Signale in der unlöslichen Proteinfraktion detektiert. Für die schwa-
che Expression in E. coli sind mehrere Ursachen denkbar. Eine mögliche Erklärung lie-
fert die Analyse der Codon-Verteilung von BnSCT1. In jedem Organismus werden die
61 Aminosäure-Codons mit unterschiedlicher Häufigkeit verwendet. Die Codonhäufigkeit
korreliert mit der Anzahl der entsprechenden tRNAs, d.h. für seltene Codons liegen nur
wenige tRNAs vor (Dong et al., 1996). Dies beeinflusst entscheidend die Translationseffi-
zienz (Kane, 1995). In E. coli wird Arginin beispielsweise nur selten durch die die Codons
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AGA und AGG verschlüsselt. Dieses Problem kann durch die Coexpression der seltenen
tRNAs mit dem Zielprotein gelöst werden (Rosenberg et al., 1993). In dieser Arbeit konnte
mit Hilfe des E. coli-Stamms BL21-CodonPlus (DE3)-RIL die heterologe Expression von
BnSCT1 um ein Vielfaches erhöht werden (Abbildung 3.8). Es konnte jedoch auch mit die-
sem Stamm unter keiner der getesteten Bedingungen funktionelles His-tag-Fusionsprotein
von BnSCT1 hergestellt werden. In der Literatur finden sich diesbezüglich ähnliche Anga-
ben. So beschreiben Shirley et al. (2001) für die heterologe Expression von SNG2, das für
die SCT in A. thaliana codiert, die Akkumulation des Proteins in Einschlußkörpern. Ob-
wohl Lehfeldt et al. (2000) von der funktionellen heterologen Expression des für die SMT
aus A. thaliana codierenden SNG1-Gens berichten, erscheinen diese Angaben bei näherer
Betrachtung zweifelhaft, da der Enzymassay zum Nachweis der SMT-Aktivität über 14 h
durchgeführt wurde. Die fehlende funktionelle Expression von BnSCT1 ist möglicherweise
darauf zurückzuführen, dass Bakterien nicht in der Lage sind, bestimmte posttranslatio-
nale Modifikationen, wie z. B. Phosphorylierungen, Glycosilierungen oder proteolytische
Spaltungen, durchzuführen. Diese sind jedoch oft erforderlich, um ein aktives eukaryoti-
sches Protein zu erhalten. Für die verwendete BnSCT1-Sequenz wurden mehrere post-
translationale Modifizierungen vorhergesagt (Abschnitt 3.1). Die putative Signalsequenz
von BnSCT1 war bei den Expressionkonstrukten nicht vorhanden, sodass ein negativer
Einfluss dieser Region ausgeschlossen werden kann. Anhand von Sequenzvorhersagen und
Literaturangaben scheint es jedoch wahrscheinlich, dass es sich bei der BnSCT um ein
glykosiliertes Protein handelt, das zudem noch endoproteolytisch gespalten wird und in
seiner aktiven Form als Heterodimer vorliegt, dessen Untereinheiten durch Disulfidbrücken
verbunden sind (Shirley und Chapple, 2003). Ein weiteres Problem der Proteinexpressi-
on in Bakterien ist die korrekte Faltung des zu exprimierenden Proteins, da hierzu oft
sogenannte Chaperone benötigt werden, die in pro- und eukaryotischen Systemen unter-
schiedlich sind (Hartl, 1996). Da es nicht möglich war, BnSCT1 in Bakterien funktionell
zu exprimieren, wurden mit der Hefe S. cerevisiae und mit N. tabacum zwei eukaryotische
Expressionssysteme getestet.

Die Expression in Hefen kombiniert die Vorteile der schnellen und kostengünstigen Kul-
tivierung der Zellen mit der Fähigkeit post-translationale Modifikationen durchzuführen.
Hefen verfügen aufgrund eines entsprechenden sekretorischen Stoffwechselweges über die
Möglichkeit der korrekten Modifikation und Sekretion heterologer Proteine. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte, das BnSCT1-Gen in S. cerevisiae rekombinant exprimiert werden. Die
nachgewiesene Enzymaktivität liegt mit 1 pkat/mg Protein allerdings deutlich niedriger als
bei der transienten Expression im pflanzlichen System N. tabacum. Die Tatsache, dass eine
SCT-Aktivität bei einer Induktionsdauer von mehr als vier Stunden nicht mehr festgestellt
werden konnte, läßt vermuten, dass das rekombinante Protein in den Hefen sehr instabil
ist, bzw. von Proteasen abgebaut wird. Die sehr geringe Aktivität kann auf mehrere Ursa-
chen zurückzuführen sein. So zeigt beispielsweise die Analyse der Codonpräferenz, dass das
in der BnSCT1-cDNA insgesamt neunmal vorkommende Codon CTC für Leucin von der
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Hefe nur in 6 % aller Fälle verwendet wird1. Weiterhin trägt das SCT-Vorläuferprotein eine
N-terminale Signalsequenz, welche den Transport ins Endoplamatische Retikulum vermit-
telt und dabei abgespalten wird. Dieses pflanzliche Signalpeptid ist möglicherweise nicht
optimal für die Prozessierung in Hefe.

Die Expression pflanzlicher Proteine in S. cerevisiae ist in der Literatur mehrfach erwähnt.
So wurde beispielsweise die Expression einer SCPL-Acyltransferase aus L. pennellii (Li
und Steffens, 2000) und des für die SCT aus A. thaliana codierenden SNG2-Gens (Shir-
ley und Chapple, 2003) in S. cerevisiae beschrieben. Die hetrologe Expression von SNG2
erfolgte in einem sekretorischen Hefestamm [S. cerevisiae W2579, (MATα ∆prc1 vpl1-1
leu2-3 leu2-112 ura3-52)]. Dieser Stamm ist im vakuolären Transport gestört und sekre-
tiert Proteine, die normalerweise in die Vakuole transportiert würden, ins Medium. Dies
wurde sowohl für die CPY als auch für die SCT aus A. thaliana beschrieben (Nielsen
et al., 1990; Shirley und Chapple, 2003). Für die CPY wurde zudem ein Vektor mit einem
Leu2d-Marker verwendet. Dieser Marker besteht aus dem Leu2-Gen unter der Kontrol-
le des deletierten Leu2-Promotors (Erhart und Hollenberg, 1983). Wird dieser Marker in
einem Leucin-defizienten Hefestamm wie W2579 eingestetzt, so kann die Kopienzahl des
Expressionsplasmids bei Kultivierung in Leucin-Mangelmedium stark erhöht werden.

Für die Steigerung der heterologen Expression in S. cerevisiae wäre neben der Codon-
Optimierung, der Verwendung eines sekretorischen Hefestamms und der Optimierung des
Expressionsplasmides, der Austausch des nativen BnSCT1-Signalpeptids durch Signalse-
quenzen vakuolärer Hefeproteine erfolgversprechend. Dazu zählen beispielsweise die va-
kuoläre Zielsequenz der CPY (Nielsen et al., 1990; Jung et al., 1999) und die der Protein-
ase A, die durch das Pep4-Gen codiert wird (Ammerer et al., 1986; van den Hazel et al.,
1993).

Als pflanzliches Expressionssystem wurde die Agrobacterium-vermittelte transiente Ex-
pression in N. tabaccum gewählt. Diese transiente Transformationsmethode hat den Vor-
teil, dass die Expression des rekombinanten Proteins schnell nachvollzogen werden kann.
Die Pflanzen müssen nicht regeneriert werden, und das rekombinante Protein kann be-
reits nach wenigen Tagen aus den Blättern isoliert werden. Die heterologe Expression von
BnSCT1 in Tabak erfolgte unter der Kontrolle des lichtregulierten RbcS1-Promotors un-
ter Verwendung des binären Vektors pBINPLUS. Für dieses System wurde in Pflanzen
eine achtfach höhere Expressionsrate als bei Verwendung des 35S-Promotors beschrieben
(Outchkourov et al., 2003). Mit Hilfe dieses Systems gelang es BnSCT1 funktionell zu
exprimieren (Abbildung 3.11). Im Proteinrohextrakt der infiltrierten Blattbereiche konnte
eine SCT-Aktivität von durchschnittlich 20,6 pkat/mg Protein nachgewiesen werden. Dies
erscheint gering, im Vergleich zur höchsten spezifischen Aktivität, die im Rohextrakt von
Rapssamen gemessen wurde (ca. 190 pkat/mg Protein, vgl. Abbildung 3.26). Dies mag ein
Grund dafür sein, dass in Western Blot-Analysen bei Einsatz gleicher Proteinmengen kein

1http://www.kazusa.or.jp/codon/
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rekombinantes Protein nachgewiesen werden konnte.

Eine Erhöhung der Expressionsrate könnte durch den Einsatz des viralen Silencing-In-
hibitors p19 in Kombination mit der transienten Transformation in N. benthamiana er-
reicht werden (Voinnet et al., 2003). Eine andere Alternative wäre die stabile Tabak-
Transformation, da dann im Gegensatz zur transienten Expression jede Zelle das Expres-
sionskonstrukt trägt. Für die Expression von uidA unter transkriptioneller Kontrolle des
lichtregulierten RbcS1-Promotors in N. tabacum konnte beispielsweise das rekombinante
Protein mit knapp 3 % des löslichen Gesamtproteins nachgewiesen werden. (Outchkourov
et al., 2003). Ob eine Akkumulation des BnSCT-Proteins in transgenen Tabakpflanzen in
ähnlicher Weise erfolgt, müßte überprüft werden.

Die Ergebnisse der Expression in Tabak und in Hefe zeigen sehr deutlich, dass ein ange-
fügter 6 x His-tag an den C-Terminus der BnSCT1-Sequenz zu einem dramatischen Ver-
lust der Aktivität führt. So wurde für das BnSCT1-His-tag-Fusionsprotein in N. tabacum
nur eine Enzymaktivität von 1,4 pkat/mg Protein gemessen, was einem Aktivitätsverlust
von 95 % entspricht. In S. cerevisiae konnte für das Fusionsprotein keine Aktivität nach-
gewiesen werden. Es scheint daher, dass der angefügte Poly-Histidin-tag, möglicherweise
aufgrund seiner positiven Ladung oder durch eine Veränderung der Proteinfaltung, einen
negativen Einfluss auf die SCT-Enzymaktivität hat. Dies bedeutet, dass eine Reinigung
des rekombinanten Proteins über Metallaffinitätschromatographie entfällt. Da allerdings
ein Peptidantikörper gegen die BnSCT vorliegt, besteht die Möglichkeit, das rekombinante
Protein durch Affinitätschromatographie mit Hilfe einer Antikörper-gekoppelten Matrix
anzureichern.

4.3. Reduktion des Sinapingehaltes

Mit B. napus steht eine wertvolle Eiweißquelle zur Verfügung, die aufgrund unerwünschter
phenolischer Inhaltsstoffe bislang nicht in vollem Umfang für die Ernährung genutzt wer-
den kann. Ein Ziel des BMBF- Forschungsprojektes „NAPUS 2000“, in dessen Rahmen die
vorliegende Arbeit angefertigt wurde, war es diese Eiweißressource zu erschließen und nutz-
bar zu machen. Den größten Anteil an den phenolischen Komponenten nimmt das Sinapin
ein (Kozlowska et al., 1983; Shahidi und Naczk, 1992), so dass eine Reduktion des Sinapin-
gehaltes eine substantielle Vorraussetzung für die Etablierung von Raps als Proteinpflanze
ist. Durch klassische Züchtungsprogramme gelang es nicht, Rapspflanzen mit einem stabil
niedrigen Sinapingehalt zu gewinnen (Zum Felde et al., 2003). Da der Metabolismus der
Sinapatester bekannt ist, lag es nahe, einen molekularen Züchtungsansatz zu verfolgen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Verminderung der SCT-Aktivität
zu einer Sinapinreduktion führt.
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Eine Möglichkeit zur Herstellung von Pflanzen mit verringerter oder abgeschalteter SCT-
Aktivität ist die Nutzung von RNAi. Dieser Mechanismus basiert darauf, dass in die
Pflanzenzelle eingebrachte doppelsträngige RNA als fremd erkannt und die dazu homologe
mRNA abgebaut wird. Das Silencing von BnSCT wird dabei durch stabile Transformation
eines RNAi-Konstruktes erzielt, das die Expression doppelsträngiger RNA-Fragmente in
Form selbst-komplementärer hairpin RNA vermittelt. Diese wirken als äußerst effiziente In-
duktoren des PTGS und führen damit in transgenen Pflanzen zu einer wesentlich höheren
Suppressionsstärke und -häufigkeit als konventionelle Co-Suppressions- und Antisensekon-
strukte (Chuang und Meyerowitz, 2000; Levin et al., 2000; Smith et al., 2000; Wesley et al.,
2001; Stoutjesdijk et al., 2002).

Hüsken et al. (2005) konnten zeigen, dass eine Reduktion des Sinapingehaltes in B. napus
um 72 % im Vergleich zum Wildtyp durch Suppression der UDP-Glucose:Sinapinsäure-
Glucosyltransferase (SGT) mittels RNAi möglich ist. Leider gelang es im Rahmen dieser
Arbeit nicht, transgene Rapspflanzen mit einem verminderten Sinapingehalt zu erzeugen
(Abschnitt 3.5). Ein wesentlicher Grund dafür war die niedrige Regenerationsrate der trans-
genen Pflanzen. Es konnten nur zwei transgene Pflanzen regeneriert werden, die beide
hinsichtlich ihres Sinapingehaltes mit dem Wildtyp vergleichbar waren. Für den RNAi-
SGT-Ansatz ist eine Suppressionseffizienz von unter 50 % beschrieben. So zeigten lediglich
13 von 30 transgenen Pflanzen mit integrierter Suppressionskassette einen verminderten
Sinapingehalt. Die Wahrscheinlichkeit bei nur zwei transgenen Linien eine supprimierte
Pflanze zu erzeugen ist demnach äußert gering.

Obwohl der RNAi-Ansatz in B. napus nicht zum Erfolg führte, konnte eindeutig belegt wer-
den, daß mit Hilfe eines transgenen Ansatzes unter Verwendung eines RNAi-Konstruktes
eine signifikante Abnahme des Sinapingehaltes im Samen möglich ist. Durch Transforma-
tion von A. thaliana mit dem pLH-SCT-GUS-Konstrukt konnte in der T2-Generation eine
Reduktion des Sinapingehaltes um 48 % verglichen mit dem niedrigsten, im Wildtyp ge-
messenen Wert, erreicht werden. In 44 von 50 transgenen Pflanzen wurde ein geringerer
Sinapingehalt als im Wildtyp gemessen. Dies entspricht einer Suppressionseffizienz von
88 %. Singh et al. (2000) beschreiben eine PTGS-Effizienz von 100 % in A. thaliana durch
den Einsatz eines FAD2-RNAi-Konstruktes, das als Spacer ein Intron besitzt. Dieses In-
tron scheint für die hohe Effizienz verantwortlich zu sein, da durch das Herausspleißen
eine stabilere Doppelstrang-Struktur entsteht. Das weder die in der Literatur angegebene
Suppressionsstärke, noch die PTGS-Effizienz erreicht werden konnte, liegt möglicherweise
aber auch in der Tatsache begründet, dass die eingesetzte Sequenz zum Arabidopsis-Gen
nur 84 % Identität aufweist.
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In diesem Zusammenhang muß ebenfalls erwähnt werden, dass aus züchterischer Sicht,
die Reduktion des Sinapingehaltes durch die alleinige Suppression der SCT nicht sinn-
voll ist, da die dadurch akkumulierende Sinapoylglucose dafür sorgt, dass der Gesamt-
Sinapatestergehalt und somit der Gehalt an unerwünschten phenolischen Inhaltsstoffen
weiterhin auf einem hohen Niveau ist. Die Identifizierung der BnSCT-Sequenz und der
Beweis, dass eine Suppression dieses Gens zu einem verminderten Sinapingehalt führt, lie-
fert jedoch die Vorraussetzung für neue RNAi-Ansätze. So wäre durch eine gemeinsame
Suppression von SGT und BnSCT eine weitere Reduktion des Sinapingehaltes in B. napus
zu erwarten.

4.4. Immunlokalisierung der BnSCT in B. napus

Die Komplexität des pflanzlichen Phenylpropanoid-Stoffwechsels war in den letzten Jahren
Thema vieler Untersuchungen. Durch die Isolierung und Charakterisierung von Arabidopsis-
Mutanten mit verändertem Gehalt an Sinapatestern (Ruegger und Chapple, 2001) mußten
einige grundlegende Vorstellungen über den Phenylpropanoid-Stoffwechsel in A. thaliana
revidiert werden (Abbildung 4.1). So werden Ferulasäure und Sinapinsäure nicht quantita-
tiv über die schrittweise Hydroxylierung und O-Methylierung am aromatischen Ring der
freien Säuren synthetisiert, sondern vorwiegend durch Oxidation der entsprechenden Al-
dehyde (Nair et al., 2004). Das ursprünglich als Ferulasäure-5-hydroxylase (F5H) beschrie-
bene Enzym setzt bevorzugt Coniferaldehyd und Coniferylalkohol zu den entsprechenden
5-Hydroxyderivaten um (Humphreys et al., 1999). Die Hydroxylierung von 4-Cumarsäure
zu Caffeesäure findet vorwiegend auf der Stufe der Shikimisäure- oder Chinasäureester
statt (Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002b,a). Dies zeigt, dass der Phenylpropanoid-
Stoffwechsel ein komplexes metabolisches Netzwerk ist, in dem die Metaboliten über viele,
oft noch nicht untersuchte, Synthesewege miteinander in Verbindung stehen. Um dieses
metabolische Netzwerk zu verstehen und für züchterische Zwecke beeinflussen zu können,
ist ein detailliertes Wissen über die gewebespezifische und intrazelluläre Lokalisierung von
Enzymaktivitäten und Metaboliten eine wichtige Voraussetzung, da hieraus Aussagen zur
Kompartimentierung von Stoffwechselprozessen und Transportvorgängen abgeleitet werden
können. Die Lokalisierung der Enzyme des Sinapin-Metabolismus wird wichtige Hinweise
für die Aufklärung des metabolischen Sinapatester-Netzwerkes liefern, sodass dieses ein
Schwerpunkt im Rahmen der vorliegenden Dissertation war.
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Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung des Phenylpropanoid-Stoffwechsels in A. thalia-
na. Die rot gekennzeichneten Enzymaktivitäten wurden in A. thaliana nachgewiesen: PAL,
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase; C4H, Zimtsäure-4-hydroxylase; 4CL, 4-Hydroxyzimtsäure-
CoA-Ligase; CQT, Hydroxycin-namoyl-CoA:Chinasäure-Hydroxycinnamoyltransferase; CST,
Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimisäure-Hydroxycinnamoyltransferase; C3H, 4-Coumarsäure-3-
Hydroxylase; CCoAOMT, Caffeoyl-CoA-O-Methyltransferase; CCR, Cinnamoyl-CoA-Reductase;
CAD, Cinnamylalkohol-Dehydrogenase; F5H, Feru-lasäure-5-Hydroxylase; COMT, Caffeesäure-/5-
Hydroxyferulasäure-O-Methyltransferase; SAD, Sinapylalkohol-Dehydrogenase; SALDH/CALDH,
Sinapaldehyd-/Coniferylaldehyd-Dehydrogenase. Die in grau gehaltenen Stoffwechselschritte sind
bisher in A. thaliana nicht nachgewiesen (nach Humphreys und Chapple, 2002; Nair et al., 2004;
modifiziert).

Anhand von Sequenzvergleichen (Abbildung 3.4) bestand die Vermutung, dass die BnSCT
als ein Vorläuferprotein synthetisiert und posttranslational modifiziert wird. Zu diesen Mo-
difizierungen zählen neben der N-Glykosilierung das Abspalten einer Signalsequenz und das
Herausspalten eines Endopeptids. Das Entfernen dieses Endopeptids resultiert in einer he-
trodimeren Struktur, bestehend aus zwei Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von
29 bzw. 18 kDa, die durch Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Gegen die 29 kDa-
Untereinheit wurden Peptidantikörper hergestellt und zuerst in Western Blot-Analysen
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hinsichtlich ihrer Spezifität getestet. In den Samenstadien C, D und E, in denen die höchs-
ten SCT-Aktivitäten gemessen wurden, konnten nach reduzierender SDS-PAGE zwei Si-
gnale mit einer Größe von etwa 29 kDa und 24 kDa detektiert werden. Die Intensität beider
Signale nimmt im Verlaufe dieser Entwicklungsstadien zu (Abbildung 3.27) und korreliert
mit der gemessenen SCT-Aktivität (Abbildung 3.26). Die 29 kDa-Bande entspricht der er-
warteten großen Untereinheit des BnSCT-Proteins gegen die der Antikörper gerichtet war.
Diese Bande ist nach nichtreduzierender SDS-PAGE nicht mehr vorhanden und wird durch
ein diffuses Fragment mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa ersetzt. Das unscharfe
Muster des Proteins und die Tatsache, das das detektierte Protein etwa 3 bis 5 kDa grö-
ßer war als theoretisch berechnet, sind Hinweise für eine N-Glykosylierung der SCT. Die
24 kDa-Bande wurde auch nach nichtreduzierender SDS-PAGE erkannt. Dies deutet auf
eine unspezifische Reaktion des Antikörpers hin. Interessanterweise beschreiben Vogt et al.
(1993) in der gereinigten SCT-Fraktion aus dunkelgrünen Rapssamen die Kontamination
mit einem Protein von genau dieser Größe in den gereinigten Fraktionen. Es scheint also
ein Protein mit ähnlichen strukturellen Eigenschaften im Samen vorhanden zu sein, das
sich bei der Aufreinigung ähnlich wie die BnSCT verhält und das auch durch den Anti-
BnSCT-Antikörper erkannt wird.

Die Immunlokalisierung der BnSCT in Samen von B. napus lieferte ein überraschendes
Ergebnis. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewisen werden, das die SCT nicht wie
vermutet in den Vakuolen, sondern in Plastiden lokalisiert ist. Nach der, von den meis-
ten Wissenschaftlern anerkannten Endosymbionten-Hypothese sind Plastiden Abkömmlin-
ge ehemals freilebender Einzeller, die auf einer frühen Evolutionsstufe nach Aufnahme in
einen Zellkörper in diesem zunächst symbiontisch lebten und sich nach und nach zu Or-
ganellen entwickelt haben (Margulis, 1970). Als phylogenetische Vorläufer der Plastiden
gelten Cyanobakterien. Plastiden besitzen eine eigene DNA (plastidäre DNA, ptDNA) de-
ren Codierungskapazität jedoch für ein eigenständiges Überleben nicht ausreicht. Durch
Genom- und Proteomanalysen konnte gezeigt werden, dass die meisten der endosymbionti-
schen Gene während der Evolution von den Vorläuferorganellen zum Wirtskern transferriert
wurden (Abdallah et al., 2000; Leister, 2003). Demnach wird nur ein geringer Anteil der
in den Plastiden lokalisierten Proteine innerhalb der Organellen synthetisiert. Die meisten
plastidären Proteine sind kerncodiert, werden als Vorstufenproteine an den cytosolischen
Ribosomen synthetisiert und post-translational in die Organellen importiert (Keegstra und
Cline, 1999; Soll, 2002; Soll und Schleiff, 2004). Die Translokation der Vorstufenproteine
in den Plastiden wird durch zwei Multiproteinkomplexe ermöglicht. Entsprechend ihrer
Lokalisierung werden diese als Toc- (translocon at the outer envelope of chloroplasts) bzw.
Tic-Komplex (translocon at the inner envelope of chloroplasts) bezeichnet (Übersicht in
Gutensohn et al., 2005). Ähnlich wie Proteine, die in Mitochondrien oder in das Endo-
plasmatische Retikulum transportiert werden, tragen fast alle chloroplastidären Vorstufen-
proteine eine N-terminale, abspaltbare Extension (Transitpeptid) zur organellspezifischen
Zielsteuerung (Soll, 2002; Jarvis und Soll, 2002). Dieses Transitpeptid ist verantwortlich
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sowohl für den Transport der Proteine zu den Plastiden als auch für deren Transport
durch die äußere und innere Hüllmembran und wird nach Erreichen des Stromas durch
eine Peptidase abgespalten (Richter und Lamppa, 1998). Die meisten Proteine der äuße-
ren plastidären Hüllmembran besitzen kein abspaltbares Transitpeptid und werden meist
direkt von der cytosolischen Seite in die Membran inseriert (Soll und Tien, 1998). Proteine
die innerhalb der Plastiden lokalisiert sind, müssen über beide Hüllmembranen hinweg in
das Stroma und zum Teil danach in und über die Thylakoidmembran transportiert werden.
Es bestand lange Zeit die Annahme, dass für den Plastidenimport das Vorhandensein einer
Transitsequenz unabdingbar ist (Soll, 2002; Jarvis und Soll, 2002). Neuere Untersuchungen
des Chloroplasten Proteoms von A. thaliana belegen jedoch den Plastidenimport von Pro-
teinen, die kein Transitpeptid besitzen (Kleffmann et al., 2004; Friso et al., 2004). So zeigen
Untersuchungen eines Proteins (ceQORH, chloroplast envelope Quinone OxidoReductase
Homologue) der inneren Hüllmembran von Chloroplasten aus Spinacia oleracea, dass dieses
trotz Fehlens einer Transitsequrenz importiert wird (Miras et al., 2002). Die gleichen Er-
gebnisse lieferten Untersuchungen eines ebenfalls in der inneren plastidären Hüllmembran
lokalisierten Proteins (IEP32, inner envelope protein 32) aus Pisum sativum (Nada und
Soll, 2004). Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Zielsteuerung der Proteine
zu den Plastiden und der anschließende Import ein komplexer Prozess ist, der noch nicht
in allen Einzelheiten verstanden ist.

Die Plastidenlokalisation eines Proteins, das wie die SCT eine sekretorische Signalsequenz
am N-Terminus trägt, wirkt zunächst widersprüchlich. In der jüngsten Literatur findet
sich jedoch eine ausführliche Untersuchung zu diesem Phänomen (Villarejo et al., 2005).
Für eine α-Carboanhydrase (CAH1) aus A. thaliana, die eine sekretorische N-terminale
Signalsequenz trägt und die N-glykosiliert wird, wurde durch Immunlokalisierung und Im-
portversuche mit GFP-Fusionsproteinen die ausschließliche Lokalisierung in Chloroplasten
nachgewiesen. Durch in vitro Importstudien des full length CAH1-Proteins und des um das
Signalpeptid verkürzten Proteins mit isolierten Mikrosomen konnte gezeigt werden, dass
die N-terminale Signalsequenz notwendig ist für die Aufnahme ins ER und den Transport
in den Golgi-Apparat, wo die Prozessierung des Proteins, einschließlich des Abspaltens der
Signalsequenz und einer N-Glykosilierung, stattfindet. Intakte Chloroplasten waren hinge-
gen nicht in der Lage CAH1 aufzunehmen und zu prozessieren. Dies bedeutet, dass CAH1
nicht über den Toc/Tic Proteinkomplex in die Chloroplasten aufgenommen wird, obwohl
das glykosilierte Protein im Stroma der Chloroplasten nachgewiesen wurde. Diese Unter-
suchungen wurden unterstützt durch Blockierungsexperimente des vesikulären Transports
durch das Fungizid Brefeldin A (Nebenfuhr et al., 2002), das den Toc/Tic Mechanismus
nicht beeinflußt. Nach Behandlung mit dem Fungizid wurde die Akkumulation von CAH1
im ER und in den Golgi-Strukturen beobachtet. Interessanterweise wurden im Chloroplas-
tenproteom von A. thaliana 49 Proteine identifiziert, die laut Sequenzanalysen (TargetP)
ein sekretorisches Signalpeptid tragen (Kleffmann et al., 2004). Diese Analysen und die
Untersuchungen von Villarejo et al. (2005) liefern Hinweise für einen neuen sekretorischen
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Protein-Transportweg zu den Chloroplasten der Pflanzen. Wie dieser neue Transportweg
abläuft, ist bisher völlig ungeklärt. Im Gegensatz dazu, wurde eine α-Amylase (αAmy3)
aus Oryza sativa, die ebenfalls ein sekretorisches Signalpeptid trägt, in der Zellwand und
in Plastiden lokalisiert (Chen et al., 2004). Durch Importstudien wurde der Transport in
das ER, aber auch der direkte Transport in Plastiden und das Abspalten der Signalsequenz
innerhalb der Organellen nachgewiesen. Mit der BnSCT liegt nun ein Protein mit einer
sekretorischen Signalsequenz aus B. napus vor, für das eine ausschließliche Plastidenlo-
kalisation nachgewiesen wurde. Ob die BnSCT, wie CAH1 gezeigt über das ER und den
Golgi-Apparat oder aber auf direktem Weg wie αAmy3 in die Plastiden transportiert wird,
muss durch Importversuche mit Protoplasten bzw. isolierten Mikrosomen und Chloroplas-
ten untersucht werden.

Nachdem für die SCT eine Plastidenlokalisation gezeigt werden konnte, stellt sich die Fra-
ge nach der Bedeutung dieser Kompartimentierung für den Sinapin-Metabolismus. Es muß
postuliert werden, dass Sinapoylglucose und Cholin, die Substrate der SCT, in den Plas-
tiden vorhanden sind bzw. ein Transport in diese Organellen stattfindet. Zumindest für
Cholin sind in der Literatur Hinweise dafür zu finden. Durch einen transgenen Ansatz zur
Erhöhung der Salz und Kältetoleranz in A. thaliana, bei dem eine bakterielle Cholinoxida-
se (codA) in Cloroplasten exprimiert wurde, konnte einen Akkumulation von Glycinbetain
in den Plastiden erreicht werden (Hayashi et al., 1997; Sakamoto et al., 2000). Die Um-
wandlung von Cholin zu Glycinbetain durch die Cholinoxidase in den Cloroplasten setzt
also die Anwesenheit des Cholins in diesem Kompartiment voraus. Für Sinapoylglucose
sind hingegen keine Daten über die subzelluläre Verteilung bekannt. Die SGT, die die Um-
wandlung von Sinapinsäure zu Sinapoylglucose katalysiert, wird aufgrund des Fehlens einer
Signalsequenz im Cytoplasma vermutet (Wang und Ellis, 1998). Da jedoch in jüngster Zeit
Proteine identifiziert wurden, die auch ohne eine Targetsequenz in Plastiden transportiert
werden (Miras et al., 2002; Nada und Soll, 2004), kann auch für dieses Enzym eine plasti-
däre Lokalisation nicht ausgeschlossen werden.

Über die biologische Funktion des Sinapins und den Ort der Akkumulation ist bislang rela-
tiv wenig bekannt. Man weiß, dass Sianpin während der Keimung durch die Sinapinesterase
zu Sinapinsäure und freiem Cholin hydrolysiert (Nurmann und Strack, 1979; Strack, 1980).
Daher wurde vermutet, dass Sinapin in den Samen als Sinapinsäure- und Cholinspeicher für
die, nach der Keimung einsetzende Sinapoylmalat- bzw. Membranlipidbiosynthese fungiert
(Strack, 1981). Bei A. thaliana wurden dagegen Mutanten identifiziert (fah1 und sng2), die
durch eine Störung der Sinapinbiosynthese kein Sinapin, sondern freies Cholin akkumulie-
ren (Chapple et al., 1992; Shirley et al., 2001; Shirley und Chapple, 2003). Die Charakteri-
sierung dieser Mutanten führten jedoch nicht zu einer möglichen biologischen Funktion des
Sinapins, da eine Beeinträchtigung der Vitalität dieser Mutanten nicht beobachtet wurde.
Auf Grund der bitteren und adstringierenden Eigenschaften der Phenolsäuren und ihrer
Ester kann eine fraßhemmende Wirkung oder eine antifungale Wirkung nicht ausgeschlos-
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sen werden. Über den Ort der Sinapinakkumulation kann nur spekuliert werden, da keine
Untersuchungen diesbezüglich vorliegen. Anzunehmen ist, dass das Sinapin aufgrund der
proteinfällenden Wirkung phenolischer Substanzen gegen den cytoplasmatischen Raum ab-
gegrenzt wird. Ob eine Akkumulation an den Orten der Synthese stattfindet, das heißt in
den Plastiden, oder ob ein Transport in die Subkompartimente der Proteinspeichervakuo-
len erfolgt, in denen beispielweise die Phytate anzutreffen sind, kann zu diesem Zeitpunkt
nicht beantwortet werden. Die Lokalisierung der neben der SCT am Sinapinmetabolismus
beteiligten Enzyme SGT und SCE und der Metabolite Sinapoylglucose und Sinapin kann
dabei zur Aufklärung des Metabolitenflusses beitragen.

4.5. Weiterführende Arbeiten

Einige Ansätze für weiterführende Experimente sind in den vorangegangenen Abschnitten
bereits angedeutet worden. Im Mittelpunkt sollten dabei Untersuchungen zur Regulation,
Expression und Lokalisation stehen.

Die gezielte Deletion von Promotorbereichen ist als eine effektive experimentelle Strategie
zur Kartierung von regulatorischen cis-Elementen etabliert und könnte bei der Aufklärung
der Regulationsmechanismen der samenspezifischen Expression der BnSCT helfen. Die Un-
tersuchung der Promotoraktivität mittels Reportergenfusionen in A. thaliana-Mutanten
mit Defizienz für samenspezifische Transkriptionsfaktoren (z.B. fus3, abi3, lec1) könnte
Hinweise auf trans-aktive Faktoren liefern.

Für Srukturanalysen der BnSCT ist die Erhöhung der Ausbeute an enzymatisch aktivem
Protein im hetrologen Expressionssystem anzustreben. Zur Optimierung der Expression
in S. cerevisiae sollte die Nukleotidsequenz der BnSCT1-cDNA an die Erfordernisse des
Translationsapparates der Wirtszelle angepaßt werden (Codon-Präferenz, Signalpeptid).

Durch Lokalisierungsexperimente wurde die BnSCT in Plastiden nachgewiesen. Hinweise
für die molekularen Mechanismen des Plastidenimports könnten durch in vitro Importstu-
dien gewonnen werden. Für die Aufklärung der Kompartimentierung der Sinapinbiosyn-
these und deren Metabolitenfluss, sollten Kolokalisierungsexperimente mit den involvierten
Enzymen und Metaboliten durchgeführt werden.

Nicht zuletzt bieten die im Rahmen dieser Arbeit isolierten Nukleotidsequenzen neue
Möglichkeiten für molekulare Züchtungsansätze zur samenspezifischen Modifizierung in
B. napus. So könnte ein RNAi-Konstrukt hergestellt werden, dessen Suppressionskassette
durch Verwendung der 5’- und 3’-Region sowie eines Introns von BnSCT1 als Spacer aus-
schließlich aus homologen Sequenzen besteht.
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5. Zusammenfassung

Sinapatester akkumulieren in Samen von Brassicaceen mit Sinapin als Hauptkomponente.
Durch ihren phenolischen Charakter sind sie in einigen Nutzpflanzen, wie z.B. Raps als
antinutritive Substanzen unerwünscht. Eine Verringerung dieser phenolischen Samenkom-
ponenten durch Züchtung ist in Raps wenig aussichtsreich, da innerhalb der verfügbaren
Genotypen keine stabil vererbte ausreichende Varianz dieses Merkmals gefunden wurde.
Eine vielversprechende Möglichkeit, Rapslinien mit verringertem Sinapatester-Gehalt zu
erzeugen, besteht dagegen in der samenspezifischen Suppression der Sinapinbiosynthese.
Für eine gezielte Veränderung des komplexen metabolischen Netzwerkes sind neben der
Kenntnis der Gene, Informationen zu Regulation, Metabolitenfluss und Kompartimentie-
rung notwendig. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen die Klonierung, Charak-
terisierung und Lokalisierung einer Sinapoylglucose:Cholin-Sinapoyltransferase (SCT) aus
B. napus.

• Ausgehend von einem cDNA-Fragment, das Sequenzähnlichkeit zu Acyltransferase-
Genen aufwies, konnten aus B. napus vier BnSCT-cDNAs mit einem durchgängi-
gem Leserahmen von 1401 bp und einem abgeleiteten Protein von 466 Aminosäuren
isoliert werden. Die isolierten Sequenzen zeigen die typischen Merkmale von SCPL-
Proteinen. Computergestützte Analysen sagten eine N-terminale Signalsequenz und
mehrere N-Glycosilierungsstellen voraus. Aufgrund der hohen Sequenzidentitäten
konzentrierten sich alle weiterführenden Arbeiten hauptsächlich auf BnSCT1. Durch
Sequenzvergleiche wurde BnSCT1 dem von B. oleracea stammenden C-Genom zu-
geordnet.

• Die Funktionalität von BnSCT1 wurde durch die Komplementation einer SCT-defi-
zienten A. thaliana-Mutante mit der BnSCT1-cDNA und durch die heterologe Ex-
pression in S. cerevisiae und N. tabacum gezeigt. Dabei stellte sich heraus, dass
die Fusion des Proteins mit einer C-teminalen Histidinsequenz bei der Expressi-
on in N. tabacum zu einem Aktivitätsverlust von 95 % führt. Nach Expression in
S. cerevisiae war das His-tag-Fusionsprortein enzymatisch inaktiv.
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• Expressionsanalysen zeigten ein Zunahme der BnSCT-Transkriptakkumulation im
Verlauf der Samenentwicklung, die ihr Maximum im voll entwickelten Kotyledonen-
stadium (Stadium E) erreicht und danach wieder auf ein niedriges Niveau abfällt.
Die Transkriptabundanzen korrelieren mit den gemessenen Werten für die BnSCT-
Enzymaktivität.

• Southern Blot-Analysen und PCR-gestützte Klonierungstechniken lassen in B. napus
einen Umstrukturierung im Bereich des BnSCT-Locus des A-Genoms vermuten. In
B. napus sind für das A- und das C-Genom mindestens je drei BnSCT-Loci vorhan-
den.

• Mit Hilfe einer genomischen Bank von B. napus gelang die Isolierung eines ca. 7 kB
umfassenden Subfragmentes des BnSCT1-Locus. Vergleichende Analysen mit dem
SNG2-Locus von A. thaliana zeigen, dass die Grundstruktur beider Genorte ähnlich
ist. Dennoch wurden Unterschiede in der Mikrostruktur beider Loci festgestellt, die
möglicherweise auf eine Deletion im Genom von B. napus zurückzuführen sind.

• Die genomische 5’-Region des BnSCT1-Gens wurde durch PCR-gestützte Klonie-
rungstechniken isoliert. Durch Analyse von Promotor-Reportergenfusionen konnte
erfolgreich die samenspezifische Promotoraktivität dieser Region nachgewiesen wer-
den.

• Durch stabile Transformation von A. thaliana mit einem BnSCT1-RNAi-Konstrukt
konnte eine Reduktion des Sinapingehaltes um 48 % erreicht werden, die mit ei-
ner Akkumulation von Sinapoylglucose einhergeht. Die Suppressionseffizienz lag bei
88 %.

• Die immunologische Analyse der BnSCT mittels Western Blot weist darauf hin, dass
das native Enzym als heterodimeres, N-glykosiliertes Protein vorliegt. Im Samen
konnte die BnSCT in der Aleuronschicht und im embryonalen Gewebe nachgewie-
sen werden. Auf subzellulärer Ebene wurde das Enzym im Stroma der Plastiden
lokalisiert.

Durch die umfassende Charakterisierung der BnSCT liefert die vorliegende Arbeit wesent-
liche Beiträge zum Verständnis der Sinapinbiosynthese in der Pflanze. Die weiterhin offene
Frage nach der physiologischen Rolle des Sinapins sollte durch detaillierte Analyse Sinapin-
defizienter Mutanten sowie durch Kolokalisierung der an der Sinapinbiosynthese beteiligten
Enzymen und Metabolite weiter untersucht werden.
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A. Anhang

Abbildung A.1.: Nukleotidsequenzen der cDNA-Klone SCP1, SCP2 und SCP3 (von oben nach
unten). Das putative Stopcodon ist grau hinterlegt. Die möglichen Poly(A)-Signale nach Rothnie
et al. (1994) sind wie folgt angegeben: SCP1 - AATTAA (1), ATTAAA (2), AATAAT (3) und
AATAAC (4), SCP2 - AGTAAA (1), AAAAAA (2, 3, 7 und 8), AATAAT (4), AATAAC (5),
ACTAAA (6) und AATAGA (9) und SCP3 - AGTAAA (1), AAAAAA (2 und 3), AATAAT (4)
und AATAAC (5). Die Prozessierungsstelle ist eingerahmt.
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Abbildung A.2.: Sequenzvergleich der full length BnSCT-cDNAs. Unterschiede in der Nukleo-
tidsequenz sind rot dargestellt.
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Abbildung A.3.: Genomische Sequenz von BnSCT1 aus B. napus (AY383719). Die Sequenz
(2875 bp) enthält 14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401
bp (1-122; 224-369; 737-813; 912-1034; 1117-1219; 1312-1349; 1435-1536; 1632-1718; 1812-1979;
2036-2134; 2214-2332; 2452-2568; 2660-2705; 2795-2875).
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Abbildung A.4.: Genomische Sequenz von BnSCT2 aus B. napus. Die Sequenz (2864 bp) enthält
14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401 bp (1-122; 224-369;
737-813; 914-1036; 1119-1221; 1314-1351; 1438-1539; 1634-1720; 1810-1977; 2061-2132; 2212-2330;
2442-2558; 2656-2701; 2784-2864).
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Abbildung A.5.: Genomische Sequenz von BoSCT aus B. oleracea. Die Sequenz (2861 bp)
enthält 14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401 bp (1-122;
224-369; 737-813; 912-1034; 1117-1219; 1312-1349; 1435-1536; 1632-1718; 1812-1979; 2036-2134;
2214-2332; 2452-2568; 2660-2705; 2795-2875).
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Abbildung A.6.: Genomische Sequenz von BrSCT aus B. rapa. Die Sequenz (2864 bp) enthält
14 Exons (rot hinterlegt). Diese umfassen eine codierende Sequenz von 1401 bp (1-122; 224-369;
737-813; 914-1036; 1119-1221; 1314-1351; 1438-1539; 1634-1720; 1810-1974; 2058-2129; 2209-2327;
2439-2555; 2653-2698; 2781-2861).
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In den Abbildungen A.7 bis A.10 sind die Nukleotidsequenzen der genomischen 5’-Regionen
aufgeführt. Sequenzidentitäten sind farbig markiert. Grün: mtHSC70-2 (NM120996), Gelb:
SDH3 (NM120997), Rot: SCT.

Abbildung A.7.: Nukleotidsequenz von 5’BnSCT1 (2036 bp) aus B. napus. 1-380: mtHSC70-2,
843-954 und 1029-1081: SDH3, 1981-2036 BnSCT1 (AY383719).

Abbildung A.8.: 5’-Region von BrSCT (1289 bp) aus B. rapa. 1-42: mtHSC70-2, 101-207 und
288-340: SDH3, 1234-1289: BrSCT).
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Abbildung A.9.: Nukleotidsequenz von 5’BoSCT1 (1997 bp) aus B. oleracea). 1-340: mtHSC70-2,
803-914 und 989-1041: SDH3, 1942-1997: BoSCT.
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Abbildung A.10.: Nukleotidsequenz von 5’BoSCT2 (1992 bp) aus B. oleracea. 1-340: mtHSC70-
2, 807-914 und 988-1040: SDH3. 1937-1992: BoSCT2-Gens (1937-1992) in Rot angegeben.
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Abbildung A.11.: Sequenzvergleich der genomischen 5’Bereiche aus B. napus (5’BnSCT1), B.
oleracea (5’BoSCT1 und 5’BoSCT2) und B. rapa (5’BrSCT). Sequenzidentitäten sind wie in
Abbildung A.7 markiert. Gestrichelte Linien zeigen fehlende Sequenzbereiche an. Der Transkrip-
tionsstart des SCT-Gens ist grau hinterlegt.



A. Anhang 115

In den Abbildungen A.12 bis A.16 sind die Nukleotidsequenzen der genomischen 3’-Regionen
aufgeführt. Sequenzidentitäten zu sind farbig markiert. Blau: PPa (AY551439), Rot: SCT.

Abbildung A.12.: Nukleotidsequenz von 3’BnSCT1 (906 bp) aus B. napus. 1-34: BnSCT1,
906-241: PPa.

Abbildung A.13.: Nukleotidsequenz von 3’BnSCT2 (544 bp) aus B. napus. 1-34: BnSCT2,
544-198: PPa.

Abbildung A.14.: Nukleotidsequenz von 3’BrSCT (510 bp) aus B. rapa. 1-25: BrSCT, 510-252:
PPa.



A. Anhang 116

Abbildung A.15.: Nukleotidsequenz von 3’BoSCT1 (555 bp) aus B. oleracea. 1-25: BoSCT,
555-312: PPa.

Abbildung A.16.: Nukleotidsequenz von 3’BoSCT2 (539 bp) aus B. oleracea. 1-25: BoSCT,
539-313: PPa.
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Abbildung A.17.: Nukleotidsequenz des BAC5-Subfragmentes. Sequenzidentitäten sind farbig
dargestellt. 1-531 (Grün) mtHSC70-2 (NM120996), 994-1105 und 1180-1232 (Gelb) SDH3
(NM120997), 2135-5010 (Rot) BnSCT1 (AY383719), 6479-5215 (Blau) PPa (AY551439) und
6969-6870 (Braun) mdh1 (AJ242712).
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Abbildung A.18.: Nukleotidsequenz des 3’BAC4-Subfragmentes. Sequenzidentitäten sind farbig
dargestellt. 1-2865 (Rot) BnSCT2, 4192-3112 (Blau) PPa (AY551439) und 4910-4826 (Braun)
mdh1 (AJ242712).
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Abbildung A.19.: Nukleotidsequenz des 5’BAC4-Subfragmentes. Sequenzidentitäten sind
farbig dargestellt. 1-525 (Grün) mtHSC70-2 (NM120996); 800-852 und 972-1005 (Gelb) SDH3
(NM120997); 1769-2411, 3006-3407 und 3777-5638 (Rot) BnSCT.
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