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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Eine charakteristische Eigenschaft hoherer Pflanzen ist die Produktion einer grof3en Anzahl
von phenolischen Verbindungen mit einem weiten Spektrum von Strukturen und diversen
biologischen Funktionen (Strack 1997; Richter 1998). Als Beispiele fiir die grol3e Bedeutung
dieser Stoffe seien zum einen die Flavonoide genannt, die in vielen Arten als ein effektiver
Schutzfilter gegen schadigende UV-Strahlung wirken (Laedrgl. 1995), zum anderen das
Biopolymer Lignin, das dem pflanzlichen Gewebe Festigkeit verleint und damit ein essentieller
Bestandteil vieler anatomischer Strukturen ist (Douglas 1996; M¢wdr1998). Die Biosyn-

these pflanzlicher Phenole geht (bis auf wenige Ausnahmen) von L-Phenylalanin aus, das durch
den Shikimisdure-Stoffwechselweg gebildet wird (Weaver und Herrd@@rn; Herrmann und
Weaver 1999). Im Verlaufe des sog. generellen Phenylpropan-Stoffwechsels (Hahlbrock und
Scheel 1989; Strack und Mock 1993) entsteht aus dieser Aminosaure eine Reihe von Hydroxy-
zimtsauren (s. Abb. 1; 4-Cumar- bis Sinapinsaure). In verschiedenen Stoffwechselwegen wird
daraus ein grofRer Teil der weiteren phenolischen Verbindungen synthetisiert.

Die Hydroxyzimts&duren sind nicht nur die zentralen Zwischenprodukte des phenolischen
Stoffwechsels, in vielen Pflanzen akkumulieren sie in Form verschiedener Konjugate auch als
Endprodukte (Strack und Mock 1993). Das Vorkommenirbeger Verbindungen ist dabei
zumeist auf eine bestimmte Anzahl von Arten beschrankt. So werden z.B. in die Zellwande von
Solanum tuberosurgKartoffel) Amide von unterschiedlichen Hydroxyzimtsduren mit Tyramin
eingelagert (Schmidgt al. 1998), die durch das Enzym Hydroxycinnamoyl-Coenzym A:Tyra-
min-N-(Hydroxycinnamoyl)-Transferase (THT) gebildet werden (Schmtdal. 1999). Ein
anderes Beispiel fur derartige Konjugate sind verschiedene l6sliche Ester der Sinapinsaure,
deren Akkumulation fiir die Failie der Brassicaceer(Kreuzblitler) typisch ist. Das Thema
der vorliegenden Arbeit ist das Enzyn©iSinapoyl3-D-glucose:L-Malat-Sinapoyltransferase
(SMT), das eine der Umesterungsreaktionen dieser Konjugate in der pflanzlichen Entwicklung
katalysiert. Der Stoffwechsel der Sinapinsaureester und das Enzym SMT sollen im Folgenden
genauer beschrieben werden.

1.1 Der Stoffwechsel der Sinapinsaureester

Fur die Untersuchung dieses Stoffwechsels haben sich die Keimblatt®apbianus sativus
(Radieschen) als ein geeignetes Modellsystem erwiesen, das eingehend biochemisch untersucht
wurde (Strack 1977; Straek al. 1978; Linscheicet al. 1980). Eine grof3e Anzahl von Arten

aus der Familie deBrassicaceerakkumuliert in den Samen in erheblichen Mengen den Ester
O-Sinapoylcholin (Regenbrecht und Strack 1985; Bouchetal. 1991). In der frihen Ent-
wicklung desRaphanuskeimlings wird dieser Ester durch eine spezifis€hi&inapoylcholin-
Esterase (SCE; EC 3.1.1.49) vollstandig abgebaut (s Abb. 1; Nurmann und Strack 1979;
Stracket al. 1980). Die freigesetzte Sinapinsaure wird in &aphanusKeimblattern durch
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Abb. 1. Biosynthese und Umwandlungen der Sinapins
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eine spezifische Uridin-5’-diphosphat (UDP)-Glucose:Sinapinsaure-Glucosyltransferase (SGT;
EC 2.4.1.120) verestert zuQ-Sinapoyl3-D-glucose (s. Abb. 1; Strack 1980; Nurmann und
Strack 1981). Das Cholin dient grof3tenteils der Biosynthese von Phosphatidylcholin (Strack
1981). Die Biosynthese d&3-Sinapoylcholins in den reifenden Samen Wnsativuserfolgt

durch eine spezifische @-Sinapoylf:-D-glucose:Cholind-Sinapoyltransferase (SCT; EC 2.3.
1.91; s. Abb. 1; Strackt al. 1983). Der daflr als Substrat erforderlich®-Glucoseester der
Sinapinsaure wird durch die SGT-Reaktion bereitgestellt.

Die 10O-Sinapoyl3-D-glucose ist in den Keimblattern vdRaphanus sativugin Zwi-
schenprodukt, aus dem in einer weiteren Reaktion der EsPeSiAapoyl-L-malat entsteht.
Diese Umesterung wird katalysiert von de©OiSinapoyl3-D-glucose:L-MalatO-Sinapoyl-
transferase (SMT; EC 2.3.1.92; s. Abb. 1). Die Aktivitat dieses Enzyms wurde zuerst durch
Tkotz und Strack (1980) beschrieben und anschliel3end genauer charakterisiert (Strack 1982).
Wie in der SCT-Reaktion wirkt der @-Glucoseester der Sinapinsaure auch in dieser Reaktion
als ein aktiviertes Substrat mit hohem Gruppenubertragungspotential (Mock und Strack 1993).
Das durch die SMT gebildete @-Sinapoyl-L-malat akkumuliert als Endprodukt der darge-
stellten Umwandlungen in den oberen, epidermalen Schichten der Keimblatter sativus
(Stracket al. 1985). Dabei findet nur eine quantitative Umsetzung der genannten Ester ohne
einede noveSynthese statt (Stra@k al. 1978). Diese setzt erst ein mit der Entwicklung der
Folgeblatter, in denen bevorzugt die Ester von L-Malat mit der 4-Cumar-, Kaffee- und Ferula-
saure gebildet werden (Braretlal. 1984; Nielseret al. 1984).

Die SMT weist eine Reihe von besonderen Eigenschaften auf. Das Enzym und die an der
Reaktion beteiligten Ester sind in den Keimblattern Raphanus sativuausschlie3lich in den
Zellvakuolen lokalisiert (Sharma und Strack 1985; Strack und Sharma 1985). Die Aktivitat des
Enzyms und die Akkumulation des Produkt®©-5inapoyl-L-malat zeigen eine deutliche und
positive Abhangigkeit von der Menge des eingestrahlten Lichts sowie eine enge und positive
Korrelation mit dem Gehalt von L-Malat in den Keimblattern (Dahlbender und Strack 1984;
Stracket al. 1986). So wurde bei der Anzucht v&aphanuskeimlingen im Dunkeln eine
deutlich herabgesetzte SMT-Aktivitat, eine geringe Menge des Produkts und eine deutliche
Reduktion des Gehalts von L-Malat in den Keimblattern beobachtet. Diese Ergebnisse legten
die Vermutung nahe, dass die SMT-Aktivitat in deaphanusKeimblattern durch den Gehalt
von L-Malat reguliert wird. Der molekulare Mechanismus dieser Regulation ist allerdings nicht
bekannt. Uber die subzellulare Lokalisation und die Regulation in Abhéngigkeit von auRReren
Faktoren der Enzyme SCT, SCE sowie SGT liegen keine Erkenntnisse vor. Die SGT ist in
Analogie zu anderen Glucosyltransferasen eventuell im Zytoplasma lokalisiert (WaBgjisind
1998).

Die SMT konnte in einer geringen Menge aus den KeimblatterRaphanus sativusis
zur Homogenitat aufgereinigt und genauer charakterisiert werden (@taale1992). Das
Maximum der Enzymaktivitdt wurde bei einem pH-Wert von sechs und bei einer Temperatur
von 30°C beobachtet. Die SMT benétigt keine zweiwertigen Metallionen als Kofaktoren und
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keine Stabilisation durch Substanzen mit Sulfhydrylipen. Es zeigt eine absolute Spezifitat

fur das LE)(-)-Enantiomer der Apfelsaure (L-Malat) und eine deutliche Praferenz @i6it-
napoyH3-D-glucose. Daneben werden aber auch di@ Glucoseester anderer Hydroxyzimt-
sauren (Ferulasaure [85 %], Kaffeesaure [45 %] und 4-Cumarséaure [2,6 %]) sowie die 1,2-di-
O-Sinapoyis-D-glucose [26 %] umgesetzt. Fur L-Malat wurde die Michaelis-Menten-Kon-
stante (K;) bestimmt zu 54 mmolt, fur 1-O-Sinapoyl®-D-glucose ergab sich ein Wert von
0,45 mmol [*. Die SMT vonR. sativusgst ein monomeres Protein mit einer molare Masse von
ca. 50 kDa. Das aufgereinigte Enzym liel3 sich weiter in zwei Isoformen auftrennen, die sich
nur geringfiigig in den molaren Massen und isoelektrischen Punkten (pl), nicht aber in den
katalytischen Eigenschaften unterschieden (SMT 1: 50 kDa, pl: 5,75; SMT 2: 50,5 kDa, pl:
5,90). FUr das auBrassica rapa(Rubsen) gereinigte, monomere Protein wurde mit 50 kDa
eine vergleichbare molare Masse festgestellt (M. Lorenzen, pers. Mitt.). In Rohextrakten aus
Keimblattern vonR. sativuswurden weiterhin bis zu vier Isoformen der SMT gefunden. Die
Existenz von zwei Isoformen wurde zudem Birrapaund B. napusfestgestellt (M. Loren-

zen, pers. Mitt.). Die kinetischen Daten legten insgesamt einen Random-Bi-Bi-Mechanismus
fur die von der SMT katalysierte Reaktion nahe.

AulRer inRaphanus sativusiurde die SMT in drei weiteren Arten aus der Familie der
Brassicaceemachgewiesen, in denen auch da®-3inapoyl-L-malat gebildet wird. Dabei
handelt es sich ufrassica napugRaps; Straclet al. 1990),B. rapa(Mock et al. 1992) und
Arabidopsis thaliangMock et al. 1992; Chapplest al. 1992, 1994). Au83. napuswurden
zudem die Enzyme SCT (Voet al. 1993) und SGT (Wangt al. 1998) in geringen Mengen
aufgereinigt und genauer analysiert. Durch eine Sequenzierung waren dabei von der SCT vier
Peptide identifiziert worden. Insgesamt besitzen diese Pflanzen ein vergleichbares System von
Sinapinsaureestern, die in ihnen eine wichtige, l6sliche, phenolische Komponente darstellen.
Auch der Zeitverlauf der Umwandlungen dieser Ester ist bei diesen Pflanzen sehr &hnlich. Das
O-Sinapoylcholin wird in den ersten drei Tagen nach der Keimung vollstandig abgebaut. Es
folgt die voribergehende Akkumulation vorOtSinapoyl3-D-glucose mit einem Maximum
ungefahr am dritten Tag der Entwicklung. Zu diesem Zeitpunkt beginnt in den Keimblattern
dieser Pflanzen auch die Biosynthese d€»2iapoyl-L-malats, die mit dem Auftauchen und
Anstieg der SMT-Aktivitat einhergeht. Parallel dazu erhdht sich der Gehalt von L-Malat. Eine
maximale Aktivitat der Enzyme SCE und SGT wurde ungefahr am zweiten Tag der Entwick-
lung beobachtet. Dide noveSynthese von B-Sinapoyl-L-malat, an der die Enzyme SGT
und SMT beteiligt sind, beginnt R. sativusund vermutlich auch in den anderen Arten erst in
den Primarblattern dieser Pflanzen.

Einige Aspekte des Stoffwechsels der Sinapinsdureester wurden aul3efdabidapsis
untersucht. In dieser Pflanze wurde ein ahnlicher Einfluss des Lichts auf die SMT-Aktivitat be-
obachtet wie irRaphanus sativu.o0.), das Produkt der Reaktion wird ebenfalls in der oberen
Epidermis der Blatter akkumuliert (Rueggtral. 1999). Die Isolation und Analyse des Gens
der Ferulasaure-5-Hydroxylase (F5H) aus der Muttertdic acid-5-hydroxylase (fahl) von
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Arabidopsis(Meyeret al. 1996, Humphreyst al. 1999) erlaubte zudem einen Einblick in die
Regulation dieses Stoffwechsels. So fiihrte die Uberexpressidfbdie&ens inArabidopsis

zu einer drastischen Veranderung des Lignins, das fast nur noch aus dem Monomer Sinapoylal-
kohol aufgebaut war (Meyest al. 1998). Die Zusammensetzung des Lignins wird damit in
Arabidopsisin erster Linie durch die Aktivitdt des Enzyms F5H im generellen Phenylpropan-
Stoffwechsel bestimmt, das eine essentielle Vorstufe fur die Bildung des Syringyllignins und
der Sinapinséureester bereitstellt. Die Akkumulation dieser Ester wurde aber in keiner Weise
beeinflusst durch die Uberexpression B88l-Gens (Rueggeet al. 1999). An der Regulation

dieses Abschnitts des phenolischen Stoffwechsels missen dahebitopsiszusatzlich noch
andere, bisher unbekannte Faktoren beteiligt sein.

Eine wichtige Einsicht in die biologische Funktion der Sinapinsaureester ermoglichte eine
vergleichende Analyse der Mutanti1 (s.0.) undiransparent testa &t5) von Arabidopsis
(Landryet al. 1995). In der Mutant#5 liegt ein Defekt im Gen der Chalkon-lsomerase (CHI)
vor, wodurch die Bildung der Flavonoide vollig unterbleibt, der Gehalt an Sinapinsédureestern
aber dem des Wildtyps vofrabidopsisentspricht. In defahl-Mutante liegt ein Defekt im
F5H-Gen vor, wodurch unter anderem keine Sinapinsaureester gebildet werden (s. Abb. 1),
aber das natirliche Spektrum der Flavonoide vorhanden ist. Im Vergleich mit dem Wildtyp
zeigten beide Mutanten eine deutlich grofRere Empfindlichkeit gegeniber der Einwirkung von
schadigender UV-Strahlung. Sowohl Flavonoide als auch Sinapinsaureester sind Agamit in
bidopsis ein Schutzfilter gegen diesen Stressfaktor, dem wegen der Zerstérung der Ozon-
schicht eine immer grof3ere 6kologische Bedeutung zukommt. Fir die Flavonoide wurde diese
Funktion flr eine Reihe von Arten bereits in verschiedenen Analysen gezeigt (learalry
1995). Die Mutantéahl wies in einem direkten Vergleich aber ein weit grof3eres Ausmali an
morphologischen und physiologischen Schaden auf. Aus der extremen Empfindlichkeit dieser
Mutante konnte geschlossen werden, dass Sinapinsaureestebidopsisals UV-Schutz-
stoffe eine grél3ere Rolle spielen als Flavonoide. Damit konnte fur diese Ester zum ersten Mal
eindeutig eine wichtige biologische Funktion gezeigt werden. Weitere biologische Funktionen
dieser Ester wurden bisher nicht nachgewiesen.

Die Entwicklung der Mutant&ahl, in der diese Ester nicht produziert werden, verlauft
andererseits normal, wenn unter kunstlichen Bedingungen keine schadigende UV-Strahlung
vorhanden ist. Wie der Uberwiegende Teil phenolischer Verbindungen gehdren die Ester der
Sinapinsaure damit zum pflanzlichen Sekundarstoffwechsel. Das trifft auch zu auf das in den
Samen de#&rabidopsisWildtyps gespeichert®-Sinapoylcholin (s.0.). Anstelle dieses Esters
liegt in derfahl-Mutante eine gleichgrof3e Menge an freiem Cholin vor, woraus sich aber kein
negativer Einfluss auf die Entwicklung diehl-Keimlings ergibt (Chapplet al. 1992). Das
freie Cholin kann anscheinend anstelle @&inapoylcholin zur Synthese von Membranlipiden
verwendet werden.
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1.2 Die Klonierung des SMT-Gens

Im Gegensatz zu dem vielfaltigen Wissen Uber die biochemischen Aspekte des Stoffwechsels
der Sinapinsdureester war Uber die daran beteiligten strukturellen und regulatorischen Gene
bisher nichts bekannt. Zahlreiche Gene aus anderen Bereichen des Stoffwechsels pflanzlicher
Phenole wurden bereits kloniert und néher charakterisiert. Das hat wichtige neue Erkenntnisse
ermoglicht, wie z.B. die Klonierung dé$H-Gens vonArabidopsiszeigt (s. Abschn. 1.1).
Obwohl in ihrem Vorkommen nicht darauf beschrankt, sind speziell am Stoffwechsel pflanz-
licher Phenole viele Acyltransferasen beteiligt, die in Analogie zur SMT als aktiviertes Substrat
einen 1O-3-Acylglucoseester benétigen (s. Abschn. 5.2). Auch uber die Gene dieser Enzyme
und ihre katalytischen Mechanismen liegen bisher kaum Erkenntnisse vor (Steffens 2000). Es
war deshalb die Annahme berechtigt, dass die Klonierun@bEsGen unter diesen Umstan-

den neue Einsichten vermitteln kbnnte. Zu den interessanten Eigenschaften der SMT gehoren
weiterhin die Lokalisation des Enzyms in der Vakuole, die ausgepragte Regulation der Aktivi-
tat, die Existenz von Isoformen und die Funktion des Produktes der katalysierten Reaktion als
ein effektiver UV-Filter (s. Abschn. 1.1). Ziel der vorliegenden Arbeit war aus diesen Grinden
die Klonierung deSMT-Gens. Dazu wurden Vorversuche und Vorarbeiten durchgefuhrt, die

im Folgenden zusammengefasst sind.

1.2.1 Klonierung des SMT-Gens ausgehend vom Protein

Zur Klonierung von pflanzlichen Genen sind unterschiedlichste Strategien entwickelt und mit
Erfolg angewendet worden (Foster und Twell 1996). Der am haufigsten beschrittene Weg setzt
voraus, dass zumindest Teile der Aminosauresequenz des Genprodukts bekannt sind. Lassen
sich daraus geeignete Primer fur eine PCR ableiten, so kann mit diesen unter Umstanden ein
Fragment des Gens aus einer cDNA-Bibliothek amplifiziert werden. Wahrend die Ausbeute bei
Aufreinigung der SMT aufaphanus sativugs. Abschn. 1.1) fir eine Sequenzierung nicht
ausreichte, wurde in entsprechenden ExperimenteBrhssica rapaein N-terminales Peptid
des Enzyms von 17 Aminosauren erhalten (M. Lorenzen, pers. Mitt.; s. Abschn. 8.2). Ausge-
hend von diesem Peptid wurden verschiedene Vorversuche zur Klonieruglyl@i€sens aus
B. rapadurchgefinhrt.

In einem ersten Ansatz wurde versucht, ein Fragmei@Memaus einer cDNA-Bibliothek
zu amplifizieren, die aus funf bis zehn Tage aBeassica rapakKeimlingen im VektorA ZAP
Express (Strategene; Sheittal. 1988) hergestellt worden war (Dr. T. Vogt, pers. Mitt.). Da
das Peptid zum Teil aus Aminosauren besteht, fur die der genetische Kode degeneriert ist,
wurden in einem ersten Ansatz Kollektionen von Primern verwendet, die ein Spektrum von
einzelnen DNA-Sequenzen abdeckten. Damit konnte in einer Reihe von Experimenten kein
Fragment delSMT amplifiziert werden (Dr. T. Vogt, pers. Mitt.). In einem zweiten Ansatz
wurden Primer verwendet, die an degenerierten Positionen mit der Base Inosin besetzt waren.
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Die damit durchgefiuihrten Experimente fihrten ebenfalls nicht zur Klonierun§M&<sens
(s. Abschn. 4.1, eigene Versuche).

Das SMT-Peptid wurde dartiber hinaus zur Herstellung eines polyklonalen Antikorpers
verwendet (M. Lorenzen, pers. Mitt.), wozu das Peptid an ein Tragerprotein (Hamocyanin) ge-
koppelt wurde. Das Antiserum der Kaninchen, denen dieses Antigen appliziert wurde, ergab im
Western Blot mit Proteinextrakten aBsassica rapaeine unspezifische Reaktion mit einer
Reihe von Banden (M. Lorenzen, pers. Mitt.). Es erwies sich weiterhin als nicht moglich, die
SMT-Aktivitdt mit dem Antikdrper aus den Extrakten zu préazipitieren. In einem Vorversuch
fir das Immunoscreening der cDNA-Bibliothek wurde trotz einer Vorinkubation des Antise-
rums mit einem Proteinextrakt a&s coli nur eine vollig unspezifische Reaktion beobachtet
(eigene Versuche). Auch Vorversuche zu einem Oligoscreening mit den unterschiedlichen,
SMT-spezifischen Primern (s.0.) fuhrten nicht zu positiven Ergebnissen (eigene Versuche). Da-
raus konnte gefolgert werden, dass das bekannte N-terminale Peptid der S8/ Taqasauf-
grund der Degeneration des genetischen Kodes und geringer Antigenitat zur Klonierung des
SMT-Gens nicht geeignet ist. Die verschiedenen Screenings wurden alle nach den Vorschriften
von Sambroolet al. (1989) durchgefiihrt.

1.2.2 Klonierung des SMT-Gens aus einer Mutante

Die in Abschn. 1.2.1 beschriebenen Ergebnisse legten es nahe, einen Weg zur Klonierung des
SMT-Gens zu wahlen, der nicht die Aufreinigung des Proteins voraussetzte. Eine geeignete Al-
ternative sind unter Umstanden Mutanten, in der das zu isolierende Gen von der Insertion einer
T-DNA betroffen ist. In diesem Fall konnen verschiedene Methoden angewendet werden, um
das Gen zu klonieren (Feldmann 1992; Feldmann und Dilkes 1998). Grofidu8gen von
T-DNA-Mutanten existieren in erster Linie vémabidopsis(Feldmann und Marks 1987; Feld-
mann 1991, 1992; Feldmamt al. 1994; Azpiroz und Feldmann 1997). Diese Pflanze ist im
letzten Jahrzehnt zu einem Modellsystem fur die Analyse von biologischen, insbesondere mole-
kulargenetischen Fragestellungen geworden (Meyerowitz und Som&8die Jurgens 1998).
Es stehen daher zahlreiche Materialien und Methoden zur Verfligung (&pbalc2992, Mar-
tinez-Zapater und Salinas 1998), die zur Klonierung eines Gens eingesetzt werden kdnnen. So
sind z.B. vonArabidopsisgenomische Bibliotheken vorhanden, deren DNA mit Hilfe von
Agrobacterium tumefaciensnd der Vakuuminfiltrations-Technik in diese Pflanze transfor-
miert werden kann. Das trifft auch zu auf die in dieser Arbeit analyaigiteBibliothek, deren
Cosmide die dazu notwendigen Sequenzen der T-DNA im Vektor pBIC20 enthalten (Meyer
1994; Meyeret al. 1994). Durch das zur Zeit laufendeabidopsisGenomprojekt sind zudem
genaue chromosomale Karten sowie in einem grofen Umfang DNA-Sequenzen von dieser
Pflanze zugéanglich (Meinket al. 1998).

Dass inArabidopsiseine Akkumulation vorO-Sinapoyl-L-malat erfolgt, die auf die SMT
zurtckzufuhren ist, hatten die biochemischen Analysen gezeigt (s. Abschn. 1.3MD&sen
kann damit aus dieser Pflanze kloniert werden. Dartber hinaus wubdahidopsisnur eine
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Form des Enzyms gefunden (M. Lorenzen, pers. Mitt.). Das weist darauf hin, dass im Genom
dieser Pflanze vermutlich nur eine Kopie &4T-Gens vorhanden ist. Zu demselben Ergebnis
fuhrte auch die genetische Analyse der Mutastegl-lundsngl-2(s.u.). Die Singularitat des
Gens ist eine essentiell Voraussetzung fur die Identifikation einer geeigneten T-DNA-Mutante,
da die gleichzeitige Mutation von mehreren redundanten Genen auf3erst unwahrscheinlich ist.
Eine Mutante zu isolieren, bedeutet in der Regel die Analyse einer grof3en Anzahl von Pflan-
zen. Das wird in diesem Fall dadurch erleichtert, dass die Sinapinsédureester mit einfachen Me-
thoden aus pflanzlichem Gewebe extrahiert und mittels DC aufgetrennt werden kdnnen (s. Ab-
schn. 3.1.3.3 u. 3.4.5.2). Die Identifikation dieser Ester ist anschlieend anhand der charakte-
ristischen, blauen Fluoreszenz der Banden im langwelligen UV-Licht moglich (Cletpgle
1992).

In der Arbeitsgruppe von Prof. C. Chapple an der Purdue University (West Lafayette,
Indiana, USA) wurden auf diese Weise ca. 7600 MutanterAvabidopsis die durch chemi-
sche Mutagenese mit EMS hergestellt worden waren, auf genetisch bedingte Veranderungen
des Stoffwechsels der Sinapinsdureester hin analysiert. Dabei wurden zwei Pflanzen gefunden,
die anstelle von B-Sinapoyl-L-malat ausschlie3lichQ-Sinapoylf3-D-glucose akkumulierten
(Lorenzenet al. 1996). Zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung konnte in diesen Pflanzen eine
SMT-Aktivitdt nachgewiesen werden. Der Gehalt von L-Malat wies dabei keine Veranderun-
gen gegenuber dem dAsabidopsisWildtyps auf. Aus der genetischen Analyse der Mutanten
ging hervor, dass beide neue Allele eines singularen, rezessiv vererbten GAngbidopsis
sind. Dieses Gen wurde a8 napoylducose Accumulator ISNGJ) bezeichnet, die beiden
Mutanten entsprechend aagl-lundsngl-2 Deren Phanotyp wies klar darauf hin, dass in
den Mutanten ein Defekt IBMT-Gen vorliegt. Es konnte allerdings zu diesem Zeitpunkt nicht
vollig ausgeschlossen werden, dass Si&1Gen ein regulatorisches Protein kodiert, das fur
die Expression oder Aktivitat der SMT erforderlich ist.

Die Existenz der beiden Mutanten zeigte gleichwohl, dagsahbidopsiseine Mutation
erzeugt werden konnte, in der wahrscheinlich 8ls3-Gen betroffen ist. EinengtMutante
sollte daher auch in einer Sammlung von T-DNA-Mutanten vorhanden sein. Um eine solche zu
finden, muss aber eine sehr groRe Anzahl von Pflanzen analysiert werden (s.u.), weshalb ein
leicht zu identifizierender Phanotyp der Mutante dafur eine essentielle Voraussetzung ist. Die
weitere Analyse desngtMutante fuhrte in diesem Zusammenhang zu einem wichtigen Ergeb-
nis. So wurde beobachtet, dass im Vergleich mit dem Wildtyp die Mutante im UV-Licht eine
geringere Fluoreszenz in den Blattern aufweist (s. Abb. 2 u. Lekfeldt 2000). Dieser Ef-
fekt, dessen Ursache bisher nicht bekannt ist, konnte bei der Suche nach einer T-DNA-Mutante
mit sngEtPhénotyp verwendet werden. In einer Analyse der Sinapinsaureester-Umwandlungen,
die in der Keimlingsentwicklung ablaufen (s. Abschn. 1.1), wurde zwischen dem Wildtyp und
der Mutante zwar ein Unterschied festgestellt (Loremeaal. 1996). So beginnt dide nove
Synthese von B-Sinapoylf3-D-glucose in desngXMutante einige Tage spater als diejenige
von 2-0-Sinapoyl-L-malat im Wildtyp. Daraus ergibt sich in der Mutante im Vergleich mit
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Abb. 2. Blatter von 4 Wochen alten Pflanzen des Wildtyps (links) und der Mwtagte 1(rechts) von
Arabidopsisphotographiert im UV-Licht= Wildtyp: Okotyp Columbia; Lichtquelle: von oben, Transil-
luminator, Wellenlange 312 nm, s. Abschn. 3.4.5.2; Anzucht der Pflanzen: s. Abschn. 3.1.1.1; Photo-
graphie: Kamera F4, Objektiv Mikro-NikkdrO5 mm/f2,8, gelber Filter, Hersteller u. Typ unbekannt,
entspr. moglicherweise B+W Gelbfilter Nr. 021, 35 mm Diafilm Fujichrome Velvia Professional (RVP)
50 ISO/18°, Belichtug 90 Sekunden, Blende 16.

dem Wildtyp zeitweilig ein geringerer Gehalt an Sinapinsdureestern, der auch zu einer schwa-
cheren Fluoreszenz fiihren sollte. Obwohl naheliegend, kann die Differenz in den Keimblattern
damit aber vermutlich nicht erklart werden, daiabidopsisdie de noveSynthese dieser Es-

ter wie inRaphanusativuswahrscheinlich erst in den Primarblattern beginnt (s. Abschn. 1.1).
Zudem wird der Effekt auch bei adulten Pflanzen beobachtet (s.0.), obwohkimgdéviutan-

te die 10-Sinapoyl:-D-glucose in dieser Phase der Entwicklung zu dem gleichen Stand wie
das 20-Sinapoyl-L-malat im Wildtyp akkumuliert.

In der Arbeitsgruppe von Prof. C. Chapple wurde dazu die aus 6500 T-DNA-Mutanten
bestehende Sammlung désabidopsisBiological Resource Centers (ABRC) der Ohio State
University (Columbus, USA) analysiert (Feldmann und Marks 1987; Feldmann 1991, 1992,
Feldmannet al. 1994; Azpiroz-Leehan und Feldmann 1997). Das Saatgut diesenl@ay,
die aus 65 Kollektionen mit jeweils 100 Mutanten bestand, ergab ca. 75 0lihge, die im
Alter von sieben Tagen im UV-Licht auf eine verminderte Fluoreszenz in den Keimblattern
analysiert wurden. Insgesamt 125ifdlnge mit einem Phanotyp dieser Art wurden identifi-
ziert. Im Alter von 14 Tagen wurden diese Keimlinge mittels DC auf #leusulation der
Sinapinsaureester getestet. Zwei Keimlinge aus verschiedenen Kollektionen synthetisierten nur
1-O-Sinapoyli-D-glucose, die anderen wie der Wildtyg>2Sinapoyl-L-malat.

Die beiden isolierten Mutanten wurden anschlie3end genetisch charakterisiert. In einem
ersten Experiment wurden sie mit der Mutasigl-1gekreuzt. Alle in den F1-Generationen
analysierten Keimlinge produzierten ausschlie3lich-$apoyli-D-glucose. Das Ausbleiben
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der Komplementation zeigte, dass beide Mutanten neue AllelsNi@¢Gens sind, die daher
alssngl-3undsngl-4bezeichnet wurden. Fir die Mutasteg1-3wurden dabei 46 Keimlinge
getestet, 21 fur die Mutantmgl-4 In einem zweiten Experiment wurden beide Mutanten mit
dem Arabidopsiswildtyp (Okotyp Wassilewskija) gekreuzt. Fur die weitere Analyse wurden
jeweils drei Pflanzen aus den F1-Generationen ausgewahlt. Durch Selbstbefruchtung gingen
daraus F2-Generationen hervor, von denen jeweils 50 Keimlinge auf die Segregation der Kana-
mycin-Resistenz getestet wurden. Die F2-Populationen der Mgiagie3segregierten alle in
einem Verhaltnis von ca. 15 : 1 (resistent : sensitiv), die der Musagte4alle in einem Ver-
haltnis von ca. 3 : 1. Die Resistenz wird dabei in dominanter Weise durdliPdald-Gen, das
in der T-DNA vorhanden ist, vermittelt. Dieses genetische Experiment demonstrierte, dass in
der Mutantesngl-4die Insertion von einer T-DNA vorliegt, in der Mutarsieg1-3dagegen
zwei voneinander unabhéngige T-DNA-Insertionen.

Fiur eine Reihe von T-DNA-Mutanten wurde in genetischen Analysen festgestellt, dass die
Kanamycin-Resistenz nicht mit dem Phanotyp der Mutante segregiert (Feldtranh994).
In diesen Fallen ist offensichtlich nicht die T-DNA-Insertion, sondern ein anderer mutagener
Effekt unbekannter Natur fiir die beobachtete Mutation verantwortlich. Um einen solchen Fall
ausschlie3en zu kénnen, wurde von den Mutasieyi-3undsngl-4jeweils eine Pflanze aus
den F2-Populationen (s.0.) mit der Mutasteyl-1gekreuzt. Diese segregierten sowohl fur
die Kanamycin-Resistenz als auch fur den Phanotyp des Wildtyp&naimdopsis.Fur die
Mutantesngl-4wurde anschlieend eine Population von Keimlingen in der F1-Generation mit
Selektion durch Kanamycin angezogen. Alle 58 resistenten Keimlinge, die mittels TLC getestet
wurden, akkumulierten ausschlie3lictOiSinapoylf3-D-glucose. Das zeigte die in genetischer
Hinsicht enge Verbindung (sofinkeag@ zwischen densngtPhanotyp und dem Resistenz-
marker der T-DNA. In diesem Fall ist es nach Feldnetred. (1994) wahrscheinlich, dass sich
die Insertion auch iNSNG1Gen vonArabidopsisbefindet (sog. T-DNAFagging. Die Mu-
tante war damit zur Klonierung d&NG21Gens geeignet. Fur die Mutargegl-3wurde eine
Population von Keimlingen in der F1-Generation ohne eine Selektion angezogen. Keimlinge
mit sngtPhanotyp wurden auf Medium mit Kanamycin tUbertragen. Von 12tlikgen, die
getestet wurden, erwiesen sich 32 als nicht resistent. Von den beiden T-DNA-Insertionen in
der Mutante war demnach keine genetisch mit &\fG1Gen verbunden, so dass sich diese
fur die Klonierung des Gens als nutzlos erwies.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde davon ausgegangen, dasSNla$Gen vonArabidopsis

die SMT kodiert. Es war das Ziel, in einer Kooperation mit Prof. C. Chapple (Purdue Universi-
ty, West Lafayette, Indiana, USA) mittels der Mutasig1-4dieses Gen ausrabidopsiszu
klonieren. DasSNG16Gen sollte anschlieRend moglichst genau charakterisiert werden, wozu
vornehmlich der Nachweis gehdrte, dass das Genjgtaatséachlich die SMT ist. Die dabei
verfolgte Strategie bestand aus mehreren Schritten. Zuerst musste, von der T-DNA-Insertion



EINLEITUNG 11

in der Mutante ausgehend, ein Fragment genomischer DNA auSNME&®Gen oder dessen
Umgebung kloniert werden. Fur diesen kritischen Schritt war in erster Linie die Methode des
Plasmid-Rescues vorgesehen (Behringer und Medford 1992; Feldmann 1992; Feldmann und
Dilkes 1998). Von Prof. Chapple war damit z.B. &&8l-Gen ausArabidopsisisoliert worden

(s. Abschn. 1.1). Bei einem Misserfolg kam als alternative Methode unter anderem die inverse
PCR in Frage (Ochmaret al. 1990; Gasclet al. 1992; Lindsay und Topping 1996; Topping

und Lindsay 1997).

Mit dem klonierten Fragment sollte im nachsten Schritt aus einer genomischen Bibliothek
von Arabidopsisein Klon isoliert werden, der d&NG1Gen enthielt. Es war geplant, diesen
genomischen Klon zu charakterisieren und in die KomplementationseigéMutante einzu-
setzen, um die Klonierung d&NG1Gens nachzuweisen. Dazu eigneten sich in erster Linie
die Mutantersngl-lundsngl-2 die mit Hilfe von EMS hergestellt worden waren (s. Abschn.
1.2.2). Durch die T-DNA enthalten namlich die Mutanteg1-3undsngl1-4dasNPT II-Gen,
das eine Resistenz gegen Kanamycin vermittelt. Dieses Markergen ist auch in den Vektoren
enthalten, die in dieser Arbeit dazu verwendet wurden, das irfgalk&tGen wieder irArabi-
dopsis einzubringen. Eine Selektion auf transgene Pflanzen war damit nur mdglich in den
EMS-Mutanten, nicht aber in einer der T-DNA-Mutanten.

Mit einem Fragment des potenzielBNG1Gens aus dem genomischen Klons sollte im
nachsten Schritt eine cDNA aus einer Bibliothek Vanmabidopsisisoliert werden. Dieser
cDNA-Klon war anschlieRend umfassend zu charakterisieren. Fiur den Fall, dass der genomi-
sche Klon neben dem potenziell BNG1Gen noch weitere Gene enthielt, war die erneute
Komplementation einesngtMutante mit der isolierten cDNA vorgesehen. Da von der SMT
nur ein kleiner Teil der Aminosauresequenz bekannt war (s. Abschn. 1.2.1), sollte in einem
weiteren Schritt auRerdem versucht werden,SiN€EcDNA in E. coli zu exprimieren. Der
Nachweis von SMT-Aktivitat sollte eindeutig zeigen, dass die SMArabidopsisdurch das
SNG21Gen kodiert wird.
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2 Material
2.1 Arabidopsis

Die Okotypen Columbia (Col), Landsbeegecta(Ler) und Wassilewskija (Ws) wurden bezogen vom
ArabidopsisBiological Resource Center (ABRC; Columbus, Ohio, USA). Das Saatgut ist im Katalog
des ABRC in der zweiten Auflage vd®97 unter den Nrn. CS1092 (Col), CS1298 (Ler) und CS1602
(Ws) zu finden. Die Mutantesngl-1 sngl-2 sngl-3undsngl-4stellte Prof. C. Chapple (Department

of Biochemistry, Purdue University, West Lafayette, Indiana, USA) zur Verfiigung. Die Isolation der
mit Hilfe von EMS erzeugten Mutantamgl-1undsngl-2ist von Lorenzeret al. (1996) beschrieben
worden. Die Mutantesng1-3undsngl-4wurden in einer Sammlung von T-DNA-Mutanten des ABRC
identifiziert (s. Abschn. 1.2.2). Das Saatgut derselben ist im ABRC-Katalog unter der Nr. CS6502 zu
finden.

2.2 Bakterien

Der Stamm DHG& von Escherichia coliwurde bezogen von Life Technologies, Inc. (Rockville, Mary-
land, USA), der Stamm BL2ADE3) von Novagen, Inc. (Madison, Wisconsin, USA), der Stamm DM1
von der Promega Corp. (Madison, Wisconsin, USA) und der Stammh@&®0von Stratagene (La
Jolla, Kalifornien, USA). Der Stamm C58 pGV3850 (Zambriskgl. 1983)von Agrobacterium tume-
facienswurde von Prof. C. Chapple (s. Abschn. 2.1) zur Verfligung gestellt.

2.3 Bibliotheken

Die genomische Bibliothekbil und eine cDNA-Bibliothek aus Keimlingen v@rabidopsiswurden

von Dr. K. Meyer (E.I. du Pont de Nemours & Co., [Inc.], Central Research and Development, Wil-
mington, Delaware, USA) zur Verfligung gestellt, eine cDNA-Bibliothek aus KeimlingeBrassica

rapa von Dr. T. Vogt und Dr. J. Winter (Leipniz-Institut fur Pflanzenbiochemie, Deutschland, Halle
[Saale]).

2.4 Proteine

Restriktionsenzyme, die Bakteriophage T4 Polynukleotidkinase und T4 DNA-Ligaseagliend Pfu
DNA-Polymerase wurden von gangigen Herstellern, normalerweise der Promega Corp. (Madison, Wis-
consin, USA), bezogen, in gleicher Weise die alkalische Phosphatase aus Kalbsthymus, RNAse A und
Lysozym in der Regel von der Boehringer Mannheim GmbH (Deutschland). Fir die SDS-PAGE kam
als Standard der Mid Range Protein Molecular Weight Marker von Promega zum Einsatz.

2.5 Nukleinséduren

Der Vektor pBluescript Il KS(-) wurde von Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA) bezogen, von der
Novagen, Inc. (Madison, Wisconsin, USA) die Vektoren pT7Blue(R) und pET-20b(+). Darlber hinaus
wurden die Vektoren pCW Ori+ und pBI121 verwendet. Der Vektor pBI121 wurde zur Verfligung ge-
stellt von Dr. M.M. Champbell (Department of Plant Sciences, University of Oxford, UK). Als GroéfRen-
standard fir die Agarosegel-Elektrophorese von DNA wurden die 1 kb-DNA-Leiter der Promega Corp.
(Madison, Wisconsin, USA) oder vergleichbare Produkte anderer Hersteller eingesetzt. Als Standard
wurde auRerdem DNA des Bakteriophagen Lambda verwendet, die mit dem Restriktiorderdiyim
verdaut worden war. Diese DNA wurde von Life Technologies, Inc. (Rockville, Maryland, USA) bezo-
gen. Standard flr die Agarosegel-Elektrophorese von RNA war die 0,24-9,5 kb-RNA-Leiter von Life
Technologies. Fragmente der T-DNA des Ti-Plasmids 3&50:pAK1003 wurden aus den Plasmiden



MATERIAL 13

pCC1, pRi, pL3 und pCS610 prapariert. Das Plasmid pCS610 enthielt im Vektor p@PBdomega

ein Fragment der linken T-DNA-Seite und wurde vAnabidopsisBiological Resource Center (s. Ab-
schn. 2.1, Katalog Nr. CD3-15) bezogen. Der Vektor pCW Ori+ und die Plasmide pCC1, pRi sowie
pL3 wurden von Prof. C. Chapple (s. Abschn. 2.1) zur Verfigung gestellt. Primer wurden vom Center
for Macromolecular Structure der Purdue University (West Lafayette, Indiana, USA) oder kommerziel-
len Herstellern wie Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, Idaho, USA) synthetisiert.

2.6 Kits

Es wurden verwendet das DECAprime Il DNA Labeling Kit von Ambion, Inc. (Austin, Texas, USA),

das WizardPlus Minipreps DNA Purification System der Promega Corp. (Madison, Wisconsin, USA),

das Plasmid Midi Kit und das Quiaex Il Gel Extraction Kit der Quiagen GmbH (Hilden, Deutschland),
das Original TA Cloning Kit der Invitrogen Corp. (San Diego, Kalifornien, USA), das Sequenase Ver-
sion 2.0 DNA Sequencing Kit von Nycomed Amersham plc (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)

und das Expand High Fidelity PCR Kit der Boehringer Mannheim GmbH (Deutschland).

2.7 Chemikalien

Es wurden verwendet die Chemikalien CloHousehold Bleach von The Clorox Company (Oakland,
Kalifornien, USA), Miracle-GrAll-Purpose Plant Food von The Scotts Company (Marysville, Ohio,
USA), Marathon Greenhouse Insecticide von Olympic Horticultural Products Co. (Mainland, Pennsyl-
vania, USA), Vac-In-Stuff von Lehle Seeds (Round Rock, Texas, USA), MS-Salze, maodifizierte MS-
Salze (ohne Ammoniumnitrat), MS- und B5-VitamipeAminosalicylsaure (Natriumsalz) (PAS), 8-
Hydroxyquinolin, Apfelsaure (Dinatriumsalz) und m-Cresol von Sigma (St. Louis, Missouri, USA), tri-
Isopropylnaphthalinsulfonat (Natriumsalz) (TIPS) von Fisher Scientific, Inc. (Pittsburgh, Pennsylvania,
USA) sowie der Long Ranger und Gel Slick von FMC BioProducts (Rockland, Maine, U8ARI-1-
napoyH3-D-glucose und 2-Sinapoyl-L-malat wurden von M. Lorenzen (Leipniz-Institut fur Pflanzen-
biochemie, Halle [Saale], Deutschland) zur Verfiigung gestellt. &%[-Desoxyadenosin-5'-triphos-

phat wurde von ICN Pharmaceuticals, Inc. (Costa Mesa, Kalifornien, USA) bezogérsatpsTide
Nucleotide Premix von NEN Life Science Products, Inc. (Boston, Massachusetts, USA). Aul3erdem ka-
men gebrauchliche Laborchemikalien zum Einsatz, die von verschiedenen, gangigen Herstellern bezogen
wurden.

2.8 Verbrauchsmaterialien

Es wurden als Materialen verwendet die Membran Hybohd/dd Nycomed Amersham plc (Little
Chalfont, Buckinghamhire, UK), der Medical X-Ray Film RX und der Diafilm Fujichrome Velvia Pro-
fessional (RVP) von Fuijifilm (Tokyo, Japan), der Film X-Omat AR von Eastman Kodak (Rochester,
New York, USA), Miracloth der Calbiochem-Novabiochem Corp. (San Diego, Kalifornien, USA), Kon-
zentratoren des Typs Microcon YM-10 der Millipore Corp. (Bedford, Massachusetts, USA), K6-Kie-
selgel DC-Platten ohne Fluoreszenz-Indikator von Whatman plc (Maidstone, Kent, UK), das Plug and
Germination Growing Medium Pro-Mix ‘PGX’ von Premier Tech Ltd (Riviere-du-Loup, Québec, Ca-
nada), Nunc Bio-Assay Kulturschalen von Nalge Nunc International (Rochester, New York, USA) und
eine Nucleosil 120-5 Reversed PhasgTennsaule von der Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (DU-
ren, Deutschland). Darlber hinaus kamen gebrauchliche Labormaterialien zum Einsatz, die von ver-
schiedenen, gangigen Herstellern bezogen wurden.
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2.9 Gerate

Es wurden verwendet die Gerate BTX Transporator Plus von Genetronics, Inc. (San Diego, Kalifornien,
USA), die Laboport-Vakuumpumpe N820.3FTP der KNF Neuberger GmbH (Freiburg, Deutschland),
der Sciencewar&pace Saver’-Vacuumexsikkator von Bel-Art Products, Inc. (Pequannock, New Jer-
sey, USA), die SLM-AMINCO FRENCH-Druckzelle FA-303 (40 K) und FRENCH-Laborpresse FA-
078von Spectronic Instruments, Inc. (Rochster, New York, USA), ein HPLC-Gerat von Waters Instru-
ments, Inc. (Plymouth, Minnesota, USA) mit der Software 2010 déipdie Corp. (Bedford, Massa-
chusetts, USA) bestehend aus den Modulen Waters Pump 616, Waters Autosampler 717, Waters Pho-
todioden Array Detector 996 und Waters Controller 600S, deo@us Ultraschall-Homogenisator
HD2070 mit Mikrospitze MS 73 der Bandelin Electronic GmbH & Co. KG (Berlin, Deutschland), der
Stratalinker UV-Crosslinker von Stratagene (La Jolla, Kalifornien, USA), das Minigel Syst&805E
Mighty Small Il Dual von Hoefer Scientific Instruments (San Francisco, USA, Kalifornien), das Se-
quenziergel-Elektrophoresesystem 2 von Life Technologies, Inc. (Rockville, Maryland, USA), ein Gel-
trockensystem und die Vakuumpumpe Vac-Man der Promega Corp. (Madison, Wisconsin, USA), das
UV/Vis-Spektrophotometer DU 64@bn Beckmann Coulter, Inc. (Fullerton, Kalifornien, USA), die Ka-
mera F4 und das Objektiv Mikro-Nikkdi05 mm/f2,8 der Nkon Corp. (Tokyo, Japan), ein gelber Fil-

ter, der eventuell dem Gelbfilter Nr. 021 der B+W Filterfabrik J. Weber GmbH & Co. KG (Bad Kreuz-
nach, Deutschland) entsprach, und das Survey Meter Model 3 mit Pancake-Detectof4vibdein

Ludlum Measurements, Inc. (Sweetwater, Texas, USA). Weiterhin kamen gebrauchliche Laborgerate
zum Einsatz, die von verschiedenen, gangigen Herstellern bezogen wurden.

2.10 Computerprogramme

Sequenzen wurden mit der Lasergene Biocomputing Software von Dnastar, Inc. (Madison, Wisconsin,
USA) analysiert. Das Paket umfasste die Programmversionen fir Windows 32 EditSeq 3.96, MapDraw
3.11, SegMan Il 3.56, MegAlign 3.14 und PrimerSelect 3.03 aus den Jahren 1989 bis 1997. Dariiber
hinaus wurden die Programme ORF Finder, CLUSTALW in der Version 1.7, ScanProsite, PSORT und
SignalP in der Version 1.1 verwendet. Internet-Links zu den Programmen wurden durch das Schweizeri-
sche Institut fir Bioinformatik (SIB, Genf) im Expert Protein Analysis System (ExPASYy; Apael

1994) zur Verfugung gestellt. Die EXPASYy-Seite ist im Internet unter der Adressevinipekpasy.

ch/ zu finden. Fir den Einsatz des Programms CLUSTALW wurde der Link zum Network Protein Se-
guence @nalysis (NPS@)-Internet-Serwan Pdle Bio-Informatique Lyonnais (PBIL, Frankreich) ver-
wendet. Der ORF Finder befand sich auf der Internet-Seite des National Center for Biotechnology In-
formation (s. Abschn. 2.11). Das Programm CLUSTALW kam mit der Matrix GONNET zum Einsatz,
ansonsten wurden die vorgegebenen Werte fir die Parameter der Programme verwendet.

2.11 Datenbanken

Zur Analyse von Sequenzen wurden verwendet die Datenbanken GenBank @exspd00; Wheeler

et al. 2000) des National Center for Bidteology Information (NCBI, Bethesda, Maryland, USA), die
Arabidopsis thalianéDatabase (AtDB, Flandeet al. 1998) der Stanford University (Stanford, Kali-
fornien, USA), SWISS-PROT (Bairoch und Apweiler 2000) und Prosite (Hofreirah. 1999) des
Schweizerischen Instituts fur Bioinformatik (SIB, Genf) sowieAlebidopsisGene Index (AtGl, Qua-
kenbushet al. 2000) des Institut for Genomic Research (TIGR, RiiekMadison, USA). GenBank

ist auf der Internet-Seite des NCBI mit der Adresse http://www.ncbi.nim.nihzgofinden, die AtDB
unter http://genome-www.stanford.edu/arabidopsief AtGl auf der Internet-Seite des TIGR mit der
Adresse http://www.tigr.org/SWISS-PROT und Prosite standen auf der EXPASy-Seite zur Verfigung
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(s. Abschn. 2.10). Aus der AtDB ist inzwischen Rrabidopsisinformation Resource (TAIR) mit der
Adresse_http://www.arabidopsis.oaptstanden. Die Analyse von GenBank, AtGl und AtDB erfolgte

mit dem BLAST-Algorithmus (Altschul 1990, 1997), diejenigen Prosite mit dem Programm Scan-
Prosite (s. Abschn. 2.10). Dabei wurden die voreingestellten Werte fur die Parameter der Programme
verwendet.
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3 Methoden
3.1 Arabidopsis

3.1.1 Kultivierung

Die Kultivierung vonArabidopsiserfolgte bei einer Temperatur von 23 und einer Luftfeuchtigkeit

von 65-75 %. Die Photoperiode bestand aus 16 Stunden Licht und 8 Stunden Dunkelheit, die Intensitat
des eingestrahlten Lichts betrug 100 uE (Mikroeinsteif)st Nicht sofort in Versuche eingesetztes
Pflanzenmaterial wurde abgeerntet, in flissigem Stickstoff eingefroren und € e&@@bewahrt.

3.1.1.1 Topfkultur

Zur Anzucht von Pflanzen im Topf wurde das Plug and Germination Growing Medium Pro-Mix PGX
verwendet, das aus 65-75 % (v/v) Torfmoos, Kalkstein, Vermiculite sowie Makro- und Mikroelementen
bestand. Die Plastiktopfe hatten eine Lange und Breite von 9 cm sowie eine Hohe von 7,5 cm. Die Erde
wurde vor der Aussaat nach Angaben der Hersteller mit dem Pflanzendiinger Mira&leRimpose

Plant Food gedingt und mit Marathon Greenhouse Insecticide behandelt, das 1 % (w/w) Imidacloprid
enthielt. Die Pflanzen wurden nach Bedarf, d.h. normalerweise woéchentlich, gewéassert.

3.1.1.2 Flussigkultur

Die Anzucht von Pflanzen in Flussigkultur erfolgte in 2-3 Wochen im Dauerlicht auf einem langsam
rotierenden Schittler. Dazu wurden 10-20 mg Samen &uf3erlich sterilisiert (s. Abschn. 3.1.1.4) und in
einem 125 ml-Erlenmeyerkolben in 25 ml MS-Medium ausgesét. Diese Ansétze wurden vor der Kulti-
vierung 3 Tage bei 4C inkubiert. Das Medium bestand aus 0,5 52-Morpholinoethansulfonsaure
(MES), MS-Salzen und MS-Vitaminen (Murashige und Skb®§2) sowie 10 g T Saccharose. Ein
pH-Wert von 5,7 wurde mit 1 moriKaliumhydroxid eingestellt.

3.1.1.3 Agarkultur

Keimlinge wurdennach Lorenzemt al. (1996) in 7-14 Tagen auf 50 ml modifiziertem MS-Medium in
Petrischalen mit einem Durchmesser von 15 cm angezogen. Anstelle der Standardmischung enthielt das
Medium modifizierte MS-Salze ohne Ammoniumnitrat. Dieses Salz wurde ersetzt durch 20,6 tnmol L
Kaliumnitrat. Das Medium bestand ansonsten aus den im Abschn. 3.1.1.2 angeflihrten Substanzen und
7 g L' (0,7 % [w/v]) Agar. In einer Schale wurden ca. 50 mg Samen ausgesét, die duRerlich sterilisiert
worden waren (s. Abschn. 3.1.1.4). Die Menge entsprach einer Anzahl \@08aSamen (s. Abschn.
3.1.2.1). Die Agaroberflache wurde vor der Aussaat mit einer Scheibe Miracloth abgedeckt.

3.1.1.4 Samensterilisation

Die auRerliche Sterilisation von Samen erfolgte in einer frisch angesetzten Lésung, die sich aus dem
Bleichmittel CloroxHousehold Bleach und 0,1 % (v/v) Triton X-100 im Verhalwves 1 : 2 (v/v)
zusammensetzte. Das Bleach enthielt 5,25 % (v/v) Natriumhypochlorit. In einem 15 ml-Probenréhrchen
mit Schraubverschuss wurden bis zu 50 mg Samen in 5 ml der Loésung 30 Minuten auf einem Schuttler
behutsam gemischt, 3-mal mit 10 ml sterilem Wasser gewaschen und ausgesat.

3.1.2 Transformation

Die Transformation vorrabidopsisdurch Vakuuminfiltration vo\. tumefaciensvurde durchgefuhrt
mit Modifikationen nach dem Protokoll von Prof. P. J. Green (MSU-DOE Plant Research Laboratory,
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Michigan State University, East Lansing, Michigan, USA). Das Protokoll ist unter der Adresse http://
www.bch.msu.edu/pamgreeim Internet zu finden. Es beruht auf der Originalvorschrift von Bechtold
et al. (1993) mit den Modifikationemon Bentet al. (1994).

3.1.2.1 Anzucht der Pflanzen

Pflanzen wurden zur Transformation in Topfen angezogen (s. Abschn. 3.1.1.1). Die Erde wurde vor der
Aussaat mit einem Nylonnetz abgedeckt, das am Rand mit einem Gummiband befestigt wurde. In einem
Topf wurden ca. 30 Samen ausgesat, wobei angenommen wurde, dass 50 Samen einem Milligramm ent-
sprechen. Die Samen wurden dazu in 10 ml einer Lésung suspendiert, dié (0,4 % [w/v]) Agar

enthielt, und mit einer Pipettierhilfe ausgesat. Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Infiltration 4-6
Wochen alt, 5-15 cm grol3 und hatten gerade begonnen zu blihen.

3.1.2.2 Préparation vonA. tumefaciens

In Pflanzen einzubringende DNA wurde frisch in den Stamm C58 pGV3850 (Zamétiskyl983)

des Bakteriums transformiert (s. Abschn. 3.2.2.5). Von einer Kolonie wurde in 12 Stunden eine Kultur
in 5 ml Medium angezogen. Mit 1 ml der Vorkultur wurden 500 ml Medium angeimpft und der Ansatz
in 1-2 Tagen bis zu einer Absorption von gré3er als 2 bei einer Wellenlang®@&am kultiviert. Die
Bakterien wurden danach in 10 Minuten mit 4000 g b¥T 4us der Kultur abzentrifugiert und in 1 L
Infiltrationsmedium resuspendiert. Dieses wurde frisch hergestellt und bestand aus'@8vipipho-
linoethansulfonsaure (MES), 0,5fach konzentrierten MS-Salzen (Murashige und19ie®)g50 g [*
Saccharose, B5-Vitaminen (Gambeitgal. 1968), 44 nmol Lt 6-Benzylaminopurin (BAP) und 0,02 %

(v/v) Vac-In-Stuff. Ein pH-Wert von 5,7 wurde mit 1 mot Kaliumhydroxid eingestellt.

3.1.2.3 Vakuuminfiltration

Zur Vakuuminfiltration wurden die Topfe umgedreht und auf eine Plastikschale gestellt, die 200 ml der
Bakteriensuspension enthielt. Die oberirdischen Pflanzenteile wurden so weit wie mdglich in die Flissig-
keit eingetaucht. Die Infiltration erfolgte in einem Scienceware-Vakuumexsikkator, der angeschlossen
worden war an eine Laboport-Vakuumpumpe. Einige Minuten nach Anlegen des Vakuums entwickelten
sich Luftblasen in der Suspension und an den eingetauchten Pflanzenteilen. Das Vakuum wurde tber
diesen Zeitpunkt hinaus 3 Minuten aufrechterhalten und dann so schnell wie méglich durch Entfernung
des verbindenden Vakuumschlauchs aufgehoben. Bis zu 2 Tépfe wurden in dem gleichen Aliquot der
Suspension infiltriert.

3.1.2.4 Kultivierung infiltrierter Pflanzen

Die Topfe mit den infiltrieren Pflanzen wurden in Plastikfolie eingewickelt und auf der Seite liegend 24
Stunden im Gewdachshaus kultiviert. Die Folien wurden danach entfernt, die Tdpfe in eine aufrechte Po-
sition gebracht und die Pflanzen bis zur Entwicklung reifer Schoten 4-6 Wochen weiter kultiviert. Die
Pflanzen aus einem Topf wurden dazu zusammengebunden, von den Pflanzen anderer Tépfe getrennt
gehalten und nach der Samenreife 2-3 Wochen nicht mehr gewéssert. Zur Samenernte wurden die aus-
getrockneten, oberirdischen Pflanzenteile von einem Topf abgeschnitten und in ein Stiick Papier einge-
wickelt. Die Samen wurden mechanisch aus den Schoten herausgeldst und in einem Exsikkator fur eini-
ge Tage getrocknet. Von einem Topf wurden 100-500 mg Samen erhalten.

3.1.2.5 Selektion auf transformierte Pflanzen

Zur Selektion auf transformierte Keimlinge wurden 50 mg Samen von einem Topf infiltrierter Pflanzen
in einer Petrischale mit einem Durchmesser von 15 cm auf 50 ml Agar ausgesét. Diese Menge entsprach
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einer Anzahl von ca2500 Samen (s. Abschn. 3.1.2.1). Der Agar enthielt MS-Salze (Murashige und
Skoog1962), B5-Vitamine (Gamboret al. 1968), 10 g [! Saccharose, 0,5 g'12-Morpholinoethan-
sulfonsaure (MES), 7 gL(0,7 % [w/v]) Agar und 50 mgt.Kanamycin. Ein pH-Wert von 5,7 wurde

mit 1 mol L* Kaliumhydroxid eingestellt. Die Samen wurden auRerlich sterilisiert (s. Abschn. 3.1.1.4),

in 7,5 ml Topagar resuspendiert und ausplattiert. Der Topagar wurde dazu°aui/@gewarmt und
enthielt 3,5 g [* (0,35 % [w/v]) Agarose. Die Schalen wurden anschlieRend mit Parafilm versiegelt.
Keimlinge mit Resistenz gegen Kanamycin wurden in 10-14 Tagen angezogen, nach der Selektion in
Topfe umgepflanzt und 1-2 Wochen bis zur Analyse der Komplementation weiter kultiviert.

3.1.3 Extraktionen

3.1.3.1 DNA

Die Extraktion von genomischer DNA audsabidopsiswurde durchgefiihrt nach Doyle und Doyle
(1990). Eine Mengeon 0,5 bis 2,5 g Pflanzenmaterial wurde in einem Porzellanmérser unter Kiihlung
mit flissigem Stickstoff mit einem Pistill zermahlen. Das Pulver wurde in 5 ml Extraktionspuffer Giber-
fuhrt, der auf 60C vorgewarmt worden war. Der Puffer bestand aus 100 mmaris-HCI (pH 8,0),

20 g L* Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), 1,4 mol'INatriumchlorid, 0,2 % (v/v) 2-Mercap-
toethanol und 20 mmolLEDTA (pH 8,0). Das Gemisch wurde 30 Minuten bei°60inkubiert, auf
Raumtemperatur abgekihlt, versetzt mit einem Volumen an Chloroform : Isoamylalkohol im Verhéaltnis
von 24 : 1 (v/v), das Ganze eine Minute kraftig gemischt (Vortex) und 10 Minutd6@titg bei £C
zentrifugiert. Der wassrigen Phase wurde das 0,7fache Volumen an Isopropanol zugesetzt, der Ansatz
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 5 Minuten mit 500 g t@izkntrifugiert. Das getrock-

nete Pellet wurde in 15 ml Waschpuffer resuspendiert, der Ansatz 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und 10 Minuten mit 1600 g zentrifugiert. Der Waschpuffer bestand aus 10 rhawirhoni-
umacetat und 76 % (v/v) Ethanol. Das getrocknete Pellet wurde in 1 ml TE-Puffer (pH 8,0) gel6st, mit
10 pg DNAse-freier RNAse A versetzt und der Ansatz 30 Minuten b&C3inkubiert. Der Verdau

wurde mit TE-Puffer (pH 8,0) auf ein Volumen von 3 ml aufgefullt, mit 1,5 ml 7,5 mh@mmonium-

acetat (pH 7,7) und 11,25 ml Ethanol versetzt, das Ganze 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und 10 Minuten mit 10 000 g bei°€ zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 100 pl Wasser
gelost, ein Aliquot von 1-5 ul der Praparation ohne und mit Verdau durch ein Restriktionsenzym (s. Ab-
schn. 3.3.1.1) in einer Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) auf die Ausbeute und Reinheit
der isolierten DNA Uberprift. Eine Minipraparation von genomischer DNA erfolgte mit einem auf den
25ten Teil reduzierten Ansatz aus 10-25 mg des Pflanzenmaterials. Nach der Aufarbeitung wurde die
DNA in 20 pl Wasser gelost, ein Aliguot von 15 pl reichte aus fir eine Southern-Analyse (s. Abschn.
3.3.2.1), ein Aliquot von 5 pl fur die PCR (s. Abschn. 3.3.1.5).

3.1.3.2 RNA

Die Extraktion von RNA audrabidopsiserfolgte mit Modifikationen nach Goldsbrough und Cullis
(1981). Eine Mengeon 0,5 bis 2,5 g Pflanzenmaterial wurden in einem Porzellanmérser unter Kiihlung
mit flissigem Stickstoff mit einem Pistill zermahlen. Das erzeugte Pulver wurde mit 5 ml Extraktions-
puffer und 10 pl 2-Mercaptoethanol versetzt, zu einer Paste vermischt, dabei zugleich aufgetaut und in
5 ml eines Phenol-Chloroform-Gemisches uberfiihrt. Der Puffer bestand aus 50 hifnis-HCI (pH

8,4), 5 % (v/v) Kirbys Phenol, 10 g™L(1% [w/V]) tri-lsopropylnaphthalinsulfonat (Natriumsalz)
(TIPS) und 60 g L (6 % [w/v]) p-Aminosalicylséaure (Natriumsalz) (PAS). Kirbys Phenol wurde mit
folgendem Ansatz oder einem Vielfachen davon hergestelit: 50 g Phenol, 50 mg 8-Hydroxyquinolin und
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7 ml m-Cresol. Die Phenol-Lésung wurde mit 50 mmioMiris-HCI (pH 8,4) aquilibriert. Das Gemisch

aus Phenol und Chloroform setzte sich aus Kirbys Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol im Verhaltnis
von 25 : 24 : 1 (v/iviv) zusammen. Der Ansatz wurde eine Minute kraftig gemischt (Vortex) und 20 Mi-
nuten mit 10 000 g bei 4C zentrifugiert. Die wassrigen Phase wurde anschlieBend mit dem 0,1fachen
Volumen an 3 mol £ Natriumacetat (pH 5,2) und einem Volumen an Isopropanol versetzt. Nach 30
Minuten Inkubation bei -20C folgte eine Zentrifugation fir 10 Minuten wie beschrieben. Das getrock-
nete Pellet wurde in 500 pl Wasser gelost, der Ansatz mit 250 pl 8 frigtHiumchlorid versetzt,
mindestens eine Stunde bei -ZD inkubiert und 10 Minuten mit 16 000 g bef@ zentrifugiert. Dem
Uberstand wurde ein Volumen an Chloroform : Isoamylalkohol im Verhaltnis von 24 : 1 (v/v) zugesetzt,
der Ansatz kréftig gemischt und 5 Minuten zentrifugiert wie zuvor. Diesem Schritt folgte die Fallung
der RNA aus der wassrigen Phase wie beschrieben. Das Pellet wurde mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol ge-
waschen, getrocknet und in 100 pl Wasser geldst. Mit einem Aliguol-5 pl der Praparation wurde

die Ausbeute und Integritét der isolierten RNA in einer Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3)
uberpruft, die Konzentration und Reinheit derselben wurde photometrisch nach Saettab¢k989)
bestimmit.

3.1.3.3 Sinapinsaureester

Sinapinsaureester wurden nach Lorereteal. (1996) aus Blattermon Arabidopsisextrahiert. Gewebe

mit einem Gewicht von 5-10 mg (z.B. 1-2 Keimblatter) wurde mit 50 ul einer Mischung aus Methanol :
Wasser im Verhaltnis von 1 : 1 (v/v) versetzt und in einem 1,5 ml-Reaktionsgefafl? mit einem Mikropis-
till homogenisiert. Die Uberreste wurden danach in 5 Minuten m@0D6g bei 4°C abzentrifugiert,
Aliquots von 5-10 pl der Extrakte mittels DC (s. Abschn. 3.4.5.2) analysiert.

3.1.3.4 SMT

Die SMT wurde nach Lorenzest al. (1996) aus Blattermon Arabidopsisextrahiert. Eine Menge von
10-100 mg Blattmaterial wurde mit dem 5fachen Volumen pro Gewicht einer Suspension versetzt, die in
0,1 mol L* Kaliumphosphat-Puffer (pH 6,0) 20 % (w/v) Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) enthielt. Die
Homogenisation erfolgte wie fur die Sinapinsaureester beschrieben (s. Abschn. 3.1.3.3). Der Aufschluss
wurde 30 Minuten im Eis inkubiert, die Uberreste der Extraktion danach in 10 Minuten mit 16 000 g bei
4 °C abzentrifugiert. Aliquots von 5 pl der Extrakte wurden eingesetzt in SMT-Enzymtests (s. Abschn.
3.4.5.1).

3.2 Bakterien

3.2.1  Kultivierung

Die Kultivierung vonE. coli undA. tumefaciengrfolgte in LB-Medium, das hergestellt wurde nach der
Vorschrift von Sambroolet al. (1989).A. tumefaciensvurde bei 29C angezogen, das LB-Medium
enthielt in diesem Fall zusatzlich 10 mg Rifampicin. Flissige Kulturen wurden mit 220 Umdrehun-
gen pro Minute geschuttelt. Auf die Vektoren pBluescript Il KS(-), pT7Blue(R), pCRII, pET-20b(+)
und pCW Ori+ sowie die Plasmide pCC1, pL3 und pCS610 wurBedoli mit 100 mg * Ampicillin
selektiert, auf Cosmide des Vektors pBIC20 mit 12 mgTetracyclin und auf den Vektor pBI121 mit
50 mg L' Kanamycin. Auf den Vektor pBI121 und Cosmide erfolgte die Selektign tumefaciens

mit der gleichen Konzentration an Kanamycin.
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3.2.2 Transformationen

3.2.2.1 Préaparation kompetenter Zellen vork. coli

Kompetente Zellen des Stamms OH&oN E. coli zur Transformation mittels Hitzeschock wurden nach
Inoueet al. (1990) hergestellt, die Zellen der Staémme BHBM1 oder BL21XDES3) zur Elektropora-
tion nach Behringer und Medford (1992). Die kompetenten Zellen wurden b&C-&0fbewahrt und
hatten zum Zeitpunkt der Transformation eine Effizienz von mindesténsfulg fur superzirkulare
DNA des Plasmids puUC18.

3.2.2.2 Hitzeschock-Transformation vorkt. coli

Die Hitzeschock-Transformation vdn coli erfolgte mit Modifikationen nach Inowst al. (1990). Ein

Aliquot von 100 pl kompetenter Zellen (s. Abschn. 3.2.2.1) wurde im Eis aufgetaut und mit der in das
Bakterium einzubringenden DNA versetzt, die in nicht mehr als 5 pl Wasser vorlag. Der Ansatz wurde
30 Minuten im Eis inkubiert, dem folgte in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal’ 5& 42 30 Sekunden der
Hitzeschock. Nach erneuter Inkubation im Eis fur eine Minute wurden 900 pl SOC-Medium zugesetzt,
das nach der Vorschrift von Sambraalkal. (1989) hergestellt worden war. Zur Expression des Selekti-
onsmarkers wurden die Zellen danach eine Stunde kultiviert und in geeigneten Aliquots auf Agarplatten
mit einem Durchmesser von 9 cm enthaltend das zur Selektion erforderliche Antibiotikum ausplattiert.
Dazu wurden Glasperlen mit einem Durchmesser von 5 mm verwendet, die Zellen grof3er Aliquots zuvor
in 5 Minuten mit 4000 g bei 4C abzentrifugiert und in einem Restvolumen 209 ul des Ansatzes
resuspendiert. Die Anzucht von Kolonien transformierter Bakterien erfolgte in 12-16 Stunden, nicht
rekombinante Plasmide in Klonierungen wurden soweit méglich durch Anfarbung mit 5-Brom-4-chlor-
3-indoyl{3-D-galactosid (X-Gal) identifiziert. Der Agar enthielt dazu 0,1'gX¥-Gal und 100 pmol £
Isopropylthiogalactosid (IPTG). Weiterhin wurde dabei verfahren wie in der Vorschrift von Sambrook
et al. (1989) angegeben.

3.2.2.3 Elektroporation vonE. coli

Die Elektroporation wurde im BTX Transporator Plus mit Modifikationen nach Detvet. (1988)

und der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Dazu wurden Kivetten mit 1 mm Abstand zwischen
den Polflachen verwendet. Fir den Puls wurde eine Amplitude von 1,46 kV eingestellt. Die Werte
anderer Parameter, wie z.B. die Pulslange von 5 Millisekunden, waren durch das Gerat vorgegeben. Ein
Aliquot von 100 pl kompetenter Zellen (s. Abschn. 3.2.2.1) wurde im Eis aufgetaut und mit der in das
Bakterium einzubringenden DNA in einem Volumen von bis zu 5 ul Wasser versetzt. Nach Inkubation
im Eis fUr eine Minute erfolgte die Elektroporation in eisgekihlten Kivetten. Danach wurden umgehend
900 pl SOC-Medium (s. Abschn. 3.2.2.2) zugesetzt. Zur Expression des Selektionsmarkers wurde der
Ansatz eine Stunde in einem Reagenzréhrchen mit einem Durchmesser von 1,7 cm und einer Héhe von
10 cm kultiviert. Die Anzucht von Kolonien transformierter Bakterien erfolgte wie beschrieben fur die
Transformation mittels Hitzeschock (s. Abschn. 3.2.2.2).

3.2.2.4 Préaparation kompetenter Zellen vorAA. tumefaciens

Kompetente Zellen des Stamms C58 pGV3850 (Zambmrskyl. 1983) zur Elektroporation wurden

nach Meyer (1994) und Meyet al. (1994) hergestellt. Mit einer Kolonie des Bakteriums, das dazu in
ca. 48 Stunden frisch auf Agar angezogen worden war, wurde eine Kultur in 200 ml Medium angeimpft
und in ca. 24 Stunden bis zu einer Absorption von 1,5 bei einer Wellenlang@&om kultiviert. Die
Bakterien wurden dann in 10 Minuten mit 4000 g bé&C4abzentrifugiert und in 50 ml an eiskaltem
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Wasser bei standiger Kuhlung im Eis vorsichtig resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde noch 2-mal
wiederholt, anschlieRend wurden die Zellen in 1 ml Wasser aufgenommen und in Aliquots zu 100 pl in
flussigem Stickstoff eingefroren, die aufbewahrt wurden bef€80

3.2.2.5 Elektroporation vonA. tumefaciens

Die Elektroporation wurde nach Meyer (1994) und Megteal. (1994) durchgefuhrt. Ein Aliquot der
kompetenten Zellen (s. Abschn. 3.2.2.4) wurde im Eis aufgetaut und versetzt mit 0,5 pg Cosmid-DNA
oder 0,1 pg Plasmid-DNA in einem Volumen von bis zu 5 pl Wasser. Die Elektroporation erfolgte wie
fur E. coli beschrieben (s. Abschn. 3.2.2.3), die Zellen wurden anschlieRend 3 Stunden zur Expression
des Selektionsmarkers kultiviert. Kolonien transformierter Bakterien wurden in 24-48 Stunden angezo-
gen, einzelne Kolonien erneut ausplattiert und dann umgehend zur Transformatoabidopsismit-

tels Vakuuminfiltration (s. Abschn. 3.1.2.2) verwendet.

3.2.3 Extraktionen

3.2.3.1 Minipraparation von Plasmid-DNA ausk. coli

Zur Minipraparation von Plasmid-DNA a@&s coli wurde das Wizar&lus Miniprep DNA Purification

System nach der Anleitung des Herstellers (Technisches Bulletin Nr. 117) in der AusigaBe6 ver-

wendet. Die aktuelle Version des Bulletins ist unter der Adresse http://www.promegancbrtérnet

zu finden. Die Prozedur bestand aus der alkalischen Lyse der Zellen nach Birnboim und Doly (1979),
wonach die Plasmid-DNA an einer Wizard-Minisdule chromatographisch aufgereinigt wurde. Mit einer
Bakterienkolonie wurde eine Kultur in 5 ml Medium gestartet und in 12-16 Stunden bis zur spaten
exponentiellen Phase kultiviert. Die Zellen wurden danach in 5 Minuten mit 16 000 ®eibZentri-

fugiert und in 300 pl eines Puffers resuspendiert, der aus 50 mnioid-HCI (pH 7,5), 10 mmol £

EDTA (pH 8,0) und 0,1 g £ DNAse-freier RNAse A bestand. Die Suspension wurde mit 300 pl einer
Lésung vermischt, die 0,2 mol'LINatriumhydroxid und 1 % (w/v) SDS enthielt, dem folgte der Zusatz
von 300 pl eines Puffers mit 1,32 mol*Kaliumacetat (pH 4,8). Der Uberstand nach 5 Minuten
Zentrifugation mit 16 000 g bei &= wurde auf eine Wizard-Minisaule geladen, in der 1 ml des Wizard-
Harzes vorgelegt worden waren, das aus einer Mischung von Glas- und Kieselgelpartikeln bestand. Die
Séaule wurde dann mit 2 ml eines Puffers gewaschen, der 8,3 mifioistkHCI (pH 7,5), 80 mmol £
Kaliumacetat, 40 umol L EDTA (pH 8,0) und 55 % (v/v) Ethanol enthielt. Fliissigkeiten wurden mit

der Vakuumpumpe Vac-Man durch das Harz gesaugt, durch 30 Sekunden Zentrifugation mit 16 000 g
bei 4°C die Plasmid-DNA dann in 50 pl Wasser von der Miniséule eluiert. Ein Aliquot von 1-5 pl der
Praparation wurde mit und ohne den Verdau durch ein Restriktionsenzym (s. Abschn. 3.3.1.1) in einer
Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) uberprift auf die Ausbeute und Reinheit der isolierten
Plasmid-DNA.

3.2.3.2 Minipraparation von Cosmid-DNA ausE. coli

Die Minipraparation von Cosmid-DNA als coliwurde nach Meyer (1994) durchgefuihrt. Eine Kultur
wurde wie fir die Minipréparation von Plasmid-DNA beschrieben (s. Abschn. 3.2.3.1) angezogen. Aus
den Zellen der Kultur wurde durch alkalische Lyse nach der Vorschrift von Sandirabk1989) ein

Extrakt hergestellt, der 2-mal mit Phenol-Chloroform (vorsichtig) extrahiert wurde (s. Abschn. 3.3.1.2).
Die Cosmid-DNA wurde aus dem Extrakt mit Ethanol gefallt (s. Abschn. 3.3.1.2), das getrocknete Pel-
let danach in 200 ul TE-Puffer (pH 8,0) geldst. Diese Praparation wurde fir eine StundeM®eni87

20 ug DNAse-freier RNAse A verdaut, gereinigt und konzentriert wie beschrieben, das getrocknete Pel-
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let anschlief3end in 20 pl Wasser gelost. Die Ausbeute an Cosmid-DNA wurde in der Agarosegel-Elek-
trophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) mit einem Aliquot von 1 pl Gberprift, die Halfte der Praparation reichte

normalerweise aus fir den Verdau der Cosmide mit einem Restriktionsenzym (s. Abschn. 3.3.1.1) und
die Analyse der erzeugten Fragmente genomischer DNA in der Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn.
3.3.1.3).

3.2.3.3 Midipraparation von Cosmid-DNA ausE. coli

Die Cosmid-DNA wurde aug. coli mit dem Plasmid Midi Kit nach dem Handbuch des Herstellers in
der Ausgabe voti995 prapariert. Dabei wurde das Bkatl fir Plasmide und Cosmide mit einer sehr
geringen Kopienzahl pro Zelle verwendet. Die aktuelle Version des Handbuchs ist im Internet unter der
Adresse http://www.quiagen.conu finden. Die Prozedur bestand aus der Herstellung eines alkalischen
Lysats, aus dem die Cosmid-DNA mittels Anionen-Austauschchromatographie aufgereinigt wurde. Von
einer Kolonie des zu praparierenden Klones wurde in einigen Stunden eine Vorkultur in 5 ml Medium
angezogen und mit 1 ml davon eine Kultub®0 ml Medium gestartet, die in 12-16 Stunden bis in die
spate exponentielle Phase kultiviert wurde. Die Zellen wurden anschiel3end durch eine Zentrifugation flr
15 Minuten mit 6000 g bei 4C daraus abzentrifugiert und in 20 ml Puffer P1 resuspendiert. Dieser
enthielt 50 mmol [ Tris-HCI pH 8,0, 10 mmol £ EDTA (pH 8,0) und 100 mgt DNAse-freier

RNAse A. Die Suspension wurde mit 20 ml Puffer P2 vermischt, nach einer Inkubation fiir 5 Minuten
mit 20 ml Puffer P3, dem 30 Minuten Inkubation im Eis folgten. Der Puffer P2 bestand aus 0;2 mol L
Natriumhydroxid und 10 gt (1 % [w/v]) SDS, der Puffer P3 enthielt 3 mof Kaliumacetat (pH

5,5). Der Uberstand nach Zentrifugation fir 30 Minuten mit 20 000 g t@iwar das alkalische Ly-

sat, aus dem die Nukleinsauren bei Raumtemperatur mit dem 0,7fachen Volumen an Isopropanol gefallt
und in 30 Minuten mit 15000 g bei’€ abzentrifugiert wurden. Das getrocknete Pellet wurde geldst in
500 ul TE-Puffer (pH 7,0), die Préparation mit 3,5 ml an QBT-Puffer versetzt, der aus 750 mol L
Natriumchlorid, 50 mmol £ 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) (pH 7,0), 15 % (v/v) Iso-
propanol und 0,15 % (v/v) Triton X-100 bestand. Eine Quiagen 100-S&aule wurde dann mit 4 ml des
gleichen Puffers aquilibriert, nach dem Auftrag der Préaparation die Séule 2-mal mit 10 ml QC-Puffer
gewaschen und die Cosmid-DNA in 5 ml QF-Puffer eluiert. Der QC-Puffer bestand aus 50 mmol L
MOPS (pH 7,0), 1 mol £ Natriumchlorid und 15 % (v/v) Isopropanol, der QF-Puffer setzte sich aus
50 mmol ! Tris-HCI (pH 8,0), 1,25 mol £ Natriumchlorid und 15 % (v/v) Isopropanol zusammen.

Die Cosmid-DNA wurde aus dem Eluat mit Isopropanol geféllt wie beschrieben und dann in 100 ul
Wasser gelost. Aliquots der Praparation von 1-5 ul ohne und mit Verdau durch ein Restriktionsenzym
(s. Abschn. 3.3.1.1) wurden auf die Menge und Reinheit der Cosmid-DNA Uberprift in einer Agarose-
gel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) Uberprift, die Konzentration photometrisch bestimmt nach
Sambrooket al. (1989). Mit dem Pratkoll konnten cal00 pg Cosmid-DNA isoliert werden. Weitere
Informationen zur Praparation von Plasmid-DNA &uscoli auf der Basis des Quiagen-Systems sind
z.B. in Budelier und Schorr (1998) sowieili¢eet al. (1998) zu finden.

3.2.3.4 Minipraparation von Plasmid- und Cosmid-DNA ausA. tumefaciens

Die Minipraparation von Plasmid- und Cosmid-DNA a&ugumefaciengrfolgte mit dem gleichen Pro-
tokoll wie die Minipréparation von Cosmid-DNA akgs coli (s. Abschn. 3.2.3.2).
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3.3 Nukleinséduren

3.3.1 Basismethoden fir DNA

3.3.1.1 Enzymatische Modifikationen

Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen, die Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase,
die Phosphorylierung mit T4 Polynukleotidkinase und die Ligation mit T4 DNA-Ligase erfolgten mit
Modifikationen nach den Vorschriften von Sambragikal. (1989) und den Angaben der Hersteller
dieser Enzyme. Der Verdau von 0,2-1 g Plasmid-DNA erfolgte flir zumindest eine Stunde bei der dazu
notwendigen Temperatur von normalerweise’@7mit jeweils 10 U der Restriktionsenzyme in einem
Volumen von 20 ul, wobei ein dafiir geeigneter Reaktionspuffer des Enzymherstellers (z.B. Promega)
verwendet wurde. Vektor-DNA wurde direkt im Verdau mit Restriktionsenzymen durch 1 U der Phos-
phatase (z.B. von Boehringer) in einer Stunde beiGdephosphoryliert. Die Phosphorylierung eines
Fragments erfolgte durch Inkubation von 0,25 pg DNA desselben mit 20 U der Kinase (z.B. von Pro-
mega) fur 30 Minuten bei 37C in einem Volumen von 40 ul. Der Kinasepuffer bestand aus 70 mmol
L™ Tris-HCI (pH 7,6), 10 mmol £ Magnesiumchlorid, 5 mmolt.Dithiothreitol (DTT) und 0,1 mmol

L™ Desoxyadenosin-5'-triphosphat (ATP). Ein Ligationsansatz enthielt 100 ng des Vektorfragments (s.
Abschn. 2.5) und die 2fache molare Menge des zu klonierenden DNA-Fragments. Die Ligation erfolgte
durch 1 U (Weiss) T4 DNA-Ligase (z.B. von Promega) bef@&ur 12 Stunden in einem Volumen

von 10 pl. Der Ligasepuffer bestand aus 30 mmbiTkis-HCI (pH 7,8), 10 mmol t Magnesium-

chlorid, 10 mmol [* Dithiothreitol (DTT) und 0,1 mol & ATP. Ein Aliquot des Ansatzes von 1-5 pl
wurde anschlief3end in die Hitzeschock-TransformatiorBvaroli (s. Abschn. 3.2.2.2) eingesetzt.

3.3.1.2 Konzentration und Reinigung

Die Konzentration von DNA erfolgte durch Fallung mit dem 2,5fachen Volumen an eiskaltem Ethanol
nach Zusatz des 0,1fachen Volumens an 3 ritoNhtriumacetat (pH 5,2). Die gefallite DNA wurde

nach 30 Minuten Inkubation bei -2C€ in 30 Minuten mit 16 000 g bei°€ abzentrifugiert, das Pellet

mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol bei Raumtemperatur gewaschen, der Ansatz 10 Minuten zentrifugiert wie
zuvor, bei Raumtemperatur getrocknet und in einem geeigneten Volumen an Wasser geltst. Die Reini-
gung von DNA erfolgte durch Extraktion mit demselben Volumen einer Mischung aus Kirbys Phenol (s.
Abschn. 3.1.3.2) : Chloroform : Isoamylalkohol im Verhaltnis von 25 : 24 : 1 (v/v/v). Die Phasen wurde
dazu eine Minute gemischt (Vortex) und durch 5 Minuten Zentrifugation mit 16000 g°Geiwdeder
getrennt, die wassrige Phase wie beschrieben mit Chloroform reextrahiert und dann die DNA daraus mit
Ethanol gefallt. Zur Volumensreduktion wurden wassrige Lésungen von DNA so oft wie notwendig auf
die gleiche Weise mit demselben Volumen an 2-Butanol extrahiert. Weiterhin wurde verfahren wie in
den Vorschriften von Sambroek al. (1989) angegeben.

3.3.1.3 Agarosegel-Elektrophorese

Gele enthielten 8 g£(0,8 % [w/v]) Agarose und 0,5 mg*LEthidiumbromid in TAE-Puffer. In dem
gleichen Puffer, der aus 40 mmol Oris-Acetat (pH 8,0) und 1 mmol'LEDTA (pH 8,0) bestand,
wurden bei konstant 80 V die Elektrophoresen durchgefihrt. Der 6fach konzentrierte Auftragspuffer
setzte sich aus 30 % (v/v) Glyzerin, 6 mm3dIEDTA (pH 8,0) und 2,5 g1(0,25 % [w/v]) Bromphe-
nolblau (BPB) zusammen. Als Standards wurden die 1 kb-DNA-Leiter mit Gré3en der Fragmente von
0,25 kb bis 10 kb oder ein vergleichbares System verwendet. Eine Menge von 0,5 pg DNA der Leiter



METHODEN 24

wurde auf das Gel geladen. Dartber hinaus wurde die Agarosegel-Elektrophorese nach der Vorschrift
von Sambroolet al. (1989) durchgefinhrt.

3.3.1.4 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit dem Quiaex Il Gel Extraction Kit nach dem Handbuch des Herstellers in
der Ausgabe vorl995 aus den Agarosegelen (s. Abschn. 3.3.1.3) extrahiert. Die aktuelle Version des
Handbuchs ist im Internet unter der Adresse http://www.quiagerzcofimden. Gelstucke enthaltend

die DNA wurden mit dem 3fachen Volumen pro Gewicht an Puffer QX1 und 10 pl der Quiaex II-Sus-
pension versetzt. Zur Auflosung des Gels und Bindung der DNA an die Quiaex lI-Partikel wurde der
Ansatz 10 Minuten bei 58C inkubiert. Die Partikel wurden dann in 30 Sekunden mit 16 000 ga®i 4
abzentrifugiert, mit 500 ul des Puffers QX1 und PE gewaschen sowie bei Raumtemperatur getrocknet.
Die Elution der DNA erfolgte in 20 pl eines Puffers mit 10 mmbiTtis-HCI (pH 8,5) durch erneute
Inkubation fur 5 Minuten bei 50C. Die Ausbeute wurde in der Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn.
3.3.1.3) mit einem Aliquot von 2 pl des Eluats Uberpruft. Die Partikel bestanden aus einem Kieselgel,
der Puffer QX1 enthielt in hoher Konzentration ein chaotropes Salz, der PE-Puffer eine niedrige Salz-
konzentration und Ethanol. Exakte Herstellerangaben tber die Zusammensetzung der in dem Kit enthal-
tenen Materialien lagen nicht vor. Diese entsprechen moglicherweise dem, was ineMalo(@994)

oder der Originalvorschrift von Vogelstein und Gillesdi®{9) beschrieben wurde.

3.3.1.5 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR wurde mit Modifikationen nach Inrés al. (1990) und den Herstellerangaben (z.B. Promega)

fur die Taq und Pfu DNA-Polymerase durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt in einem Volumen von 50 pl
0,25 pmol L* der Primer, jeweils 0,2 mmol“LDesoxynukleotide (pH 7,5), 1 U des Enzyms und die
DNA-Matrize, z.B. 10 ng eines zirkuldren Plasmids. Der Reaktionspuffer fiadi®NA-Polymerase
enthielt 10 mmol [ Tris-HCI (pH 9,0 [25°C]), 50 mmol L* Kaliumchlorid, 1,5 mmol ! Magnesi-
umchlorid und 0.1 % (v/v) Triton X-100, derjenige fiir Bt DNA-Polymerase 20 mmol L. Tris-HCI

(pH 8,8 [25°C]), 10 mmol L* Kaliumchlorid, 10 mmol ! Ammoniumsulfat, 2 mmol £ Magnesium-

sulfat, 0,1 % (v/v) Triton X-100 und 100 mg'Rinderserumalbumin (BSA). Der Ansatz wurde mit
demselben Volumen an Mineral6l Gberschichtet. Die PCR erfolgte in 30 Zyklen mit der Denaturierung
bei 94°C und der Elongation bei 7Z oder 75°C fur dieTaq oderPfu DNA-Polymerase. Die Primer
wurden normalerweise bei B3€ hybridisiert. Die Dauer von Denaturierung und Hybridisierung betrug
eine Minute, diejenige der Elongation normalerweise zumindest eine Minute, ansonsten fir jeweils 1 kb
zu amplifizierender DNA eine Minute bei d&aq und 2 Minuten bei dePfu DNA-Polymerase. Vor

dem Start der PCR wurde der Ansatz fir 2 Minuten auf®4rhitzt und in dieser Phase das Enzym
zugesetzt (sog-ot Star). Die PCR wurde mit einer Elongation fir 10 Minuten beendet, ein Aliquot
von 5 pl des Ansatzes in einer Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) analysiert. Das Expand
High Fidelity PCR Kit kam mit 2,5 U der Enzymmischung ausTdey und Pyrococcus woes€Pwo)
DNA-Polymerase auf die gleiche Weise zum Einsatz wid@ @gDNA-Polymerase, das Kit beruhte auf

der Methode von Barne4494), Gber den Reaktionspuffer lagen keine Herstellerangaben vor.

3.3.1.6 Klonierung von PCR-Fragmenten

Zur Klonierung von Fragmenten aus der PCR (s. Abschn. 3.3.1.5) wurden das Original TA Cloning Kit
mit dem Vektor pCRII in der Version 1.0 nach der Anleitung des Hersteller$98#h oder der Vektor

pT7Blue(R) verwendet. Die aktuelle Version derselben ist unter der Adresse http://www.invitrogen.com
im Internet zu finden. In eine Ligationsreaktion (s. Abschn. 3.3.1.1) wurden 50 ng der Vektor-DNA und
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die 2fache molare Menge des PCR-Fragments eingesetzt. Der Vektor pT7Blue(R) wurde nach Hadjeb
und Berkowitz (1996) durch dieag DNA-Polymerase mit tberhédngenden 3’-Enden aus Desoxythymi-
din versehen und in gleicher Weise wie das Kit zur Klonierung von PCR-Fragmenten verwendet.

3.3.1.7 Radioaktive Markierung

Sonden wurden mii*?P]-Desoxyadenosin-5'-triphosphat und dem DECAprime 1l DNA Labeling Kit
nach der Anleitung des Herstellers in der Ausgabel@8Y hergestellt. Das Radionukleotid hatte eine
spezifische Aktivitdt vorB000 Ci mmof, die Konzentration betrug 10 Ci'L Die zu markierenden
DNA-Fragmente wurden durch Verdau mit Restriktionsenzymen (s. Abschn. 3.3.1.1), eine Agarosegel-
Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) und Gelextraktion (s. Abschn. 3.3.1.4) aus Plasmiden prépariert. In
einem 1,5 ml-Reaktionsgefald wurden ca. 25 ng der DNA mit Wasser zu einem Volumen von 11,5 ul
aufgefillt und mit 2,5 ul der 10fach konzentrierten Dekanukleotid-Primerlésung versetzt. Der Ansatz
wurde 5 Minuten auf 100C erhitzt, eine Minute im Eis abgekihlt und kurz mit 16 000 g & 4en-
trifugiert. Dem folgte der Zusatz von 5 pl der 5fach konzentrierten Reaktionsmischung, 5 pl des Radio-
nukleotids und 1 pl der Losung des Klenow-Fragments der DNA-Polymeras&] wohi was 5 U des
Enzyms entsprach. Nach 10 Minuten Inkubation bei@Tvurde die Reaktion mit 1 ul einer Lésung,

die 0,5 mol ! EDTA (pH 8,0) enthielt, abgestoppt und nicht eingebautes Radionukleotid abgetrennt (s.
Abschn. 3.3.1.8). Die Reaktionsmischung enthielt die Desoxynukleoside der Basen Cytosin, Guanin und
Thymin sowie Puffer und Salze. Uber die exakte Zusammensetzung der Losung wie diejenige der Pri-
mer lagen keine Herstellerangaben vor. Diese entsprechen moglicherweise dem, was beschrieben wurde
in der Originalvorschrift von Feinberg und Vogelsteing3).

3.3.1.8 Reinigung radioaktiver Sonden

Nicht eingebautes Radionukleotid nach der Herstellung von radioaktiven Sonden (s. Abschn. 3.3.1.7)
wurde durch Saulenchromatographie abgetrennt. Der Kolben einer 3 ml-Einwegspritze wurde dazu mit
2,5 ml Sephadex G-50, das mit 40 ¢ in TE-Puffer (pH 8,0) aquilibriert worden war, gefiillt. Der
Ausfluss der Spritze wurde dafur mit einer Scheibe Miracloth abgedeckt. Die Markierungsreaktion wur-
de mit dem 0,1fachen Volumen an Auftragspuffer versetzt und auf die Saule geladen. Der Puffer setzte
sich aus 400 gt (40 % [w/v]) Saccharose und 0,25 g (0,025 % [w/v]) Bromphenolblau (BPB) zu-
sammen. Die nicht eingebaute Aktivitat wurde mit 650 ul TE-Puffer (pHv®Diler Saule gewaschen,

die Sonde danach mit dem gleichen Volumen an Puffer eluiert. Die Qualitat der Sonde wurde mit dem
Handmonitor Survey Meter Model 3 mit Pancake-Detector Model 44-9 abgeschatzt. Eine Zahlrate von
mehr als 3000 Treffern pro Minute im Abstavsh 30 cm reichte aus fir eine Hybridisierung (s. Ab-
schn. 3.3.2.2 u. 3.3.3.2). Die Sonde wurde dazu 5 MinutedGQC erhitzt und dann umgehend in

das Experiment eingesetzt.

3.3.1.9 Automatische Sequenzierung

Die automatische Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde nach dem Kettenabbruch-Verfahren (Sanger
et al. 1977) mit der Mdiode deycle Sequencindurch das Center for DNA Sequencing der Purdue
University, West Lafayette, Indiana, USA durchgefihrt. Dabei wurden das ALFexpress DNA Analysis
System von Pharmacia (Uppsala, Schweden) und mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Standardprimer
wie T3 und T7 verwendet. Die Plasmid-DNA wurde mit dem WiRiud Minipreps DNA Purification

System prapariert (s. Abschn. 3.2.3.1). Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt
nach Sambrookt al. (1989), durch eine Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) zudem Menge,
Superzirkularitat und Reinheit Uberprift. Dazu wurde Plasmid-DNA mit und ohne Verdau durch ein
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Restriktionsenzym (s. Abschn. 3.3.1.1) auftragen. In eine Reaktion wurden ca. 2,5 pg der DNA in bis
zu 20 pl Wasser eingesetzt.

3.3.1.10 Manuelle Sequenzierung

DNA wurde manuell mit dem USB Sequenase DNA Sequencing Kit in der Version 2.0 nach Anleitung
des Herstellers in der 9. Ausgabe i#94 nach den Standardprkollen sequenziert. Dithiothreitol

(DTT), Labeling Mix und §-**S]-Desoxyadenosin-5'-triphosphat in der Markierungsreaktion wurden
durch®*sSequeTide Nucleotide Premix ersetzt. Dieses enthielt 10 mmdticin-NaOH (pH 7,6), 2 Ci

L* des fi-**S]-Desoxyadenosin-5'-triphosphats, 1,5 umblder Nukleotide des Guanins, Cytosins und
Thymins sowie 1 mmol T Dithiothreitol (DTT), die spezifische Aktivitat des Radionukleotids betrug
1250 Ci mmol [*. Als Matrize wurde Plasmid-DNA eingesetzt, die in einer Minipraparation (s. Ab-
schn. 3.2.3.1.) hergestellt worden war, die Konzentration derselben wurde photometrisch bestimmt nach
Sambroolket al. (1989), in einer Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) wurden zudem Menge,
Reinheit und Superzirkularitat Uberprift. In eine Reaktion wurden 1 pmol entsprechend 2-3,5 ug der
DNA und eine aquimolare Menge des Primers eingesetzt. Zur Denaturierung wurde die Plasmid-DNA
mit dem 0,1fachen Volumen an 2 mot Natriumhydroxid und 2 mmol LEDTA (pH 8,0) versetzt,

der Ansatz 30 Minuten bei 3T inkubiert und die DNA mit Ethanol gefallt (s. Abschn. 3.3.1.2). Die
getrocknete DNA wurde anschlieRend in 7 pl Wasser, 1 ul einer Lésung mit 1 f1ofes Primers und

2 ul an 5fach konzentiertem Sequenase-Puffer geldst. Der Puffer enthielt 0,2 Tmg-HCI (pH 7,5),

0,1 mol L* Magnesiumchlorid und 0,25 mol*INatriumchlorid. Zur Hybridisierung des Primers wurde

der Ansatz 2 Minuten bei 68C inkubiert und langsam (Wasserbad) auf Raumtemperatur abgekuhlt.
Nach dem Zusatz von 4 ffSequeTide und 2 pl der Sequenase erfolgte die Markierungsreaktion fiir 3
Minuten. Das Enzym wurde dazu mit 1,6 U'jin einem Puffer verdiinnt, der 10 mmot Iris-HCI

(pH 7,5), 5 mmol [* Dithiothreitol (DTT) und 0,5 g £ Rinderserumalbumin (BSA) enthielt. Jeweils

2,5 pl der Kettenabbruch-Mischungen wurden danach mit 3,5 pl des Markierungsansatzes versetzt, die
Reaktionen 5 Minuten bei 3T inkubiert und mit 4 pl Stopplésung beendet. Die Mischungen enthielten

8 umol L* des Didesoxynukleotids, 80 umof Ider Desoxynukleotide und 50 mmof INatriumchlo-

rid, die Stopplésung setzte sich zusammen aus 95 % (v/v) Formamid, 20 hEDITA (pH 8,0) und

0,5 g L [0,05 % (w/v)] Bromphenolblau (BPB) wie Xylen Cylanol FF (XC). Zur Auftrennung wurde

das Sequenziergel-Elektrophoresesystem 2 verwendet, das Gel hatte eine Lange von 38,5 cm und Dicke
von 0,4 mm. Die Glasplatten wurden anstelle von Dichlormethylsilan mit Gel Slick prapariert, das Gel
enthielt in 0,6fach konzentriertem TBE-Puffer 5 % (v/v) des Long Rangers (entsprechend 5 % [w/v] Po-
lyacrylamid) und 7 mol & (42 % [w/v]) Harnstoff, die Polymerisation wurde gestartet mit 0,5'g L
(0,05 % [w/v]) Ammoniumperoxidisulfat (APS) und 0,05 % (v/v) N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED). Der TBE-Puffer enthielt 89 mmolLTris-HCI (pH 8,3) und 2 mmol LEDTA (pH 8,0).

Ein Aliquot von 2,5 ul der Reaktionen wurde auf das Gel geladen, die Elektrophorese erfolgte mit einer
konstanten Leistung von 60 W, sie wurde beendet, sobald der Marker Bromphenolblau (BPB) das Gel
durchlaufen hatte. Das Gel wurde danach ohne Fixierung in einem Geltrocker’@euBter Vakuum
getrocknet, dem folgte die Autoradiographie fur 12-24 Stunden auf dem Film X-Omat AR ohne einen
Intensifying Screen bei Raumtemperatur. Dartber hinaus wurde die Sequenzierung durchgefihrt nach
den Vorschriften von Sambroek al. (1989).
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3.3.2 Southern-Analyse
3.3.2.1 Southern-Transfer

Pro Spur eines Southern Blots wurden ca. 2,5 ug genomische DNA verwendet, die fir 6-12 Stunden mit
20 U des Restriktionsenzyms in einem Volumen von 20 pl bei geeigneter Temperatur verdaut wurden.
Der Ansatz enthielt auRerdem 100 nig Rinderserumalbumin (BSA). Die DNA wurde anschlieRend

im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abschn. 3.3.1.3). Dabei wurde neben der 1 kb-DNA-
Leiter als Standard 0,5 ug DNA des Bakteriophagen Lambda eingesetzt, die mit dem Restriktionsenzym
Hindlll verdaut worden war. Zur Kontrolle der Hybridisierung wurde zudem eine geringe Menge des
DNA-Fragments aufgetragen, das als Probe vorgesehen war. Die Vorbereitung des Gels fur den kapilla-
ren Transfer auf die Membran Hybond dtihd der Transfer wurden durchgefiihrt nach der Anleitung

des Herstellers in der Version 2.0 von 1992. Die dabei eingesetztekdieoentsprachen denen von
Sambroolet al. (1989). Die DNA wurde 10 Minuten mit 0,25 mof IHCI im Gel depuriniert, 30 Mi-

nuten in einer Losung mit 0,5 mol*LNatriumhydroxid und 1,5 mol 't Natriumchlorid denaturiert

sowie 30 Minuten in einem Puffer neutralisiert, der aus 1 mortis-HCI (pH 8,0) und 1,5 mol L
Natriumchlorid bestand. Fir den Transfer wurde 10fach konzentrierter SSC-Puffer verwendet, der aus
15 mmol L* Natriumcitrat und 150 mmol L. Natriumchlorid zusammengesetzt war. Ein pH-Wert von

7,0 wurde mit 1 mol £ Natriumhydroxid eingestellt. Die Membran wurde nach dem Transfer mit Sfach
konzentriertem SSC-Puffer kurz gewaschen und auf saugfahigem Papier vollstandig getrocknet. Die
Fixierung der DNA auf der Membran erfolgte durch 0,06 F tiw-Licht mit einer Wellenlénge von

254 nm im Stratalinker UV-Crosslinker.

3.3.2.2 Southern-Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgte fur zumindest 12 Stunden bei®5n 20 ml einer dazu frisch angesetzten
Losung, die aus 5fach konzentriert&8PE-Puffer, 5 g (0,5 % [w/v]) SDS, 50 g £ (5 % [w/v])
Dextransulfat und 5 gt.(0,5 % [w/v]) Trockenmilchpulver bestand. Der SSPE-Puffer setzte sich aus
10 mmol ! Natriumphosphat (pH 7,4), 150 mmot Natriumchlorid und 1 mmol LEDTA (pH 8,0)
zusammen. Die Blots wurden eine Stunde in der Losung prahybridisiert und in frischer Lésung mit der
Sonde hybridisiert. AnschlieRend wurde jeweils 2-mal 10 Minuten bei Raumtemperatur und®ean 65

100 ml einer Lésung gewaschen, die aus 2faxizentriertenSSPE-Puffer und 1 g1(0,1 % [wiv])

SDS bestand. Bei einem hohen Hintergrundsignal wurde so oft wie notwendig fir 10 Minutefei 65

in 100 ml einer Lésung gewaschen, die 0,2fachzentrierterSSPE-Puffer und 1 g.(0,1 % [w/v])

SDS enthielt. Die Autoradiographie erfolgte in Abhangigkeit von der Signalstérke fir 5-72 Stunden bei
-80 °C, wozu der Medical X-Ray Film RX und ein Intensifying Screen verwendet wurden. Fur eine er-
neute Hybridisierung wurde die Sonde nach einem Protokoll aus der Anleitung des Herstellers von der
Membran abgewaschen. Die Blots wurden dabei 30 Minuten B& 450,4 mol [* Natriumhydroxid
inkubiert und 2-mal 15 Minuten bei Raumtemperatur in einer Lésung aus 0,2'nois-HCI (pH

7,5), 0,1fachem SSC-Puffer und 1 40,1 % [w/v]) SDS neutralisiert.

3.3.3 Northern-Analyse
3.3.3.1 Northern-Transfer

Fur einen Northern Blot wurden pro Spur 5 pg RNA verwendet. Die RNA wurde mit dem 3fachen
Volumen an Auftragsmischung versetzt, der Ansatz 10 Minuten & @tkubiert, eine Minute im Eis
abgekunhlt, mit Auftragspuffer (s. Abschn. 3.3.1.3) versetzt und auf das Gel geladen. Die Auftragsmi-
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schung bestand aus 100 ul an 10fkohzentriertem MOPS-Puffel,70 ul 37 % (v/v) Formaldieyd,

500 pl Formamid und 10 pl einer Lésung mit 10 gHEthidiumbromid. Das Gel enthielt 10 ¢ (1 %

[w/v]) Agarose und 2,2 mol £ Formaldehyd in MOPS-Puffer. Die Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3)
erfolgte ebenfalls in diesem Puffer, der aus 20 mrioB4(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)

(pH 7,0), 8 mmol [ Natriumacetat und 1 mmol'LEDTA (pH 8,0) bestand. Als Standard wurde eine
Menge von 7,5 pg der 0,24-9,5 kb-RNA-Leiter aufgetragen. Der kapillare Transfer auf die Membran
Hybond N wurde nach der Anleitung des Herstellers in der Version 2.01968 durchgefiihrt. Die

dabei eingesetzten Protokolle entsprachen denen von SanatrabK1989). Fur den Transfer wurde
10fach konzentrierter SSC-Puffer (s. Abschn. 3.3.2.1) verwendet. Zur Entfernung des Formaldehyds
wurde das Gel vor dem Transfer fur jeweils 20 Minuten 2-mal in Wasser und 1-mal im Transferpuffer
inkubiert. Nach dem Transfer wurde die Membran mit 5fach konzentriertem SSC-Puffer gewaschen und
vollstandig auf saugfahigem Papier getrocknet. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte dann
im Stratalinker UV-Crosslinker mit der Autocrosslink-Einstellung im UV-Licht bei einer Wellenlange
von 254 nm.

3.3.3.2 Northern-Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgte fur mindestens 12 Stunden bé&GbH 20 ml einer Losung, die aus 0,5 mol
L* Natriumphosphat-Puffer (pH 7,2), 70 ¢ (7 % [w/v]) SDS und 1 mmol LEDTA (pH 8,0) be-
stand. Danach wurde 2-mal 20 Minuten beP65in 100 ml einer Lésung gewaschen, die 40 mriol L
Natriumphosphat-Puffer (pH 7,2), 50 ¢ (5 % [w/v]) SDS und 1 mmol LEDTA (pH 8,0) enthielt.
Bei einem hohen Hintergrundsignal wurde so oft wie notwendig jeweils 10 Minuten #@ii63.00 ml
einer Losung gewaschen, die sich zusammensetzte aus 40 thidatdiumphosphat-Puffer (pH 7,2),
10 g L' (1 % [w/v]) SDS und 1 mmol LEDTA (pH 8,0). Die Autoradiographie wurde wie fiir die
Southern-Analyse beschrieben (s. Abschn. 3.3.2.2) durchgefihrt.

3.3.4  Klonierungsmethoden

3.3.4.1 Plasmid-Rescue

Das Plasmid-Rescue wurde mit Modifikationen durchgefiihrt nach Behringer und Medford (1992). Die
dafiir benotigte genomische DNA wurde nach Doyle und Doyle (1990) prapariert (s. Abschn. 3.1.3.1).
Die Pflanzen wurden dazu in Flussigkultur (s. Abschn. 3.1.1.2) angezogen. Ein Aliquot von 5 pg der
DNA wurde 2,5 Stunden in einem Volumen 00 pl verdaut mit 50 U des RestriktionsenzyosRlI

oder Sal. Die DNA wurde danach mit Phenol-Chloroform extrahiert (s. Abschn. 3.3.1.2), mit Ethanol
gefallt (s. Abschn. 3.3.1.2) und in 40 ul Wasser aufgenommen. Die Vollstandigkeit des Verdaus und
Ausbeute bis zu diesem Schritt wurden mit einem Aliquot von 2 ul in der Agarosegel-Elektrophorese (s.
Abschn. 3.3.1.3) Uberpruft. Die DNA wurde anschlieBend in einem Volumen von 1 ml fir mindestens
12 Stunden bei 14C mit 50 U (Weiss) der T4 DNA-Ligase religiert. Durch das grof3e Volumen wurde
dabei die Bildung von zirkuldrer DNA beglnstigt (Collins und Weissi284). Das Volumen des
Ansatzes wurde danach durch Extraktionen mit 2-Butanol auf weniger als 400 ul reduziert, die DNA
aufgearbeitet und Uberprift wie fir den Verdau mit den Restriktionsenzymen beschrieben und geldst in
40 ul Wasser. Ein Aliquot von 2 pl mit 1@%0 ng der DNA wurde dann durch Elektroporation in den
Stamm DH% von E. coli transformiert (s. Abschn. 3.2.2.3). Die Anséatze wurden zur Selektion auf die
zu isolierenden Plasmide in 4 Petrischalen mit einem Durchmesser von 9 cm auf einem LB-Agar mit
100 mg L* Ampicillin ausplattiert.
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3.3.4.2 Inverse PCR

Die inverse PCR wurde mit Maodifikationen nach Gaschl. (1992) durchgefihrt. Die dafir bendtigte
genomische DNA wurde nach Doyle und Doyle (1990) prapariert (s. Abschn. 3.1.3.1). Die Pflanzen
wurden dazu in Flussigkultur (s. Abschn. 3.1.1.2) angezogen. Ein Aliquot von 1 pg der DNA wurde mit
10 U des gewahlten Restriktionsenzyms in einem Volumenl®0nul bei geeigneter Temperatur flr

2,5 Stunden verdaut. Das Enzym wurde anschlie3end in 10 Minuten tgitizeinaktiviert, die ver-

daute DNA durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gereinigt (s. Abschn. 3.3.1.2), mit Ethanol gefallt
(s. Abschn. 3.3.1.2) und in 40 pl Wasser aufgenommen. Vollstandigkeit des Verdaus und Ausbeute bis
zu diesem Schritt wurden mit einem Aliquot von 2 ul in der Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn.
3.3.1.3) Uberprift. Die DNA wurde danach in einem Volumen 2@ ul fur mindestens 12 Stunden

bei 14°C mit 10 U (Weiss) der T4 DNA-Ligase religiert, aufgearbeitet und tberprift wie fir den Ver-
dau mit dem Restriktionsenzym beschrieben und schliellich in 50 pl Wasser resuspendiert. Durch das
grof3e Volumen des Ligationsansatzes wurde dabei die Zirkularisation der DNA begulnstigt (Collins und
Weissman 1984). In die inverse PCR (s. Abschn. 3.3.1.5) wurden dann Aliqodgu! mit 50100 ng

der DNA eingesetzt.

3.3.5 Bibliotheks-Analysen
3.3.5.1 Genomische Bibliothek

Die genomische Bibliothetbil lag vor im Wirtsstamm NM554on E. coli und wurde in Aliquots von

50 ul bei -80°C aufbewahrt. Von einem Aliquot wurde vor der Ausplattieren fur die Analyse der Titer
bestimmt. Zur Herstellung einer Verdinnungsreihe in LB-Medium wurde dieses Aliquot fir kurze Zeit
im Eis aufgetaut. Aliquots der Verdiinnungen wurden in 200 ul des gleichen Mediums suspendiert und
in Petrischalen mit einem Durchmesser von 9 cm wie flr das erste Screening beschrieben ausplattiert.
Die zuvor reamplifizierte Bibliothek hatte einen Titer von 5 X &fu/ul. Fiir die Analyse derselben
wurde ein neues Aliquot verwendet, von dem jeweilsx2 B’ cfu in Nunc Bio-Assay Kulturschalen

mit einer LAnge und Breite von 24,5 cm ausplattiert wurden. Das entsprechende Aliquot an Bakterien
wurde dazu in 1 ml LB-Medium suspendiert und durch Glasperlen mit einem Durchmesser von 5 mm
gleichmalig auf der Oberflache des Agars verteilt. Kolonien wurden wie Plaques des Bakteriophagen
Lambda (s. Abschn. 3.3.5.2) auf Membrane Ubertragen, die Hybridisierung mit Sonden erfolgte wie fur
die Southern-Analyse beschrieben (s. Abschn. 3.3.2.2). Pro Schale wurden 2 Membrane mit einer Lange
von 20 cm und Breite von 10 cm verwendet. Platten, die B& dufbewahrt worden waren, wurden

dazu auf Raumtemperatur erwarmt, die Kolonien nachher fir einige Stunden rekultiviert. Kolonien, die
mit der Sonde reagierten, wurden wie Plaques aus dem Agar isoliert. Die Agarstiicke wurden danach in
1 ml LB-Medium suspendiert, die Bakterien eine Stunde rekultiviert und durch Schitteln vom Agar
abgelost. Die Isolate wurden bis zum Abschluss der Analyse figiatifbewahrt. Isolate, die fir das
zweite und dritte Screening bestimmt waren, wurden titriert wie beschrieben. Jeweils 100-200 Kolonien
wurden danach in Petrischalen mit einem Durchmesser von 9 cm ausplattiert. Fir den Transfer wurden
Membrane mit einer Lange und Breite von 6,3 cm eingesetzt, des weiteren wurde verfahren wie fir das
erste Screening beschrieben.

3.3.5.2 cDNA-Bibliothek

Die Analyse der cDNA-Bibliothek wurde weitgehend nach den Vorschriften von Sandirabk1989)
durchgefuhrt. Das umfasste die Préparation des Wirtsstamme$fl2600on E. coli, die Titration
und Ausplattierung der Bibliothek, das erste Screening, die Isolation und Aufbewahrung von Plaques,
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die Amplifikation von Phagenklonen und die Praparation von DNA des Bakteriophagen Lambda. Das
zweite und dritte Screening erfolgten wie fir die genomische Bibliothek (s. Abschn. 3.3.5.1) beschrie-
ben, der Transfer von Plaques auf die Membran Hybdnad¢h der Anleitung des Herstellers in der
Version 2.0 vonl992. Die dabei eingesetzten Piaille entsprachen ebenfalls denjenigen von Sam-
brook et al. (1989). Die Membran wurde fir den Transfer eine Minute auf den Agar gelegt, die DNA
dann durch 7 Minuten Inkubation in einer Lésung denaturiert, die aus 0,5 M@ ttiumhydroxid und

1,5 mol L Natriumchlorid bestand. Dem folgte 2-mal die Neutralisation fur 3 Minuten in einem Puffer,
der 0.5 mol [* Tris-HCI (pH 7.2), 1.5 mol  Natriumchlorid und 1 mmol £t EDTA (pH 8,0) enthielt.

Wie fur die Southern-Analyse beschrieben (s. Abschn. 3.3.2.1 u. 2) wurde die Membran gewaschen und
getrocknet, die DNA auf dieser fixiert und mit Sonden hybridisiert. Plaques wurden aus dem Agar mit
einer 150 mm-Pasteurpipette und Saughilfe isoliert. Im ersten Screening wurde dazu die weite Offnung
der Pipette verwendet, nachdem die Spitze mit einem Glasschneider entfernt worden war, ansonsten die
schmale Offnung. Die Praparation von Phagen-DNA erfolgte nach der Standardvorschrift ohne eine
Reinigung im Casiumchlorid-Gradienten. Eine Kultur des Wirtsstammes in einem Volumen von 50 ml
wurde dazu mit 10pfu des zu praparierenden Phagenklones infiziert und aufgearbeitet nach Lyse der
Bakterien. Das LB-Medium enthielt dabei 10 mmdi Magnesiumchlorid und 2 g™.(0,2 % [w/V])

Maltose. Das Isolat des Phagenklones wurde zuvor in einer Agarkultur amplifiziert. Die auf diese Weise
isolierte Lambda-DNA wurde in 200 ul Wasser gelost, ein Aligoot2 ul auf Ausbeute und Reinheit

in der Agarosegel-Elektrophorese (s. Abschn. 3.3.1.3) Uberpruft.

3.4 Expression in E. coli

3.4.1 Induktion der Expression

Hinsichtlich einer Expression zu analysierende Klone wurden frisch in den dazu geeigneten Stamm von
E. coli transformiert (s. Abschn. 3.2.2.2 u. 3). Minikulturen mit einem Volumen von 5 ml wurden mit
einer Kolonie angeimpft und 12 Stunden kultiviert. Mit einem Aliquot der Minikultur wurde eine Kultur
mit einem Volumen von 20 ml angeimpft und von einer Absorption kleiner als 0,05 bei einer Wellen-
lange von600 nm in einigen Stunden bei 3¢ oder Raumtemperatur (2Q) bis zu einem Wert von
0,5-1,0 kultiviert. Ein Aliquot vory50 ul der Kultur wurde als Proloéne Induktion abgenommen. Die
Zellen wurden in 5 Minuten mit 16 000 g bet@ aus der Probe abzentrifugiert und bis zur Analyse der
Induktion (s. Abschn. 3.4.2) bei -2D eingefroren. Die Expression wurde mit 1 mmdl lsopropyl-
thiogalactosid (IPTG) induziert. Nach weiteren 3 Stunden Kultivierung b&C33der 15 Stunden bei
Raumtemperatur wurde ein Aliquot va®0 pl der Kultur als Probe mit Induktion abgenommen und
aufgearbeitet wie beschrieben. Die Ubrigen Zellen der induzierten Kultur mit einem Frischgewicht von
ca. 100 mg wurden in 10 Minuten mit 2500 g bé&C4abzentrifugiert und bis zur Analyse auf eine po-
tenzielle SMT-Aktivitat (s. Abschn. 3.4.4 u. 3.4.5) oder der subzellularen Lokalisation des induzierten
Proteins (s. Abschn. 3.4.3) bei -20 aufbewahrt.

3.4.2  Analyse der Induktion

3.4.2.1 SDS-PAGE

Die Analyse der Induktion (s. Abschn. 3.4.1) erfolgte mittels SDS-PAGE, die Zellpellets der Proben
wurden dazu in Auftragspuffer aufgenommen und die Ansatze 10 Minuten b&Cli@ubiert. Die
Berechnung des geeigneten Puffervolumens erfolgte nach folgender Formel: Absorption der Kultur bei
einer Wellenlange vo00 nm zum Zeitpunkt der ProbennahxnBaktor = Volumen an Auftragspuffer
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in Mikrolitern. Fur ein Probenvolumen vaib0 pl betrug der Faktor 285, fur andere Volumina wurde
entsprechend umgerechnet. Der 4fach konzentrierte Auftragspuffer setzte sich aus 0,3 rissHCI

(pH 6,8), 20 % (v/v) Glyzerin, 10 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, 40'd4.% [w/v]) SDS und 0,2 gt

(0,2 % [w/v]) Bromphenolblau (BPB) zusammen. Zur Elektrophorese wurde das Minigel System SE
260 Mighty Small Il Dual und ein Gel mit einer Langen 9 cm, Breite von 8 cm und einer Dicke von
0,75 mm verwendet. Das Trenngel entH€0 g L* (10 % [w/v]) Polyacrylamid (Acryl : Bis in einem
Verhéltnis von 37,5 : 1), das Sammelgel 50°g% % [w/v]). Aliquots der Proben von 10-15 ul wurden

auf das Gel geladen, vom Mid Range Protein Molecular Weight Marker ein Aliquot von 2 pl mit 1 pg
Protein. Der Standard bestand aus Proteinen im Bereich von 14,4 kDa bis 97,4 kDa. Die Elektrophorese
durch das Sammelgel erfolgte mit konstant 75 V, durch das Trenngel entsprechEsd YhitDarlber
hinaus wurde die SDS-PAGE nach der Vorschrift von Samlebak (1989) durchgefiihrt.

3.4.2.2 Proteinfarbung

Proteine wurden nach der SDS-PAGE (s. Abschn. 3.4.2.1) angefarbt mit einer Lésung aus 50 % (v/v)
Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure und 2 § 2 % [w/v]) Coomassie Brillant Blue (CBB) R50. Das

Gel wurde mit ca. 50 ml dieser Lésung bedeckt und das Ganze zur Farbung in der Mikrowelle 2-mal
kurz aufgekocht. Mit einem Volumen von ca. 50 ml an 7,5 % (v/v) Essigsdure wurde das Gel danach
wieder entfarbt. Der Ansatz wurde dazu erneut mehrmals kurz in der Mikrowelle aufgekocht. Die Gele
wurden zur Dokumentation in einem Rahmen zwischen Plastikfolien getrocknet, wozu ein System von
Promega verwendet wurde. Die Prozedur erfolgte nach der Anleitung des HerstellE99 /gmechni-

sches Bulletin Nr. 091). Diese ist unter der Adresse htipu/.promega.conim Internet zu finden. Die

Gele wurden dafir zuvor 10 Minuten in 5 % (v/v) Glycerin inkubiert.

3.4.3 Analyse der subzellularen Lokalisation

3.4.3.1 Extraktion der Proteine des Periplasmas

Aus den Zellen induzierter Kulturen (s. Abschn. 3.4.1) wurden eine Fraktionen des Periplasmas, eine
Fraktion der léslichen und eine der unlgslichen Proteine des Zytoplasmas prapariert, deren Analyse
durch eine SDS-PAGE (s. Abschn. 3.4.2) erfolgte. Die Periplasma-Fraktion wurde nach dem Protokoll
des pET System Manuals (Technisches Bulletin Nr. TBO6B)Novagen, Inc. (Madison, Wisconsin,

USA) in der 6. Auflage vo995 prapariert. Die aktuelle Version des Manuals ist im Internet unter der
Adresse_http://www.novagen.comi finden. Die auf einer Lyse durch osmotischen Shock beruhende
Prozedur wurde in &hnlicher Form auch durch McCoy und LaVallie (1994) beschrieben. Die Zellen
wurden aus der Kultur in 10 Minuten mit 2500 g béC4abzentrifugiert und in dem 0,4fachen Volu-

men eines Puffers resuspendiert, der aus 30 miadlris-HCI (pH 8,0), 1 mmol & EDTA (pH 8,0)

und 200 g [* Saccharose bestand. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen
abzentrifugiert wie zuvor, in demselben Volumen an eiskaltem 5 mimldgnesiumsulfat suspendiert

und erneut fiir 10 Minuten im Eis inkubiert. Der Uberstand nach einer Zentrifugation wie beschrieben
stellte die periplasmatische Fraktion dar.

3.4.3.2 Extraktion der l6slichen und unléslichen Proteine des Zytoplasmas
durch Aufschluss in der FRENCH-Druckzelle

Das Zellpellet nach Herstellung der periplasmatischen Fraktion (s. Abschn. 3.4.3.1) wurde in 10 mi
eines eiskalten Puffers aufgenommen, der 50 mmdlris-HCI (pH 7,5), 1 mmol £ Phenylmethylsul-
fonylfluorid (PMSF) und 1 mmol £ EDTA (pH 8,0) enthielt. Danach wurden Zellen b&iGimit der
FRENCH-Laborpresse FA-078 in der FRENCH-Druckzelle FA-303 aufgeschlossen. Dabei wurde ein
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hydraulischer Druck vori000 Pounds pro Square Inch (psi) angewendigbsliche Anteile wurden

dann in 10 Minuten mit 10 000 g bei*@ abzentrifugiert. Der Uberstand stellte die Fraktion der 16sli-
chen Proteine dar. Das Pellet mit den unldslichen Proteinen wurde in 4 ml des Auftragspuffers fur die
SDS-PAGE (s. Abschn. 3.4.2.1) resuspendiert. Vor der Analyse durch SDS-PAGE (s. Abschn. 3.4.3.3)
wurde dieser Ansatz 10 Minuten bei 1 inkubiert.

3.4.3.3 SDS-PAGE der Proteinfraktionen

Von den Fraktionen (s. Abschn. 3.4.3.1 u. 3.4.3.2) wurden hinsichtlich der Proteinmenge aquivalente
Aliquots als Proben abgenommen. Diese wurden mit dem 4fach konzentriertem Auftragspuffer fir die
SDS-PAGE (s. Abschn. 3.4.2.1) und Wasser auf das Volumen der Probe von der induzierten Kultur (s.
Abschn. 3.4.1) aufgefiillt. Die SDS-PAGE wurde weiterhin durchgefihrt wie beschrieben im Abschn.
3.4.2.

344 Extraktion und Konzentration der I6slichen Proteine

3.4.4.1 Extraktion der l6slichen Proteine durch Aufschluss mit Ultraschall

Das losliche Protein aus den Zellen induzierter Kulturen (s. Abschn. 3.4.1) wurde zur Analyse auf eine
SMT-Aktivitat durch Ultraschall freigesetzt. Die Zellen einer Kultur wurden resuspendiert in 1 ml an
eiskaltem 0,1 mol £ Kaliumphosphat-Puffer (pH 6,0), der Ansatz mit 1 lysozym versetzt und

30 Minuten im Eis inkubiert. Das Lysozym wurde dazu mit 50" gnLeinem Puffer geldst, der sich zu-
sammensetzte aus 50 mmd! Tris-HCI (pH 7,5), 150 mmol £ Natriumchlorid und 1 mmol LEDTA

(pH 8,0). Die Zellen wurden danach 6-mal fur 10 Sekunden mit 20 % maximaler Leistung im Sonoplus
Ultraschall-Homogenisator HD 2070 mit der Mikrospitze MS 73 beschallt. Intervalle waneglei-

cher Dauer. Der Aufschluss erfolgte in einem 10 ml-Probengefa aus Plastik, das auf die halbe Lange
abgeschnitten und in einem Stativ fest eingespannt worden war. Wahrend der gesamten Prozedur wurde
der Ansatz im Eis gekihlt. Nicht l6sliche Anteile wurden anschlieend in einer Stunde mit 16 000 g bei
4 °C abzentrifugiert.

3.4.4.2 Konzentration der Proteinextrakte durch Ultrafiltration

Durch eine Ultrafiltration wurden Aliquots vds00 pl der Proteinextrakte (s. Abschn. 3.4.4.1) weiter
angereichert. Dazu wurden Konzentratoren des Typs Microcon YM-10 nach der Anleitung des Herstel-
lers von1998 verwendet. Die aktuelle Version der Anleitung ist im Internet unter der Adresse http://
www.millipore.comzu finden. Durch eine Zentrifugation fir eine Stunde mit 16 000 g t@iwurden

die Extrakte auf ein Volumen von 50 pul reduziert. Die Konzentratoren wurden dazu auf ein 1,5 ml-Re-
aktionsgefal3 gesetzt. Die angereicherten Extrakte wurden durch eine Zentrifugation fir 5 Minuten mit
1000 g bei £C in umgekehrter Position aus den Konzentratoren zuriickgewonnen.

3.4.4.3 Bestimmung des Proteingehaltes der Extrakte

Der Proteingehalt der Proteinextrakte (s. Abschn. 3.4.4.1 u. 2) wurde nach Bradford (1976) bestimmt.
Aliquots von 5-25 pl der Extrakte mit 5-15 pg Protein wurden mit 1 ml des Bradford-Reagenz versetzt.
Dieses bestand aus 65 mg (0,0065 % [w/v]) Coomassie Bant Blue (CBB) G250, 5 % (v/v) Me-

thanol und 8,5 % (w/v) Phosphorséaure. Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von
595 nm gegen einen Nullwert, der anstatt der Probe das gleiche Volumen an Probenpuffer enthielt. Die
Ansatze wurden zuvor 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine Eichkurve wurde aufgenommen
mit Rinderserumalbumin (BSA). Einer Absorption von 1 im UV/Vis-Spektrophotometef4ilent-
sprachen 25 mgtProtein.
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3.4.5 Analyse der SMT-Aktivitat

3.4.5.1 SMT-Enzymtest

Enzymtests zur Bestimmung der SMT-Aktivitat erfolgten nach Loreazeth (1996). Der Testansatz
setzte sich zusammen aus 25 pl 2 mmbl1KO-SinapoylR-D-glucose in Wasser, 15 pl 0,1 mof L
Kaliumphosphat-Puffer (pH 6,0), 5 pl 1 mof IL-Malat in Kaliumphosphat-Puffer und 5 pl des Pro-
teinextrakts (s. Abschn. 3.4.4.1 u. 3.4.4.2). Die Enzymtests wurden 12 Stunderi®anldibiert, mit

50 ul Methanol abgestoppt und bei “ZD aufbewahrt. Vor der Analyse wurden die Anséatze 5 Minuten
mit 16 000 g bei £C zentrifugiert. Aliquots von 10 pl wurden mittels DC (s. Abschn. 3.4.5.2) analy-
siert, Aliquots von 20 pl mittels HPLC (s. Abschn. 3.4.5.3). Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit
einem Extrakt aus Blattern des Wildtyps varabidopsismitgefuhrt (s. Abschn. 3.1.3.3).

3.4.5.2 Diunnschichtchromatographie

Die DC-Analyse wurde nach Lorenzenal. (1996) durchgefuhrt. Als stationdre Phase wurden Platten
aus K6-Kieselgel (Teilchendurchmesser: 60 Angstrom) verwendet. Die mobile Phase bestand aus n-Bu-
tanol : Wasser : Ethanol in einem Verhaltnis von 4 : 1 : 1 (v/v/v). Die Auftrennung erfolgte Uber eine
Laufstrecke von 10 cm, Proben wurden mit einer Glaskapillare aufgetragen. Sinapinsaureester wurden
mit einem zur Dokumentation von DNA in Agarosegelen gebrauchlichen UV-Transilluminator ohne den
dabei normalerweise verwendeten roten Interferenzfilter bei einer Wellenlangd amm detektiert.

Als Standards kamen Extrakte aus Blattern des Wildtyps und der Msteyitelvon Arabidopsiszum

Einsatz (s. Abschn. 3.1.3.3).

3.4.5.3 Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie

Die HPLC-Analyse erfolgte in einem System von Waters mit einer Nucleosil 120-5 Reversed Phase-
C.gTrennsaule (Lange: 25 cm, Durchmesser: 4 mm). Der Teilchendurchmesser des Trennmaterials be-
trug 5 um. Das Elutionsmittel A bestand aus 1,5 % (v/v) Phosphorsaure in Wasser, das Elutionsmittel
B war reines Methanol. Zur Trennung wurde ein linearer Gradient mit 40 Minuten von O bis 30 % (v/v)

B in A und 10 Minuten von 30 bis 90 % (v/v) B in A verwendet. Die Flussrate betrug 1 ml pro Minute.
Die Sinapinsaureester wurden bei einer Wellenlange3@nnm detektiert. Als Standards wurden die
authentischen Ester @-Sinapoyl-D-glucose und 23-Sinapoyl-L-malat verwendet, die nach Chapple

et al. (1992) und Lorenzeet al. (1996) auArabidopsisisoliert worden waren.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuche zur Klonierung des SMT-Gens aus Brassica rapa

In einem ersten Ansatz wurde versucht, mit Hilfe der PCR ein Fragme@MIESens aus

einer cDNA-Bibliothek zu klonieren, die aus Keimlingen vBnrapaim Vektor A ZAP Ex-

press hergestellt worden war (s. Abschn. 1.2.1). Von dem bekannten N-terminalen Peptid der
SMT ausB. rapa(s. Abschn. 8.2) wurden dazu die Primer P1 und P2 abgeleitet (s. Abb. 3).
Als entgegengerichteter, zweiter Primer wurde zuerst T7 verwendet, dessen Bindungsstelle
sich im Lambda-Vektor befindet. In einer Reihe von Experimenten konnte aus einem Aliquot
der Bibliothek von 5 ul bei einer Temperatur im Bereich von 38GHir die Hybridisierung

der Primer und mit einer Elongationszeit von einer bis drei Minuten kein Fragment amplifiziert
werden. In einem zweiten Ansatz wurde die PCR mit der cDONABauapaals Matrize ver-

sucht. Dazu wurde der Primer P3 synthetisiert (s. Abb. 3), der am Poly(A)-Ende der cDNAs
hybridisiert und anstelle von T7 eingesetzt wurde. Unter den gleichen Bedingungen wie zuvor
wurde aus einem Aliquot der cDNA von 50 ng ebenfalls kein Fragment erhalten. Mit dem
Primer P3 wurde in einem dritten Ansatz versucht, ein Fragment aus der cDNA-Bibliothek
selbst zu amplifizieren. Bei einer Temperatur vorf@Qur die Primer-Hybridisierung wurden

mit den Primern P1 und P2 in diesem Fall reproduzierbar ein 1,3 kb- und ein 0,8 kb-Fragment
erzeugt.

Die mit den Primern P1 und P3 gewonnenen Fragmente wurden nach Elektrophorese aus
dem Agarosegel extrahiert, radioaktiv markiert und mit einem Aliquot von 0,3 pg der cDNA
ausBrassica rapahybridisiert, das nach Agarosegel-Elektrophorese auf eine Membran Uber-
tragen worden war. Beide Sonden reagierten im Blot mit cDNA-Fragmenten ahnlicher Grolie.
Die Fragmente wurden mit dem Original TA Cloning Kit in den Vektor pCRII ligiert, die Pro-
dukte der Ligation danach durch Hitzeschock in den StammoDids E. coli transformiert.

Aus einer Reihe von Kolonien wurde anschlieRend in Minipraparationen Plasmid-DNA isoliert.

A
SMT-Peptid : GSIVKFLPGFEGPLPFE
P1: GG TA TTI GN AARTTYYTI Ca GG TTYGARGG CA YTI CC
P2: GG AGYTTI GN AARTTYYTI Ca GG TTYGARGG CA YTI CC
B P1
P3
Lambda-Vektor P2—>
| 5 P AAA e
| 3 <
EcoRl SMT-cDNA Xhol T7

Abb. 3. Klonierung dessMT-Gens mit Hilfe der PCR aus einer cDNA-Bibliothek \Brassica rapa—

A bekanntes N-terminales Peptid der SMT Busapaund davon abgeleitete Primer P1 und P2, I: Base
Inosin; B PCR mit den Primern P1 oder P2 in Kombination mit T7 oder P3 zur AmplifikaticB\di&r
cDNA aus dem Vektoh ZAP ExpressEcadrl und Xhd: Schnittstellen der Restriktionsenzyme, mit
denen die cDNA in den Bakteriophage Lambda-Vektor kloniert wurde.
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Klone des Vektors, die das PCR-Fragment enthielten, wurden nach Verdau mit dem Restrikti-
onsenzymEcaRl in der Agarosegel-Elektrophorese identifiziert. Jeweils ein Klon der beiden
Fragmente wurde mit den Primern T7 und M13 Reverse in beiden Richtungen manuell anse-
quenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden durch den BLASTX-Algorithmus (Aksctiul

1990, 1997) mit GenBank verglichen. Das 1,3 kb-Fragment wies signifikante Ahnlichkeit zu
Phosphat-/Triosephosphat-Translokatoren aus verschiedenen Pflanzen auf, entsprechend das
0,8 kb-Fragment zu einer Reihe von Fettsdure-Desaturasen.

4.2 Isolation von genomischer DNA aus dem  SNGI1-Gen von
Arabidopsis

4.2.1 Plasmid-Rescue aus der Mutante sngl1-4

Zur Klonierung von genomischer DNA, die von einer Seite der T-DN/ASMG1Gen der
Mutante sng1-4von Arabidopsisstammte, wurde zuerst die Methode des Plasmid-Rescues
eingesetzt (Behringer und Medford 1992; Feldmann 1992; Feldmann und Dilkes 1998). Geno-
mische DNA der Mutante wurde dazu mit dem RestriktionserizgaR| fur die rechte und

Sal fur die linke Seite verdaut, durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gereinigt, durch Fall-
ung mit Ethanol konzentriert und mittels T4 DNA-Ligase in einem Volumen religiert, das eine
Zirkularisierung der DNA-Fragmente begunstigt. Aliquots der Praparationen wurden nach der
erneuten Reinigung und Konzentration durch Elektroporation in den Stamon @%=. coli
transformiert. Die Isolation von zirkularisierter DNA wird in diesem Fall dadurch erméglicht,
dass zwei Abschnitte der T-DNA aus dem Plasmid pBR322 bestehen. Dieses ist in der Folge
auch in den Fragmenten enthalten, die mit den eingesetzten Enzymen aus den beiden Seiten der
T-DNA und der jeweils benachbarten genomischen DNA freigesetzt werden (s. Abb. 4). Bei
den zirkularisierten Fragmenten handelt es sich damit um Plasmide, die einen Ursprungspunkt
der DNA-Replikation und mit deifdLactamase-Gen eine Resistenz gegen Ampicillin besitzen,
die gemeinsam eine Amplifikation . coli ermdglichen.

Zur ldentifikation von solchen Plasmiden wurden die Kolonien mit Fragmenten der Seiten
als Sonden gescreent. Ein 2,1 kb-Fragment der rechten Seite der T-DNA wurde durch einen
Verdau mit den EnzymeHindlll und Sadl aus dem Plasmid pCC1 prapariert, entsprechend
ein 2,9 kb-Fragment der linken Seite durch Verdau mit dem EreaygRl aus dem Plasmid
pL3 (s. Abb. 4). Das Plasmid pCC1 war durch ein Plasmid-Rescue von der rechten Seite der
T-DNA aus einefahl-Mutantevon Arabidopsisisoliert worden (Meyeet al. 1996), das Plas-

mid pL3 entsprechend von der linken Seite aus em@sport inhibitor response-Mutante
(Rueggeret al. 1998). Die Fragmente wurden nach der Elektrophorese aus dem Agarosegel
extrahiert, radioaktiv markiert und mit den Kolonien nach dem Transfer auf eine Membran hy-
bridisiert. Fur beide Seiten wurden in keinem der Rescues Kolonien erhalten, die mit der Sonde
reagierten. Aus einer Reihe von Kolonien wurde dartber hinaus in Minipraparationen Plasmid-
DNA isoliert, die mit dem EnzyniEcaRl fur die rechte undsal fur die linke Seite verdaut



ERGEBNISSE 36

A T-DNA
LS | pRi | RS
P | L »
) Le Re .
P P —1kb
C
B x _§ PrBo b o HoSBe x
1 <I_| T T 1 I T LI
P4 —100 bp 1kb

Abb. 4. Karte der T-DNA des Ti-Plasmids pGV3850:pAK1083A Gesamte T-DNA, LS: linke Seite,

RS: rechte Seite, pLe: Plasmid im Rescue von LS mit Sa, pRe: Plasmid im Rescue von LR mit E, pRi:
sog. internes Plasmid im Rescue von RS, BR ungefahr zwischen E und Sa; X: flankierende geno-
mische DNA;B Abschnitt von LS, P4 und P5: Primer fur inverse PCRAbschnitt von RS; Schnitt-
stellen der Restriktionsenzyme, EcoRl, Sa:Sal, H: Hindlll, S: Sadl, Hc: Hincll, Br: BsiBI, Bc:

Bcll und N:Nrul, alle in der T-DNA vorhandenen fur E und Sa, ausgewahlte Stellen fir die anderen.

wurde. Die linearisierten Plasmide wiesen in der Agarosegel-Elektrophorese Gré3en von 2 kb

oder 3 kb auf. Das entspricht nicht den Grél3en, die in diesem Fall einerseits flr Plasmide von

den beiden Seiten der T-DNA und andererseits flr sog. interne Plasmide aus dem Inneren der
T-DNA zu erwarten sind (s. Abb. 4; Behringer und Medford 1992).

4.2.2  Southern-Analyse der T-DNA-Insertion in der Mutante sngl-4

In einem zweiten Ansatz zur Isolation von genomischer DNA aus3i@itGenwurde die
Methode der inversen PCR angewendet (Ochretuaih 1990; Gasclet al. 1992; Lindsay und
Topping 1996; Topping und Lindsay 1997). Um solche Fragmente zu finden, die dafur geeig-
net waren, d.h. von einer der T-DNA-Seiten stammten und flankierende genomische DNA
enthielten, war eine Southern-Analyse der T-DNA-Insertion in der Mutarg#-4von Ara-

bidopsis erforderlich. Genomische DNA der Mutante wurde dazu fur jede Seite mit einer
Reihe von Restriktionsenzymen (s. Abb. 5 u. 6) verdaut und auf eine Membran tbertragen. Die
Auswahl der Enzyme erfolgte unter Beachtung eine Reihe von Kriterien. Es musste fur das je-
weilige Enzym in zumindest einer der T-DNA-Seiten eine Schnittstelle vorhanden sein. Um
eine moglichst geringe Anzahl von Fragmenten aus der T-DNA freizusetzen, die mit den Son-
den reagieren konnten, waren singulare Schnittstellen am besten geeignet. Eine Schnittstelle
sollte weiterhin einen Abstand von mehr als ca. 0,5 kb zum jeweiligen Seitenende haben, ande-
rerseits aber auch nicht mehr als ca. 3 kb Distanz dazu besitzen. Ansonsten wiirde entweder
der Bereich fur die Auswahl der Primer zu klein sein oder eventuell insgesamt ein zu grof3es
Fragment entstehen (s.u.). Das linke Seitenende wird zudem haufig nicht vollstandig in das Ge-
nom integriert, so dass darin gelegene Schnittstellen in der T-DNA eventuell nicht vorhanden
sind. Informationen zur Sequenz der T-DNA, die der Auswahl von Enzymen zugrunde lag,
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sind z.B. in Feldmann (1992) zu finden. Es wurden daruber hinaus solche Enzyme bevorzugt
eingesetzt, fur die in der genomischen DNA Vamabidopsisviele Schnittstellen vorhanden

sind und die keine glatten, sondern Uberhédngende Enden erzeugen. Diese kbnnen in einer
inversen PCR effizienter ligiert werden.

Fir jede Seite der T-DNA wurde ein Southern Blot mit den ausgewahlten Enzymen
angefertigt (s. Abb. 5 u. 6). Daruber hinaus wurden Verdaus mit den EnBgaehund Sal
mitgefuhrt, die fur das Plasmid-Rescue verwendet wurden (s. Abschn. 4.2.1). Um eine grol3e
Aufldsung zu erzielen, wurde zur Auftrennung der Fragmente genomischer DNA eine Kammer
mit grof3er Laufstrecke (14 cm) verwendet. Zur Analyse der T-DNA-Insertion wurden die
Blots nacheinander mit verschiedenen Fragmenten der T-DNA als Sonden hybridisiert. Es
wurden dabei die gleichen Fragmente der gesamten T-DNA-Seiten verwendet wie fir das Plas-
mid-Rescue (s. Abschn. 4.2.1), weiterhin das sog. interne Plasmid pRi (Behringer und Medford
1992), das den Abschnitt der T-DNA reprasentiert, der nicht zu diesen Seiten gehort (s. Abb.
4). Dieses Plasmid wurde fur eine effektive radioaktive Markierung zusétzlich durch Verdau
mit dem EnzynEcadRl linearisiert. Aul3erdem wurden Sonden eingesetzt, die nach Méglichkeit
nur mit den Fragmenten reagieren sollten, die von den Seiten der T-DNA stammten und flan-
kierende genomische DNA enthielten, nicht aber mit Fragmenten aus der T-DNA. Bei diesen
Sonden handelte es sich um die aul3ersten Abschnitte der T-DNA-Seiten. Ein 0,6 kb-Fragment
der rechten Seite wurde aus dem Plasmid pCC1 durch Verdau mit den Ehayciérund
Bcll freigesetzt, ein 0,6 kb-Fragment der linken Seite aus dem Plasmid pCS610 durch Verdau
mit den EnzymerBsiBl und EcaRl (s. Abb. 4). Fir den Verdau mit dem Enzfull, das
hinsichtlich einedamMethylierung IinE. coli empfindlich ist, wurde das Plasmid pCC1 durch
Elektroporation in derkE. colrStamm DM1 transformiert. Die genannten Sondenfragmente
wurden nach Verdau und Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert, radioaktiv markiert
und mit den Blots hybridisiert.

Fur beide Seiten der T-DNA wurde ein Spektrum von Fragmenten unterschiedlicher Grole
und Signalstarke erhalten. Als Beispiele seien die Southern Blots fur die linke und rechte Seite
der T-DNA gezeigt (s. Abb. 5 und 6), die mit den Fragmenten der ganzen T-DNA-Seiten ana-
lysiert wurden. Im Verdau mit dem Enzy&al wurde dabei auf der linken Seite (s. Abb. 5,
Verdau Nr. 1) ein Fragment mit einer Grél3e von 25 kb identifiziert, auf der rechten Seite mit
dem EnzymEcdRI zwei Fragmente mit Gré3en von 11 kb und 25 kb (s. Abb. 6, Verdau Nr.

1). Dabei handelte es sich um die durch das Plasmid-Rescue zu isolierenden Fragmente der
vorliegenden T-DNA-Insertion (s. Abschn. 4.2.1). In den einzelnen Verdaus wurden danach
geeignete Fragmente fur die inverse PCR ausgesucht, wobei erneut verschiedene Kriterien
beachtet wurden. Das gewdahlte Fragment durfte nicht mit den Sonden von der anderen Seite
reagieren. Ein solches Verhalten wurde als Hinweis darauf gewertet, dass das Fragment aus
einem Bereich stammte, in dem zwei T-DNAs sehr dicht beieinander liegen. Ein derartiges
Fragment enthielt wahrscheinlich wenig oder keine flankierende genomische DNA. Aus diesem
Grund durfte das Fragment auch nicht mit dem internen Plasmid hybridisieren. Diese Reaktion
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Abb. 5. Southern Blot von defArabidopsisMutantesngl-4hybridisiert mit dem Fragment der linken
Seite der T-DNA.— Restriktionsenzyme, 1Sal, 2: Hindlll, 3: Clal, 4: Bcll, 5: Scd, 6: Hincll, 7:
EcaRV, 8:Dral, 9: Pst und 10:Nsil; Pfeil: 0,8 kb-Fragment fiir die inverse PCR (s. Abschn. 4.2.3).

hatte hingewiesen auf Prozesse wie eine Rekombination oder die unvollstandige Insertion von
T-DNAs, die zu veranderten und nicht vorhersehbaren T-DNA-Strukturen fihren (s. Abschn.
5.1). Das gesamte Fragment sollte eine Grol3e von ca. 10 kb, der zu amplifizierende Abschnitt
genomischer DNA eine solche von ca. 3 kb nicht Uberschreiten. Dadurch wirde vermutlich die
Effizienz der Zirkularisierung des Fragments oder diejenige der Amplifikation des genomischen
Teils mittels inverser PCR erheblich reduziert. Um eine geeignete Sonde BiN@d<sen zu
erhalten, sollte der zu amplifizierende Abschnitt dagegen eine Grél3e von mindestens ca. 0,5 kb
aufweisen. Es wurden weiterhin Fragmente nicht bericksichtigt, die in ihrer Gré3e den Teilen
der T-DNA entsprachen, die durch den jeweiligen Verdau hatten freigesetzt werden mussen.
Dazu gehdrten auch solche Fragmente, die entstehen wirden, wenn die Insertion aus mehreren
T-DNAs in konkatemerer Anordung bestand (s. Abschn. 5.1). Dabei wurde die Aneinander-
lagerung von gleichen und verschiedenen Seiten der T-DNAs bertcksichtigt. Die Grof3en der
Fragmente und Abschnitte wurden anhand der bekannten Sequenz des T-DNA-Vektors (s.0.)
abgeschatzt.

Bei der Interpretation der Blots musste aber bertcksichtigt werden, dass ein Abschnitt von
1,5 kb aus der linken Seite der T-DNA nicht sequenziert worden war. Darin befanden sich
eventuell weitere Schnittstellen der eingesetzten Enzyme, so dass in den Verdaus noch andere
Fragmente als erwartet auftreten konnten. Soweit die Southern-Analyse einen Einblick in die
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Abb. 6. Southern Blot von defrabidopsisMutantesngl-4hybridisiert mit dem Fragment der rechten
Seite der T-DNA~ Restriktionsenzyme, EcadRl, 2: Hindlll, 3: Cspi5l, 4:Clal, 5: SpH, 6: Stu, 7:
Hincll, 8: BanHl, 9: Ncd und 10:Sadl.

Struktur der T-DNA-Insertion gewahren konnte, sollten bevorzugt Fragmente von der Seite
fur die inverse PCR ausgewahlt werden, deren Analyse sich insgesamt als schltissiger und
einfacher erwies. Bei der Interpretation der Blots musste zudem in Rechnung gestellt werden,
dass ein Signal mehr als ein Fragment reprasentieren konnte und dass kleinere Fragmente
unter Umstanden kein erkennbares Signal ergeben wirden. In dem vorliegenden Fall erwies
sich die linke Seite der T-DNA-Insertion als weniger komplex, so dass auf dieser Seite fur die
inverse PCR Fragmente in den Verdaus der RestriktionserizgaheScd, Pst und Bcll aus-

gewahlt wurden, welche die genannten Kriterien weitgehend erfullten. Es handelte sich dabei
um die Fragmente mit einer Gré3e von 1,6 Rba(), 1,8 kb und 4,8 kbScd), 4,8 kb Pst)

und 0,85 kb Bcll) (s. Abb. 5).

4.2.3 Inverse PCR mit der Mutante sngl-4

Fir die inverse PCR wurde genomische DNA der Mutantg-4von Arabidopsismit den in

der Southern-Analyse ausgewahlten vier Restriktionsenzymen verdaut. Die DNA wurde durch
Extraktion mit Phenol-Chloroform gereinigt, durch Fallung mit Ethanol konzentriert und mit-
tels T4 DNA-Ligase in einem Volumen religiert, das die Zirkularisierung begunstigt. Die DNA
wurde danach erneut wie beschrieben gereinigt und konzentriert. Aliquots der Préparationen
wurden in eine inverse PCR mit einer Elongationszeit von einer sowie funf Minuten eingesetzt.
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Abb. 7. Analyse des 0,8 kb-Fragments aus der inversen PCR mit der Msigriteévon Arabidopsis

nach Verdau der DNA mit dem RestriktionsenZgali. — A Agarosegel-Elektrophores®; Struktur des

0,8 kb-Fragments nach Sequenzanalyse; L: Linke Seite der T-DNA; Pfeile: Primer P4, P5, P6 und P7,;
Schnittstellen der Enzyme, Bcll und E:EcoRl.

Von der linken Seite der T-DNA wurden dazu die Sequenzen der Primer P4 und P5 abgeleitet
(s. Abb. 4 u. 7). Zur Kontrolle wurde mit den Primern zuerst eine PCR durchgefihrt, in der als
Matrize das Plasmid pCS610 vorgelegt worden war. Das Plasmid enthalt im Vektor pSP64 ein
1,1 kb-Fragment aus der linken Seite der T-DNA. Es handelt sich um den Abschnitt zwischen
den Schnittstellen der EnzynkgcoRI und Nrul (s. Abb. 4), in dem sich auch die Bindungs-
stellen der Primer P4 und P5 befinden. In der PCR wurde aus diesem Plasmid wie erwartet ein
4 kb-Fragment amplifiziert, was die Funktionsfahigkeit der Primer zeigte. In den mit den Pré&-
parationen danach durchgefuihrten inversen PCRs wurden fur die Eagymad Scd keine
Fragment erhalten, fir das Enzybnal dagegen zwei Fragmente, die aber kleiner waren als
nach der Southern-Analyse erwartet. Fir das E2glihwurde dagegen reproduzierbar ein

0,75 kb-Fragment erhalten (s. Abb. 7), dessen Grol3e dem 0,85 kb-Fragment im Blot entsprach
(s. Abschn. 4.2.2 u. Abb. 5).

Das Fragment wurde nach Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert und mittels T4
DNA-Ligase in den Vektor pT7blue(R) ligiert. Der Vektor war zu diesem Zweck mit tiberhan-
genden 3-Enden aus Desoxythymidin versehen worden. Die Produkte der Ligation wurden
mittels Hitzeschock in den Stamm Dé#tiyon E. coli transformiert. Aus einer Reihe von Kolo-
nien wurde anschlieRend in Minipraparationen Plasmid-DNA isoliert. Klone des Vektors, die
das 0,75 kb-Fragment aus der inversen PCR enthielten, wurden nach dem Verdau mit den
EnzymenHindlll und Sma in der Agarosegel-Elektrophorese identifiziert. Diese Enzyme sind
im Polylinker des Vektors pT7Blue(R) vorhanden. Die Orientierung der Fragmente wurde
durch einen Verdau mit dem EnzyiEecoRI Gberprift, fir das im Polylinker und in der linken
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Abb. 8. Southern Blotmit dem Wildtyp (W), Okotyp Wassilewskija, und der Mutasig1-4(M) von
Arabidopsishybridisiert mit dem 0,4 kb-Fragment genomischer DNA aus der inversen PCR.

Seite der T-DNA jeweils eine Schnittstelle vorhanden ist (s. Abb. 7). Zwei Klone, die das Frag-
ment aus der inversen PCR in der entgegengesetzten Orientierung enthielten, wurden mit dem
Primer T7 automatisch sequenziert. Die Analyse mit der Lasergene Biocomputing Software
zeigte, dass es die Struktur eines Fragments besal3, das in einer inversen PCR mit den Primern
P4 und P5 erzeugt worden war und das von der linken Seite der T-DNA stammte. Es enthielt
einen zentralen Abschnitt mit einer Grof3e von 402 bp, der kein Teil der T-DNA ist. Das zeigte
ein Vergleich mit der T-DNA-Sequenz mit Hilfe der Biocomputing Software. Der Abschnitt
wies 1997 in einem Vergleich mit GenBank, der mit dem BLASTN-Algorithmus durchgefuhrt
wurde (Altschulet al. 1990, 1997), keine signifikante Ahnlichkeit zu in dieser deponierten Se-
quenzen auf. Ein Teil dieses Abschnitts mit einer Gré3e von 0,36 kb wurde mit den Primern P6
und P7 amplifiziert (s. Abb. 7). Das erzeugte PCR-Fragment wurde nach der Elektrophorese
aus dem Agarosegel extrahiert, radioaktiv markiert und mit genomischer DNA des Wildtyps
(Okotyp Wassilewskija) und der Mutansmgl-4von Arabidopsishybridisiert, die auf eine
Membran transferiert worden waren. Die Sonde ergab im Southern Blot in den Verdaus von
mehreren Restriktionsenzymen einen RFLP (s. Abb. 8).

4.3 Isolation eines genomischen Klons des  SNGI-Gens von
Arabidopsis

4.3.1 Analyse der abil-Bibliothek

Zur ldentifikation eines genomischen Klons d&NG1Gens wurde diabil-Bibliothek von
Arabidopsis(Meyer 1994; Meyeet al. 1994) analysiert. Diese war hergestellt worden aus
dem Okotyp Landsbergrectaim Vektor pBIC20, zur Klonierung wurde die Schnittstelle des
Restriktionsenzymslindlll verwendet. Als Sonde wurde das 0,36 kb-Fragment genomischer
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DNA aus der inversen PCR eingesetzt. Im ersten Screening der Bibliothek wurdén dfu

nach Membrantransfer mit der Sonde hybridisiert. Es wurden 30 Kolonien erhalten, die mit der
Sonde reagierten, von denen zwei ein starkes Signal erzeugten. Diese und eine Auswahl von 13
anderen Kolonien, die ein Spektrum schwacherer Signale erzeugten, wurden in einem zweiten
Screening erneut mit der Sonde hybridisiert. Von den 13 Kolonien reagierten funf nicht mehr
mit der Sonde.

Von positiven Klonen und einzelnen Kolonien anderer Klone wurde in Minipraparationen
Cosmid-DNA isoliert. Die Cosmide wurden mit dem Enziimdlll verdaut, die erzeugten
Fragmente im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Im Verdau der zwei Cosmide mit
starkem Signal wurde in gleicher Weise ein 3,8 kb-Fragment genomischer DNA freigesetzt,
darUber hinaus ergab sich ein Spektrum von Fragmenten unterschiedlicher Gréf3e. Die verdaute
Cosmid-DNA wurde auf eine Membran tbertragen und mit der Sonde, die fur das Screening
verwendet wurde, hybridisiert. Nur das 3,8 kb-Fragment der beiden genannten Cosmide rea-
gierte erneut mit der Sonde. Diese Cosmide wurden als Nummer 1 und 2 bezeichnet. Aus dem
Cosmid 1 wurden durch den Verdau zwei Fragmente genomischer DNA mit einer Grof3e von
3,8 kb und 10 kb freigesetzt, aus dem Cosmid 2 sieben Fragmente mit Grof3en von 0,25 kb,
0,75 kb, 2,2 kb, 3,3 kb, 3,6 kb, 3,8 kb und 4,5 kb (s. Abb. 9). Aus diesem Verdau ging dariber
hinaus hervor, dass das 3,8 kb-Fragment auf der genomischen Ebene von dem 10 kb-Fragment
des Cosmids 1 einerseits und von einem der Fragmente des Cosmids 2 andererseits flankiert
wird.

A El%_? B

10 kb—",

5 kb
4 kb .3 20,4 kb
3 kb
2 18,4 kb
2 kb A 13.8 kb
B 10.0 kb " 38kb  45kb X,

Abb. 9. Analyse der Cosmide 143ach Verdau mit dem Restriktionsenzy#mdlll. — A Agarosegel-
Elektrophores@les VerdausB Anordung der in A freigesetzten Fragmente genomischer DNA und der
gesamten Cosmid-Inserts, X: Anordnung unbekanpt 130 kb- und 1,1 kb-Fragment des Cosmids 3,

X5: 0,25 kb-, 0,75 kb-, 2,2 kb-, 3,3 kb- und 3,6 kb-Fragment des Cosmids 2 (das 0,25 kb-Fragment ist
auf dem Photo nicht sichtbar).
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Um ein Cosmid zu isolieren, in dem das 3,8 kb-Fragment beidseitig von Fragmenten
genomischer DNA flankiert wird, wurde die Bibliothek erneut wie beschrieben mit der Sonde
analysiert. Es wurden 35 mit der Sonde reagierende Kolonien erhalten, von denen vier im
ersten und zweiten Screening ein starkes Signal erzeugten. In einer Minipraparation wurde aus
diesen Kolonien Cosmid-DNA isoliert, die ebenfalls durch einen Verdau analysiert wurde. Ein
Cosmide enthielt funf Fragmente genomischer DNA mit einer Grof3e von 10 kb, 4,5 kb, 3,8 kb,
1,1 kb und 1,0 kb (s. Abb. 9), die anderen Klone waren mit den Cosmiden 1 oder 2 identisch.
Das Cosmid wurde als Nummer 3 bezeichnet. Auf genomischer Ebene wird demzufolge das
3,8 kb-Fragment von einem 10 kb- und 4,5 kb-Fragment flankiert.

4.3.2  Klonierung der Cosmidfragmente

Die aus den Cosmiden 1-3 durch Verdau mit dem RestriktionseHaydill freigesetzten
Fragmente wurden zur weiteren Analyse in den Vektor pBluescript [l KS(-) subkloniert. Von
der Cosmid-DNA wurden dazu Midipraparationen angefertigt, Aliquots davon nach dem
Verdau durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gereinigt, mit Hilfe einer Ethanol-Fallung
konzentriert und in einer Agarosegel-Elektrophorese uberprift. Ein Aliquot dieser DNA und
der Praparation des Vektors wurden in eine Ligation eingesetzt. Die Katalyse erfolgte dabei
durch die T4 DNA-Ligase. Plasmid-DNA des Vektor aus einer Minipraparation wurde daftr
mit dem EnzynHindlll verdaut, mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und nach Elek-
trophorese aus dem Agarosegel extrahiert. Die Ligationsprodukte wurden durch Hitzeschock
in den Stamm DH& von E. coli transformiert. Aus einer Reihe von Kolonien wurde danach in
Minipraparationen die Plasmid-DNA isoliert. Klone des Vektors, welche die Cosmidfragmente
enthielten, lie3en sich nach Verdau mit dem Enkyndlll in der Agarosegel-Elektrophorese
identifizieren.

Zur Sequenzierung wurden weiter Abschnitte des 3,8 kb-Fragments von Cosmid 2 aus
einem pBluescript-Klon subkloniert. Der Verdau mit einer Reihe von Enzymen aus dem Poly-
linker des Vektors zeigte, dass in dem Fragment einzelne Schnittstellen fur die Baayie
und Sma vorhanden sind (s. Abb. 10). Im Verdau mit dem EnBanH| wurde deshalb ein
1,2 kb-Fragment, in einem Verdau mit den EnzymanH| und Smad analog ein 1,8 kb-Frag-
ment aus dem pBluescript-Klon freigesetzt und wie beschrieben subkloniert. Durch Verdau mit

T7
—>
SBH B S H
C 1,2 kb ' 1,8 kb " 0,8kb
4_

T3

Abb. 10. Karte des3,8 kb-Fragments der Cosmide 1-3 im Vektor pBluescript || KS(Pfeile: Primer
T3 und T7; Schnittstellen der RestriktionsenzymeB&xHI, H: Hindlll und S:Sma.
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dem EnzymSma wurde weiterhin aus dem 3,8 kb-Fragment ein solches mit einer Grof3e von
3,0 kb genomischer DNA entfernt. Das Vektorfragment wurde nach der Elektrophorese aus
dem Agarosegel extrahiert, religiert und wie beschrieb&n goli kloniert. Danach verblieb im
pBluescript-Vektor ein 0,8 kb-Abschnitt genomischer DNA.

4.3.3 Sequenzanalyse der Cosmidfragmente

Klone mit dem 10 kb-Fragment von Cosmid 1 sowie dem 3,8 kb- und 4,5 kb-Fragment von
Cosmid 2 im Vektor pBluescript 1l KS(-) wurden mit den Primern T3 und T7 von beiden Sei-
ten ansequenziert, ebenso Klone mit dem 1,2 kb-, dem 1,8 kb- und dem 0,8 kb-Fragment des
3,8 kb-Fragments. Vektorsequenzen und nicht mit Eindeutigkeit lesbare Abschnitte vom Ende
des Sequenzierlaufs wurden mit der Lasergene Biocomputing Software entfernt. Die gesauber-
ten Sequenzen wurden im Jahr 1997 durch den BLASTX-Algorithmus (Altetlall 1990,

1997) mit GenBank verglichen. Auf dem 3,8 kb-Fragment wurde ein Gen mit signifikanter
Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen (EC 3.4.16) gefunden. Dabei ist das 5-Ende des Gens
auf dem 10 kb-Fragment lokalisiert (s. Abb. 13). An dem anderen Ende des 10 kb-Fragments
befindet sich das 3-Ende eines weiteren Gens, das ebenfalls eine signifikante Ahnlichkeit zu
Serincarboxypeptidasen aufweist. Die Richtung der ORFs wurde durch einen auf Proteinebene
durchgefiihrten Vergleich mit den aus der Datenbank erhaltenen Sequenzen abgeleitet. Die
Analyse mit der Biocomputing Software zeigte weiterhin, dass sich die Sequenz des 0,4 kb-
Fragments genomischer DNA aus der inversen PCR auf dem 3,8 kb-Fragment befindet. Mit
den Sequenzen des 4,5 kb-Fragments wurden im Gegensatz dazu aus der Datenbank keine
Treffer erhalten. In einer zum gleichen Zeitpunkt erfolgten BLASTN-Analyséddidopsis
thalianaDatabase wurde aul3erdem die Endsequenz eines BAC-Klons erhalten. Der Eintrag in
der Datenbank zeigte, dass sich der Klon im RahmemdgsdopsisGenomprojekts in der
Vorbereitung zur Sequenzierung durch das Institute for Genomic Research (TIGR, Rockville,
Madison, USA) befand. Eine Ruckfrage ergab Ende 1997, dass die betreffende Region auf dem
Chromosom 2 vorArabidopsisin den folgenden Monaten sequenziert werden sollte (Steve
Rounsley, pers. Mitt.).

4.3.4  Northern-Analyse der Cosmidfragmente

Das 10 kb-Fragment des Cosmids 1 und das 3,8 kb- sowie das 4,5 kb-Fragment des Cosmids 2
wurde als Sonde in jeweils ein Northern-Experiment mit dem Wildtyp sowie den Mutanten
sngl-1 sngl-2 sngl-3undsngl-4vonArabidopsiseingesetzt. Keimlinge wurden dazu in acht
Tagen auf Agar angezogen, daraus RNA isoliert und nach Agarosegel-Elektrophorese auf eine
Membran transferiert. Die Sonden-Fragmente wurden aus pBluescript-Klonen durch Verdau
mit dem Restriktionsenzymindlll freigesetzt, nach der Elektrophorese aus dem Agarosegel
extrahiert, radioaktiv markiert und mit den Blots hybridisiert. Das 3,8 kb-Fragment reagierte
mit den Okotypen des Wildtyp, mit den Mutanssg1-1undsngl1-3 schwach mit der Mutan-

te sngl-2 nicht aber mit der Mutantengl1-4(s. Abb. 11). Das 10 kb-Fragment reagierte sehr
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schwach auf gleiche Weise. Das 4,5 kb-Fragment identifizierte in allen Typen von RNA ein
Transkript anderer Grolie.

Abb. 11. Northern Blotmit RNA aus acht TagaltenKeimlingen vonArabidopsishybridisiert mit den
3,8 kb-Fragment genomischer DNA der Cosmide 4-8/: Okotypen des Wildtyps, 1: Columbia und 2:
Wassilewskija; M:snglMutanten, 1:sngl-1 2: sngl-2 3: sngl-3und 4:sngl-4 fur Kontrolle des
Auftrags gleicher RNA-Mengen s. Abb. 3 A in Lehfeddtal. (2000).

4.3.5 Komplementation der Mutante sng1-1 mit dem Cosmid 1

Die Cosmiden 1-3 wurden in die Komplementation der Mutamigl-1von Arabidopsis
eingesetzt. Die Cosmide wurden dazu mittels Elektroporatidn inmefaciensransformiert,
das anschlieRend durch Vakuuminfiltration in die Pflanzen eingebracht wurde. Aus den Samen
infiltrierter Pflanzen wurden Keimlinge mit Resistenz gegen Kanamycin auf Agar angezogen
und mittels DC von methanolischen Blattextrakten auf die Akkumulation der Sinapinsaureester
getestet. Die Resistenz wird dabei durch das in der T-DNA des Cosmids pBIC20 lokalisierte
NPT II-Gen vermittelt. In einem ersten Versuch wurden mit jedem Cosmid acht Topfe infil-
triert. Ungefahr 5000 Samen pro Topf, d.h. insgesamt ca. 40 000 Samen pro Cosmid, wurden
auf resistente Keimlinge getestet. Fur das Cosmid 1 wurden aus sieben Tdpfen 15 resistente
Keimlinge erhalten, was mehr als sieben unabhangigen Transformationen entsprach. Wie der
Wildtyp akkumulierten alle transgenen ikdéinge nur 20-Sinapoyl-L-malat (s. Abb. 12). Fir
die Cosmide 2 und 3 wurden dagegen keine resistenten Keimlinge erhalten.

Von jeweils drei Kolonien des mit den Cosmiden 1-3 transformi@rteummefaciensvurde
in einer Minipraparation Cosmid-DNA isoliert, die mit dem Restriktionsernzymalll verdaut
wurde. In der anschlie3end durchgefuhrten Agarosegel-Elektrophorese waren keine einzelnen
Fragmente zu erkennen. Die DNA wurde deshalb auf eine Membran utbertragen und mit einer
Mischung aus dem 3,8 kb-Fragment, dem 4,5 kb-Fragment und dem 10 kb-Fragment als Sonde
hybridisiert. Die Sonden wurden prépariert wie fur die Northern-Analyse beschrieben (s. Ab-
schn. 4.3.4). Nur fur das Cosmid 1 konnten in der Southern-Analyse die erwarteten Fragmente
identifiziert werden.

In einem zweiten Versuch wurden erneut zehn Topfe mit PflanzeAratidopsismit
dem Cosmid 1 infiltriert. Ungefahr 2500 Samen pro Topf, und damit insgesamt ca. 25 000
Samen, wurden anschliel3end wie beschrieben getestet. Aus acht Topfen wurden 19 Keimlinge
mit Resistenz gegen Kanamycin erhalten, was mindestens acht unabhangigen Transformationen
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Abb. 12. DC-Analyse methanolischer Blattextrakte aus KeimlingenArabidopsisnach Transforma-
tion mit Cosmid 1— W: Keimling des Wildtyp, Okotyp Columbia; M: Keimling der Mutaisteg1-1

Nr. 1-5: Keimlinge der Mutantengl-1mit Kanamycin-Resistenz in der folgenden Generation (T1)
nachA. tumefacien®/akuuminfiltration; Photographie der DCs im UV-Licht bei einer Wellenlange von
312 nm (s. Abschn. 3.4.5.2), S: Start, F: Front.

entsprach. Wie der Wildtyp voArabidopsisakkumulierten alle Kienlinge 2-O-Sinapoyl-L-

malat, funf Keimlinge zusatzlich @-Sinapoyl3-D-glucose (s. Abb. 12). In beiden Versuchen
wurden ca. 5000 Samen der Mutastg1l-1ohne Vakuuminfiltration als Negativkontrolle auf
Selektionsagar ausgesat. In keinem Fall wurden Keimlinge mit Resistenz gegen Kanamycin er-
halten. In einer Publikation, in welche Ergebnisse aus dieser Arbeit zum Teil eingegangen sind,
wurde das Cosmid 1 auch als pBIC2BG 1bezeichnet (Lehfeldtt al. 2000).

4.3.6 Analyse des SNGI1-Gens von Arabidopsis

Im Rahmen de#rabidopsisGenomprojekts wurde durch das Institut for Genomic Research
(TIGR, Rockville, Madison, USA)998 die Sequenz des BAC-Klons F21P24 mit einer Grol3e
von 94 kb veroffentlicht und in GenBank deponiert. Mit Hilfe von Computerprogrammen und
durch Vergleiche mit Datenbanken wurden in der Sequenz aul3erdem die potenziellen Gene
identifiziert. Die Sequenz des 0,4 kb-Fragments aus der inversen PCR (s. Abschn. 4.2.3), die
sequenzierten Abschnitte des 3,8 kb-Fragment der Cosmide (s. Abschn. 4.3.3) und die Sequenz
der SNG1XcDNA 2 (s. Abschn. 4.4.3) konnten mit Hilfe des BLASTN-Algorithmus (Altschul

et al. 1990, 1997) in einem Gen (F21P24.5) auf diesem BAC-Klon lokalisiert werden, das eine
signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen (EC 3.4.16) aufweist.
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Abb. 13. Karte desBereichs mit densNG1Gen in den Abschnitten 130 und 131 des Chromosoms 2
von Arabidopsis — Pfeile: potenzielle Gene; griine Pfeile, Gen Nr. 1, 6, 7, 8, 9 und 10: Serincarboxy-
peptidasen; schwarze Pfeile, Gen Nr. 2: FlavonOFGiucosyltransferase, Gen Nr. 3: sog. hypotheti-
sches Protein (keine Ahnlichkeit mit Sequenzen in Datenbanken), Gen NF-A&T®ase und Gen Nr.

5: Pseudogen; roter Pfeil, Gen Nr. 8: potenziell Sll&2Gen; H: Schnittstelle des Restriktionsenzyms
Hindlll; weies Dreieck: T-DNA-Insertion in der Mutargéagl-4 blaue Zahlen: 10 kb-, 3,8 kb- und

4,5 kb-Fragment der Cosmide 1-3 (s. Abb. 9).

Die Fragmente von genomischer DNA, die sich aus der Analyse der Cosmide mit dem
Restriktionsenzynidindlll ergeben hatten (s. Abschn. 4.3.1 u. Abb. 9), konnten ebenso in der
Sequenz des BAC-Klons gefunden werden (s. Abb. 13). Die 4,5 kb-Fragmente der Cosmide 2
und 3 sind aber nicht identisch, wie aufgrund der Agarosegel-Elektrophorese zuerst angenom-
men wurde (s. Abschn. 4.3.1 u. Abb. 9). Das den Cosmiden gemeinsame 3,8 kb-Fragment wird
auf einer der Seiten nicht von einem 4,5 kb-Fragment, sondern von dem 2,0 kb-Fragment des
Cosmids 2 flankiert. Des weiteren fehlt eine Schnittstelle des Enzymasll, die zur Entste-
hung des 3,3 kb- und 3,5 kb-Fragments von Cosmid 2 fuhrte. Hierbei handelt es sich sehr
wahrscheinlich um einen Polymorphismus zwischen zwei OkotypeAsadidopsis Denn zur
genomischen Sequenzierung wurde der Okotyp Columbia verwendet, zur Konstruktion der
abil-Bibliothek, aus der die Cosmide 1-3 isoliert wurden, hingegen der Okotyp Landsberg
erecta

Die Analyse des BAC-Klons durch dasabidopsisGenomprojekt demonstrierte, dass das
potenzieleSNG1Gen zu einer Gruppe von funf Genen gehort, die sich in einem Abschnitt mit
einer Gro3e von 25 kb befinden (s. Abb. 13). Diese Gene weisen alle die gleiche signifikante
Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen auf. Die Aminosauresequenzen sind nach einer Analyse
mit dem Clustal-Algorithmus aus der Lasergene Biocomputing Software zu 69-87 % identisch.
Die Gene kodieren weiterhin alle das bekannte N-terminale Peptid der SNBFasggca rapa
oder eine geringfugig davon abweichende Sequenz. Die BLASTN-Analyse (s.0.) von GenBank
zeigte aber, dass die Sequenzen des 0,4 kb-Fragments aus der inversen PCFSNGI der
cDNA 2 vollstandig nur mit der Sequenz des Gens Nr. 8 Ubereinstimmen (s. Abb. 13). Dieses
Gen wurde aufgrund der bis zu diesem Zeitpunkt erzielten Ergebnisse &5l@a&en von
Arabidopsisidentifiziert (GenBank Nrn. AAC17816 u. AC004401).

Die Analyse zeigte weiterhin, dass das Cosmid 1 ein weiteres Gen (Gen Nr. 7; s. Abb. 13)
aus der genannten Gruppe von Genen einschliel3t, das durch die Ansequenzierung der Cosmid-
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fragmente nicht entdeckt worden war. Zu einem spateren Zeitpunkt wurde die vollstandige
Sequenz des Chromosoms 2 Vanabidopsisveroffentlicht (Linet al. 1999). Fur die Analyse
desSNG1Gens sind die Abschnitte 130 (GenBank Nr. AC004786) mit einer Grof3e von 61 kb
und 131 (GenBank Nr. AC004401) mit einer solchen von 77 kb relevant. In einem Bereich mit
einer Grol3e von 45 kb sind danach insgesamt sechs Gene und ein Pseudogen mit signifikanter
Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen vorhanden (s. Abb. 13). Aus dem BAC-Klon F21P24
ging nach der Entfernung von Sequenzen, die mit benachbarten BAC-Klonen identisch waren,
der Abschnitt 131 hervor.

Eine BLASTP-Analyse (s.0.) von GenBank mit dem bekannten N-terminalen SMT-Peptid
ausBrassica rapaergab am 20.02.2000, dass bis zu diesem Zeitpunkt insgesamt 15 Gene, die
dieses oder ein ahnliches Peptid enthielten, aus dem Genomprojektahidopsisin der
Datenbank deponiert wurden. Dazu gehdrt eine weitere Gruppe von funf Genen, die alle eine
signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen besitzen, die sich auf Chromosom 1 von
Arabidopsisbefindet (BAC-Klon T18K17, GenBank Nr. ATAC010556). Ein Vergleich von
Sequenzen mit der Biocomputing Software (s.0.) zeigte, dass die Gruppen von Genen auf den
BAC-Klonen F21P24 und T18K17 nicht identisch sind. Es liegt deshalb keine erst vor kurzem
erfolgte Duplikation eines gré3eren chromosomalen Abschnitts vor.

4.4 Isolation eines cDNA-Klons fur das  SNGI1-Gen von
Arabidopsis

4.4.1 Analyse einer cDNA-Bibliothek

Zur Isolation eines cDNA-Klons deSNG1Gens wurde als Sonde das 3,8 kb-Fragment
genomischer DNA der Cosmide 1-3 verwendet. Das Fragment wurde zu diesem Zweck aus
dem pBluescript-Klon des Cosmids 2 durch Verdau mit dem Restriktionsétingtil freige-

setzt. Das Fragment wurde nach Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert und radioaktiv
markiert. Die Sonde wurde in einem ersten Screening mitl& pfu einer cDNA-Bibliothek

nach Membrantransfer hybridisiert, die aus 10-14 Tage alten Keimlingen des Okotyps Lands-
berg erecta von Arabidopsishergestellt worden war (Meyet al. 1994; Leube 1996). Zur
Konstruktion der Bibliothek wurde der Vektagtl0 verwendet, die cDNAs wurden in die
Schnittstelle des EnzyniscaRl| kloniert. Von 35 Plaques, die mit der Sonde reagierten, wur-
den zehn Plaques, die ein starkes Signal erzeugten, ausgewahlt und in einem zweiten Screening
erneut mit der Sonde analysiert. Von den sechs Plaques, die abermals eine positive Reaktion
zeigten, wurden anschlie3end in einem dritten Screening einzelne Plaques isoliert.

Aliquots der Phagenisolate wurden in eine PCR mit den Primern P8 und P9 eingesetzt. Die
Primer flankieren die Schnittstelle des EnzyBEwoR| im Vektor Agt10. Die amplifizierten
Fragmente wiesen in der Agarosegel-Elektrophorese eine Gréf3e von 1,0-1,5 kb auf. Das grof3-
te Fragment wurde subkloniert und sequenziert (s. Abschn. 4.4.2). Dieser Klon wurde als
SNGZ1cDNA 1 bezeichnet. Die Sequenzanalyse zeigte, dass in dem aus der cDNA abgeleiteten
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ORF an der Position 1 kein Startcodon oder Methioninrest vorhanden ist. Deshalb wurden mit
einem 0,75 kb-Fragment des 5-Endes SBIGEcDNA 1 in einem weiteren Screening<3.0°
pfu der Bibliothek wie beschrieben analysiert. Die Sonde wurde durch Verdau mit dem Enzym
BanmHI aus dem pBluescript-Klon freigesetzt (s. Abschn. 4.4.2 u. Abb. 14). Dabei wurden 38
Plaques erhalten, die mit der Sonde reagierten.

Diese Plaques wurden mit den nicht analysierten 25 Plaques aus dem Screening mit dem
3,8 kb-Fragment in eine PCR-Analyse des 5'-Endes der cDNAs eingesetzt. Aus den sequen-
zierten Abschnitten de8NGXcDNA 1 (s. Abschn. 4.4.2) wurde zu diesem Zweck der Primer
P10 abgeleitet (s. Abb. 14), der mit dem Primer P8 oder P9 die Amplifikation des 5’-Endes der
cDNA ermdglicht. Es wurde ein Plaque gefunden, dessen 5-Ende um 0,1 kb gré3er war als
das derSNG1cDNA 1, wie die Agarosegel-Elektrophorese zeigte. Fur 17 der insgesamt 63
Plaques wurde dagegen im Vergleich 3NG1cDNA 1 ein ungeféahr gleich grof3es oder aber
kleineres Fragment erhalten, die restlichen Plaques ergaben kein Produkt. Mit dem auf diese
Weise isolierten cDNA-Klon wurde wie beschrieben ein zweites und drittes Screening mit der
SNGZ1cDNA 1 als Sonde durchgefiihrt. Die Sonde wurde dazu durch Verdau mit dem Enzym
EcoRl aus dem pBluescript-Klon freigesetzt (s. Abb. 14). Im dritten Screening wurde dann ein
Plaque dieses Klons isoliert. Der Klon wurde 3il$§GEcDNA 2 bezeichnet, die cDNA dessel-
ben mit einer Grof3e von 1,6 kb wurde subkloniert und sequenziert (s. Abschn. 4.4.2). Die
Analyse der Sequenz zeigte, dass in dem aus der cDNA abgeleitete ORF an der Position 1 ein
Startcodon oder Methioninrest vorhanden ist (s. Abschn. 8.3).

T7 P11 P12
—> = >
XBPE ¢ Ne B Mo EHS
I I I | 1 | 1 1 1 1 | I I
ATG TAA P
T3

Abb. 14. Karte des Klons 2.2 d&8NG1cDNA 2 im Vektor pBluescript Il KS(-)- Pfeile: Primer T3
und T7; Schnittstellen der RestriktionsenzymeBBnoHI, C: Cspi5l, E:EcaRl, H: Hindlll, Ne: Ndd,
No: Ncd, P:Pst, S:Sal und X: Xbd.

4.4.2 Klonierung der cONA des SNGI1-Gens

Die SNG1XcDNAs 1 und 2 sowie Teilfragmente derselben wurden zur Sequenzierung in den
Vektor pBluescript Il KS(-) subkloniert. Das Fragment 88&/\G1cDNA 1 wurde mittels PCR

aus zwei Phagenisolaten des dritten Screenings amplifiziert. Zu diesem Zweck wupfie die
DNA-Polymerase mit den Primer P8 und P9 verwendet. Die Fragmente wurde durch eine
Extraktion mit Phenol-Chloroform gereinigt, durch eine Ethanolfallung konzentriert, mit dem
RestriktionsenzynEcoRI verdaut, nach Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert und mit
dem Fragment des Vektors durch T4 DNA-Ligase verknupft. Der Vektor wurde dazu mit dem



ERGEBNISSE 50

Enzym EcoRI verdaut, die erzeugten 5-Enden anschlieRend mit der alkalischen Phosphatase
dephosphoryliert, das Fragment nach der Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert. Die
Produkte dieser Ligation wurden durch Hitzeschock in den StamnuDHBE. coli transfor-

miert. Aus einer Reihe von Kolonien wurde in Minipraparationen Plasmid-DNA isoliert. Klone
des Vektors, die das Fragment der cDNA enthielten, wurden nach Verdau mit dem Enzym
EcdRI in der Agarosegel-Elektrophorese identifiziert. Fir jedes der Phagenisolate wurde ein
Klon zur Sequenzierung ausgewahlt. Diese wurden bezeichnet als dielKlonad 1.2 der
SNGZ1cDNA 1.

Ein Verdau des Klons 1.1 mit einer Reihe von Restriktionsenzymen aus dem Polylinker des
Vektors zeigte, dass in der cDNA eine Schnittstelle fir das E@amidl vorhanden ist (s.

Abb. 14). Ein 0,75 kb-Fragment der cDNA wurde aus den Klonen 1.1 und 1.2 durch Verdau
mit diesem Enzym freigesetzt und wie beschrieben subkloniert. Die Orientierung der subklo-
nierten cDNA-Fragmente wurde durch Verdau mit dem EnEgoRl, fir das aus dem Poly-

linker des Vektors eine Schnittstelle in das neue Konstrukt Ubertragen wurde, in der Agarose-
gel-Elektrophorese Uberpruft (s. Abb. 14). Zwei Klone, in denen die Fragmente die gleiche
Orientierung wie in den Klonen 1.1 und 1.2 hatten, wurden ausgewahlt und als 1.1a und 1.2a
bezeichnet. Das im Vektor verbleibende cDNA-Fragment wurde analog durch Religation der
Vektorfragmente subkloniert. Die daraus hervorgehenden Klone wurden bezeichnet als 1.1b
und 1.2b.

Zur Klonierung deSNGXcDNA 2 wurde aus dem Phagenisolat dieses Klons nach dem
dritten Screening DNA des Bakteriophagen Lambda prapariert und mit dem Ewigh
verdaut. Das freigesetzte Fragment 88IGEIcDNA 2 wurde wie fir dieSNGXcDNA 1 be-
schrieben subkloniert. Die Sequenzierung der Klone 1.1 und 1.2 hatte gezeigt, dass in der
cDNA am 3’-Ende eine Schnittstelle des EnzyWwl vorhanden ist (s. Abb. 14). Die Orien-
tierung der cDNA-Fragmente wurde deshalb durch Verdau mit den EnBstetnd Ncd
Uberprift. Zwei Klone mit entgegengesetzter Orientierung der cDNA-Fragmente wurden zur
Sequenzierung ausgewahlt und als die Klone 2.1 und 2.2 bezeichnet. Dabei war die Orientie-
rung in den Klonen 1.1, 1.2 und 2.2 identisch (s. Abb. 14). Aus dem Klon 2.2 wurde daruber
hinaus das Fragment mit dem 3’-Ende der cDNA wie beschrieben fiir die Klone 1.1b und 1.2b
subkloniert, woraus der Klon 2.2b hervorging.

4.4.3 Sequenzanalyse der cDNA des SNGI1-Gens

Die Klone 1.1, 1.2, 2.1 und 2.2 d8NG1cDNA 1 und 2 wurden mit den Primern T7 und T3

von beiden Seiten sequenziert, die Klone 1.1a und 1.2a mit dem Primer T3 und die Klone 1.1b,
1.2b und 2.2b mit dem Primer T7. Die Klone 1.1 und 1.2 wurden zusatzlich mit den Primern
P11 und P12 sequenziert (s. Abb. 14). Diese Primer wurden aus den Bereichen der cDNA
abgeleitet, die mit den Primern T3 und T7 analysiert worden waren. Aus allen sequenzierten
Abschnitten wurde mit Hilfe der Lasergene Biocomputing Software die gesamte Sequenz der
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SNGZ1cDNA 2 (s. Abschn. 8.3) zusammengesetzt. Sequenzen des Vektors und nicht eindeutig
lesbare Abschnitte vom Ende des Sequenzierlaufs wurden zuvor entfernt.

Fur dieSNG1cDNA 2 ergab sich eine Sequenz aus 1518 Basenpaaren, die mit Hilfe des
Programms ORF Finder (Wheeletr al. 2000) auf mogliche kodierende Abschnitte analysiert
wurde. Dabei wurde ein signifikanter ORF mit einer Grof3e von 1302 bp erhalten, der sich fast
Uber die gesamte Lange der cDNA erstreckte. Dieser ORF bestand aus 433 Aminosauren, aus
der sich mit der Biocomputing Software (s.0.) fir das SNG1-Protein eine molare Masse von
49,4 kDa und ein isoelektrischer Punkt (pl) von 6,2 errechneten. In diesem Leseraster wurde
weiterhin eine Sequenz gefunden (Position 20-36, s. Abschn. 8.3 u. Abb. 15), die bis auf den
konservativen Austausch von einer Aminosaure (Position 20, Alanin anstelle von Glycin) mit
dem bekannten N-terminalen Peptid der SMT Busssica rapaidentisch ist (s. Abschn.
1.2.1). Ein Vergleich mit den vier Peptiden, die von der SCTBausapuserhalten worden
waren (Vogtet al. 1993; s. Abschn. 1.1), ergab eine begrenzte, eventuell aber nidhgeufa
Ubereinstimmung.

Die Sequenz deBNG1XcDNA 2 wurde im nachsten Schritt durch die Biocomputing
Software (s.0.) mit der d&&NG1Gens verglichen (s. Abschn. 4.3.6). (BdG1Gen besteht
demnach aus 14 Exons und 13 Introns. Durch AtadidopsisGenomprojekt wurden die
gleichen Exons und eine identische Aminosauresequenz mit Hilfe von Computerprogrammen
aus der genomischen DNA abgeleitet (GenBank Nrn. ACC17816 u. AC004401). Zwischen der
cDNA und der genomischen Sequenz besteht dabei an zwei Positionen eine Differenz (Basen-
paare 1160 und 1534, s. Abschn. 8.3, an beiden Positionen Thymin in der cDNA), woraus aber
kein Unterschied in der Aminoséuresequenz resultiert. Es handelt sich dabei sehr wahrschein-
lich nicht um Sequenzierartefakte, sondern erneut um einen Polymorphismus zwischen zwei
Okotypen vorArabidopsis(s. Abschn. 4.3.6). Die cDNA wurde aus einer Bibliothek des Oko-
typs Landsbergrectaisoliert, fiir die genomische Sequenzierung wurde dagegen der Okotyp
Columbia verwendet.

Der ORF des SNG1-Proteins, der sich ausStigs1cDNA 2 ergeben hatte, wurde spater
mit GenBank verglichen. Die Analyse wurde mit dem BLASTP-Algorithmus (Altsehal.

1990, 1997) in der Version 2.0.11 durchgefuhrt. Am 20.02.2000 wurden dabei tber das Inter-
net 100 signifikante Treffer mit einem Erwartungswert (E) zwischen 0,002 und O erhalten. Die
Datenbank vom Typ ,nicht redundant’ (nr) in der Ausgabe vom 15.02.2000 enthielt zu diesem
Zeitpunkt 457 798 Eintrage. Die Abschnitte mit signifikanter Ahnlichkeit erstreckten sich tiber
die gesamten miteinander verglichenen Sequenzen. Bis auf wenige Ausnahmen (s.u.) wurden
als Treffer Sequenzen von Serincarboxypeptidasen erhalten (EC 3.4.16; Peptidasen-Familie
S10, Rawlings und Barrett 1994). Eine Analyse mit dem Clustal-Algorithmus der Lasergene
Biocomputing Software ergab, dass die Identitat zwischen dem SNG1-Protein und diesen
Sequenzen 13,9-76,7 % betragt. Mit der cDNA wurde am 22.02.2000 weiterhin die Datenbank
,dbest’ analysiert. Dieser Teil von GenBank in der Ausgabe vom selben Tag enthielt 3 642 750
nicht-redundante Eintrage. Mit dem BLASTN-Algorithmus in der Version 2.0.11 wurde als
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signifikanter Treffer eirExpressed Sequence TEEST) mit einer GroRe von 624 bp erhalten
(GenBank Nr. Al997845), der mit dem 3’-Ende der cDNA iber 503 bp zu 99 % identisch war.
Dieser potenzielldag desSNG1Gens wurde aus Blattern von vier bis sieben Wochen alten
ArabidopsisPflanzen isoliert.

Aus der Datenbank ,nr’ (s.0.) ergaben sich Sequenzen von Serincarboxypeptidasen, die aus
den Organismen Einzeller, Hefe, Pilz, Pflanze, Wurm, Insekt, Saugetier und Mensch isoliert
worden waren. Darunter befanden sich alle bislang bekannten Vertreter dieser Enzymfamilie
(Rawlings und Barrett 1994) und 45 Gene mit signifikanter Ahnlichkeit zu diesen Proteinen,
die grof3tenteils in den zur Zeit laufenden Genomprojekten identifiziert wurden. Alleine 31 von
diesen Gene stammten aigabidopsis Unter den Treffern waren weiterhin eine Hydroxyni-
tril-Lyase (EC 4.1.2) auShorgum bicolo(Mohrenhirse; GenBank Nr. P52708) und das Gen
eines solchen Enzyms aAsabidopss (GenBank Nr. CAB10289), weiterhin drei cDNAs von
Glucose-Acyltransferasen (EC 2.3.1) &aanum berthaultiGenBank Nrn. AFO06078, AF-
006079 u. AF006080) und ein analoges GenAaabidopsis(GenBank Nr. AAF04179). Die
Eintrage wurden offenbar durch ihre Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen aus der Datenbank
aufgerufen. Eine Analyse mit dem Clustal-Algorithmus (s.0.) zeigte, dass zwischen den drei
cDNAs und dem SNG1-Protein eine Identitat von ca. 42 % besteht, zu der potenziellen Acyl-
transferase auArabidopsiseine von 66,4 %. Hohere Werte ergaben sich nur fir die Gene aus
der Gruppe, zu der d&NG1Gen gehort, und fur die Gene der anderen Gruppe, die bislang
noch imArabidopsisGenom gefunden wurde (s. Abschn. 4.3.6).

Die in der GenBank-Analyse (s.0.) erhaltenen Sequenzen pflanzlicher Enzyme stammten
ansonsten zu einem grof3en Teil aus den Arereum vulgargGerste),Triticum aestivum
(Weizen) undOryza sativa(Reis). Diese Pflanzen wurden bisher auch am genauesten hinsicht-
lich dieser Peptidasen untersucht (Lehfeldal. 2000, darin zitierte Literatur). Bleiben die im
vorangehenden Abschnitt erwahnten GeneSalianum berthaultiund Arabidopsisunbertick-
sichtigt, bestand fiir das SNG1-Protein die grofRte Ahnlichkeit zur Serincarboxypeptidase | aus
H. vulgare(GenBank Nr. P07520, nicht prozessierte Form), die zum Carboxypeptidase Typ C
gehdrt. Mit dem Clustal-Algorithmus (s.0.) errechnete sich eine ldentitat von 35,7 % zwischen
den Sequenzen der beiden Proteine, in der BLASTP-Analyse von GenBank (s.0.) ergab sich
dartiber hinaus ein Erwartungswert (E) von’8 e

Bislang wurden fir zwei Enzyme aus dieser Familie, die Carboxypeptidase Il (QBD-W
ausTriticum aestivum(EC 3.4.16.6; SWISS-PROT Nr. P08819) und die Carboxypeptidase Y
(CPD-Y) ausSaccharomyces cerevisigdefe; EC 3.4.16.5; SWISS-PROT Nr. P00729) die
katalytisch aktiven Aminosauren bestimmt (Remingi®83, 1998; Breddam und Remington
1994; Breddanet al. 1998; Lehfeldtet al. 2000, darin zitierte Literatur). In einem Vergleich
des SNG1-Proteins mit den Sequenzen dieser Enzyme mit Hilfe des CLUSTALW-Algorithmus
(Thompsonet al. 1994) zeigte sich, dass im SNG1-Proteins an &aquivalenten Positionen die
identischen, damit potentiell katalytisch aktive Reste vorhanden sind (s. Abb. 15). Es handelt
sich hierbei um die Aminosauren Serin (Position 173), Asparaginsadure (Position 358) und



ERGEBNISSE 53

v
SNG1 MSLKIKFLLLLVLYHHVDS ASIVKFLPGFEG- PLPFELETGYIGIGEDENVQFFYYFIK 58

CPD-Y  --mrmmemmemeieanns KIKDPKILG-IDPNVTQYTGYLDVED-EDKHFFFWTFE 36
CPD-W2  --rmeemoemmenv VEPSGHAADRIARLPGQPAVDFDMYSGYITVDEGAGRSLFYLLQE 45
3 akke e ke .

\Y4
SNG1 SENNPKEDPLLIWLNGGPGCSCLG-GIIFENGPVGLKFEVFNGSAPSLFSTTYSWTKMAN 117
CPD-Y SRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLT-GLFFALGPSSIGP------ DLKPIGNPYSWNSNAT 89
CPD-W2 APEDAQPAPLVLWLNGGPGCSSVAYGASEELGAFRVKPR ----- GAGLVLNEYRWNKVAN 100

* ********* -k

+V
SNG1 [IIFLDQPVGSGFSYSKTPID--KTGDISEVKRTHEFLQKWLSRHPQYFSN--PLYVVGDS 173
CPD-Y VIFLDQPVNVGESYSGSSG---VSNTVAAGKDVYNFLELFFDQFPEYVNKGQDFHIAGAS 146
CPD-W2 VLFLDSPAGVGFSYTNTSSDIYTSGDNRTAHDSYAFLAKW ERFPHYKYR--DFYIAGES 158

*** * **** . .

+
SNG1 YSGMIVPALVQEISQGNYICCEPPINLQGYMLGNPVTYMDFEQNFRIPYAYGMG---LIS 230
CPD-Y YAGHYIPVFASEILSHK----DRNFNLTSVLIGNGLTDPLTQYNYYEPMACGEGGEPSVL 202
CPD-W2 YAGHYVPELSQLVHRSK-—--NPVINLKGFMVGNGLIDDYHDYVGTFEFWWNHG—--IVS 211

*'k 'k* .

V
SNG1 DEIYEPMKRICNGNYYNVDPSNTQCLKLTEEYHKCTAKINIHHILTPDCDVTNVTSPDCY 290
CPD-Y PSEECSAMEDSLERCLGLIES--CYDSQSVWSCVPATIYCNNAQLAPYQRTGRNVY-DIR 259
CPD-W2 DDTYRRLKEACLHDSFIHPSE--ACDAATDVATAEQGNIDMYSLYTPVCNITSSTG-SYD 268

Y% V
SNG1 YYPYHLIECWANDESVREALHIE------ KGSKGKWARCNRTIPYNHDIVSSIPYHMNN- 343
CPD-Y KDCEGGNLCYPTLQDIDDYLNQDYVKEAVGAEVDHYESCNFDINRNFLFAGDWMKPYHTA 819
CPD-W2 PCTERYSTAYYN*RRDVQMAI;HQN----VTGAMNYTWATCSDTINTHWHDAPRSMLPIYR- 323

+ Vv
SNG1 ----SISGYRSLIYSGDHDIAVPFLATQAWIRSLNYSPIHNWRPWMIN------- NQIAG 392
CPD-Y VTDLLNQDLPILVYAGDKDFICNWLGNKAWTDVLPWKYDEEFASQKVRNWTASITDEVAG 3J/9
CPD-W?2 --ELIAAGLRIWVFSGDTDAVVPLTATRYSIGALGLPTTTSWYPWYDD ------- QEVGG 374

***

SNG1 YTRAYSNKMTFATIKGGGHTAEYR-PNETFIMFORWISGQPL-------- 433
CPD-Y EVKSYK-HFTYLRVFNGGHMVPEDVPENALSMVNEWIHGGFSL------- 421
CPD-W2 WSQVYK GL;I;LVSVRGAGHEVPLHRPRQALVLFQYFLQGKPMPGQTKNAT 423

Abb. 15. Vergleich der Aminosduresequenzen des SNG1-Proteins, der Carboxypeptidas&atvon
charomyces cerevisiaCPD-Y; prozessierte Form) und der Carboxypeptidase ITaitisum aesti-
vum(CPD-W2) durch den CLUSTALW-Algorithmus. Rotes Dreieck: Aminosauren der katalytischen
Triade, schwarzes Dreieck: potenzielle Spaltstelle der Signalpeptidase des Endoplasmatischen Retiku-
lums im SNG1-Protein, blau markierte Sequenz: bekanntes N-terminales Peptid der SBfdsaica

rapa, Pluszeichen: konservierte Glycinreste in Serincarboxypeptidasen, weiRes Dreieck: potenzielle N-
Glykosylierungsstellen, schwarzes Sternchen: identische Aminosduren, Doppelpunkt: sehr ahnliche
Aminoséaurengtrongly simila), Punkte: geringfugig ahnliche Aminosaurareékly simila).

Histidin (Position 411; s. Abb. 15 u. Abschn. 8.3). In der Nahe des katalytisch aktiven Serins
und der Asparaginsaure befinden sich auf3erdem bestimmte Glycinreste (s. Abb. 15), deren
Vorkommen an diesen Positionen fur die Familie der Serincarboxypeptidasen typisch ist (Raw-
lings und Barrett 1994). Dabei betragt nach der Analyse mit dem Clustal-Algorithmus (s.0.) die
Identitat zwischen den Sequenzen des SNG1-Protein und der Carboxypeptidase Y 18,1 %, die
mit der Serincarboxypeptidase Il hat einen Wert von 22,7 %.

Die Aminosauresequenz des SNG1-Proteins wurde dariber hinaus auf das Vorkommen
von Erkennungssequenzen hin untersucht. Mit dem Programm SignalP, das auf der Methode
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von Nielsenet al. (1997) beruht, wurde ein N-terminales Signalpeptid fir das Endoplasmati-
sche Retikulum gefunden. Die Spaltstelle fiir die Signalpeptidase befindet sich danach zwischen
den Positionen 19 und 20 der Sequenz, d.h. unmittelbar vor dem bekannten N-terminalen
Peptid der SMT au8rassica rapa(s. Abb. 15 u. Abschn. 8.3). Mit Hilfe des Programms
Scanprosite (Hofmanet al. 1999) wurden unter Verwendung der Datenbank Prosite weiterhin
funf potenzielle N-Glykosylierungsstellen gefunden (s. Abb.15 u. Abschn. 8.3, Asparagin an
den Positionen 99, 283, 324, 342 und 418). Ein Signalpeptid fir den Transport in die Vakuole
wurde in einer Analyse mit dem Programm PSORT (Nakai und Kanehisa 1992) allerdings nicht
identifiziert, obwohl es sich demzufolge wahrscheinlich dennoch um ein Protein handelt, das in
der Vakuole lokalisiert ist. Ein Vergleich mit vakuolaren Signalsequenzen, die aus hdheren
Pflanzen bekannt sind (Vitale und Raikhel 1999), ergab unter Verwendung der Biocomputing
Software (s.0.) keine signifikante Ubereinstimmung. Die Sequenz der cDN8NiB$Gens

und die daraus abgeleitete Sequenz des SNG1-Proteins wurden unter der Nummer AF275313
in GenBank deponiert.

4.4.4 Klonierung der cDNA des SNGI-Gens in den Vektor pBl121

Mit Hilfe der SNG1cDNA 2 wurde versucht, erneut die Mutasteg1-1von Arabidopsiszu
komplementieren. Die cDNA wurde dazu in den Vektor pBl121 (Jeffees@h. 1987) klo-

niert. Die cDNA befand sich dabei unter der Kontrolle des konstitutiven und sehr effizienten
35S-Promotors des Cauliflower Mosaik Virus (CaMV). Das Fragment3dgsicuronidase
(B-GUS)-Gens war zuvor durch einen Verdau mit den Restriktionsenzybanind Kpnl aus

dem Vektor entfernt worden. Es wurde ersetzt durch das 0,4 kb-Fragment eines fremden Gens,
das am 3’-Ende unter anderem eine Schnittstelle des Eigaims den Vektor einfuihrte (Dr.

M.M. Champbell, pers. Mitt.; s. Abb. 16). Das 0,4 kb-Fragment wurde aus dem Konstrukt, das
als pBI121-126N bezeichnet worden war, durch Verdau mit den Enz¢bamund Sal wie-

der entfernt und durch ein Fragment &GXtcDNA 2 ersetzt. Das cDNA-Fragment wurde
dazu mit denselben Enzymen aus dem pBluescript-Klon 2.2 freigesetzt (s. Abb. 14). Die Frag-

15 bp25 bp ?6 bp

A

H XlOO bp/mit 63 bp 5‘-NTR I_ll_\g_l_l_l)( K SS
p/mit p 5
pBI 121 0.8kb
Peamv 3ss SNG1cDNA 2 168 bp/mit 153 bp 3-NTR

ATG 1302 bp/433 aSNG1ORF TAA

Abb. 16. Karte deskonstruktpBI-SNG1mit der SNG1cDNA 2 im Vektor pBI121 zur Komplementa-
tion der Mutantesngl-1von Arabidopsis — Peawy 35 Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) 35S-Promo-
tor; Schnittstellen der Restriktionsenzyme,Hindlll, X: Xbad, S: Sal, X: Xhd, K: Kpnl und Ss:Sst;
Abschnitt S bis K: aus Konstrukt pBI121-125N, vermutlich 25 bp-Fragment aus einem Polylieker wi
z.B. im Vektor pBluescript Il KS(-).
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mente des Vektors und der cDNA wurden nach Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert
und durch T4 DNA-Ligase miteinander verknipft, die Produkte der Ligation durch Hitze-
schock in den Stamm DHd5von E. coli transformiert. Aus einer Reihe von Kolonien wurde
danach in Minipraparationen Plasmid-DNA isoliert und mit den zur Klonierung verwendeten
Enzymen verdaut. Die ldentifikation von Klonen, die das FragmenShgs1cDNA 2 im

Vektor pBI121 enthielten, erfolgte anschlieRend in der Agarosegel-Elektrophorese. Das so
hergestellte Konstrukt wurde als pBNG1bezeichnet (s. Abb. 16).

4.45 Komplementation der Mutante sngl-1 mit der cDNA des SNGI1-Gens

Plasmid-DNA eines Klons des Konstrukts pBNG1wurde zur Vakuuminfiltration mittels
Elektroporation inA. tumefaciensransformiert. Aus drei Kolonien des transformierten Bakte-
riums wurde in einer Minipraparation Plasmid-DNA isoliert, die verdaut wurde mit den zur
Klonierung verwendeten Restriktionsenzymérd und Sal. Einzelne Fragmente waren in der
Agarosegel-Elektrophorese nicht zu erkennen. Die DNA wurde daher auf eine Membran trans-
feriert und mit de’iSNG1cDNA 2 als Sonde hybridisiert. Das Fragment der cDNA wurde aus
dem pBluescript-Klon 2.2 préapariert wie bereits beschrieben fur die Herstellung des Konstrukts
pBI-SNG1und radioaktiv markiert. Mit der Sonde wurde in der aus dem Bakterium isolierten
DNA das aus dem Konstrukt freigesetzte Fragment der cDNA identifiziert. Finfzehn Topfe
mit Pflanzen der Mutanteng1-1von Arabidopsiswurden anschlie3end m#it. tumefaciens-
filtriert. Pro Topf infiltrierter Pflanzen wurden in der Folge 2500 Samen auf Selektionsagar
ausgesat. Dabei wurde insgesamt 19Bniflmge mit Resistenz gegen Kanamycin erhalten. Die
Resistenz wird durch da$PT II-Gen vermittelt, das vorhanden ist in der T-DNA des Vektors
pBlI121. Aus zwei resistenten Kaingen pro Topf wurden methanolische Blattextrakte her-
gestellt und mittels DC analysiert. Alle analysierten Keimlingeuenulierten wie die Mutante
sngl-1von Arabidopsis1-O-Sinapoyl3-D-glucose und nicht DO-Sinapoyl-L-malat wie der
Wildtyp.

Von einer Pflanze, die aus einem der analysierten Keimlinge pro Topf hervorging, wurde
im Alter von drei Wochen aus Blattern eine Minipraparation genomischer DNA angefertigt.
Ein Aliquot davon wurde mit dem Enzyhtindlll verdaut, nach Agarosegel-Elektrophorese
auf eine Membran transferiert und mit &&KNG1XcDNA 2 als Sonde hybridisiert. Die Sonde
wurde wie zuvor beschrieben prapariert (s.0.). Die Sonde hybridisierte mit einem Fragment,
das eine GroRRe von 2,4 kb besal3. Das entspricht der Grol3e des Fragments, das mit dem
EnzymHindlll aus dem Konstrukt pBENG1freigesetzt wird (s. Abb. 16). In den Negativ-
kontrollen, d.h. mit genomischer DNA des Wildtyps oder der Mutaimgd -1 wurde dagegen
kein Signal erzeugt. Ein Aliquot der Praparationen wurde zudem in eine PCR mit den Primern
P13 und P14 eingesetzt. Die Agarosegel-Elektrophorese zeigte, dass aus der DNA transfor-
mierter Pflanzen das erwartete cDNA-Fragment amplifiziert werden konnte, nicht aber aus den
erwahnten Kontrollen. Aus Blattern transformierter Pflanzen wurden dariiber hinaus Proteinex-
trakte hergestellt. Aliquots dieser Extrakte wurden in SMT-Enzymtests eingesetzt, die danach
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mittels DC analysiert wurden. In keinem Fall wurde die Akkumulation von 2-O-Sinapoyl-L-
malat oder eine SMT-Aktivitat beobachtet. Aus den Samen von drei transformierten Pflanzen
wurden weiterhin Keimlinge in acht Tagen auf Agar angezogen. Aus diesen wurde RNA iso-
liert, auf eine Membran tbertragen und mit dem FragmenSN&1IcDNA 2 als Sonde hy-
bridisiert. Die Sonde wurde wie zuvor beschrieben prapariert (s.0.). Die Northern-Analyse
zeigte, dass in den Blattern von transformierten Pflanzen wie auch in der Marightékein
SNGZITranskript akkumuliert. Im Wildtyp voirabidopsiswar dagegen dieses Transkript,

das eine Grol3e von 1,5 kb besal3, vorhanden.

4.5 Versuche zur Expression des SNG1-Proteinsin  E. coli

4.5.1 Klonierung des SNGI1-Gens in den Vektor pET-20b(+)

Zum Nachweis von SMT-Aktivitat wurde versucht, das SNG1-Protein im Vektor pET-20b(+)
(Studieret al. 1992) inE. coli zu exprimieren. Ein Fragment d8NG1cDNA 2 wurde dazu
mittels PCR aus dem pBluescript-Klon 2.2 (s. Abb. 14) amplifiziert, wozu die Primer P13 und
P14 sowie did’fu DNA-Polymerase verwendet wurden. Das PCR-Fragment wurde nach der
Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert, mit T4 Polynukleotidkinase phosphoryliert,
durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gereinigt und durch Fallung mit Ethanol konzentriert.
Das erzeugte 1,3 kb-Fragment & GXcDNA 2 enthéalt durch den Primer P13 die kodieren-

de Sequenz deSNG1Gens ab dem bekannten N-terminalen Peptid der SMTBeassica

rapa. Das originare Stoppcodon wurde durch den Primer P14 entfernt und ersetzt durch eine
Schnittstelle des RestriktionsenzyiXisd. Das Leseraster wird dadurch bis zum Stoppcodon
im Polylinker des Vektors verlangert (s. Abb. 17).

Der Vektor wurde zur Klonierung mit dem EnzfooRV verdaut, die damit erzeugten
5’-Enden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Das Vektorfragment wurde nach der
Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert und durch T4 DNA-Ligase mit dem cDNA-
Fragment verknlpft. Die Produkte der Ligation wurden mittels Hitzeschock in den Stamm
DH5a von E. coli transformiert. Aus einer Reihe von Kolonien wurde in Minipraparationen
Plasmid-DNA isoliert. Klone des Vektors, die das cDNA-Fragment enthielten, wurden nach

/2 bp/24 aa 85 bpi22 aa
Xa No EV' No XoEV'Er Xo
L 1093 bp/364 aa | 153bpis2aa ! | |18bpeaa
P13 P14 -
S SNGZ1CcDNA His-Tag
ATG P TGA

Abb. 17. Karte deKonstruktpET-SNG1-1 zur Expression d8NGXcDNA im Vektor pET-20b(+) in
E. coli. — P: Schnittstelle der Signalpeptidase des Periplasmas, S: SignalsequagiB-@=nprodukts
fur das Periplasma; Schnittstellen der Restriktionsenzymez&RV, Er: EcoRI, No: Ncd, Xa: Xbad
und Xo:Xhd; aa: Aminosauren.
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Verdau mit den EnzymeKbad und EcaRl in der Agarosegel-Elektrophorese identifiziert (s.
Abb. 17). Die Orientierung des cDNA-Fragments wurde analog durch Verdau mit dem Enzym
Ncd Uberpruft. Das erzeugte Konstrukt wurde als pET-SNG1-1 bezeichnet. Aus drei Klonen
des Konstrukts wurde dariber hinaus durch Verdau mit dem ERbhgnein Fragment des
Polylinkers mit einer Grof3e von 60 bp entsprechend 20 Aminosauren C-terminal aus der ko-
dierenden Sequenz entfernt (s. Abb. 17). Das Vektorfragment wurde nach Elektrophorese aus
dem Agarosegel extrahiert, in einer Ligationsreaktion rezirkularisiert ubdaali kloniert wie
fir das Konstrukt pET-SNG1-1 beschrieben. Dieses neue Konstrukt wurde als pET-SNG1-2
bezeichnet.

Die SNG1cDNA befindet sich im Vektor pET-20b(+) unter transkriptioneller Kontrolle
des effizienten T7-Promotors. Das vom Konstrukt pET-SNG1-1 exprimierte Protein umfasst
468 Aminosauren mit einer molaren Masse von 52,7 kDa. Das Konstrukt pET-SNG1-2 besteht
aus 446 Aminosauren, woraus sich eine molaren Masse von 50,7 kDa ergibt. Die von beiden
Konstrukten exprimierten Proteine enthalten in einer N-terminalen Sequenz von 24 Aminosau-
ren das Signalpeptid deglB-Genprodukts votk. coli fur den Eintransport in das Periplasma
(s. Abb. 17). Am C-Terminus befindet sich eine Sequenz von sechs Histidinresten, die zur Auf-
reinigung verwendet werden kann (Hiag). Die C-terminale Sequenz besteht im Konstrukt
PET-SNG1 aus 28, im Konstrukt pET-SNG2 (einschlie3lich der Schnittstelle des Enzyms
Xhd) aus acht Aminosauren. Insgesamt 52 Aminosauren im Konstrukt pET-SNG1-1 und 32
im Konstrukt pET-SNG1-2 gehdren nicht zur Sequenz des SNG1-Proteins, die aus 416 Resten
besteht. Das Signalpeptid mit einer Grof3e von 22 Aminosauren und einer molaren Masse von
2,2 kDa wird normalerweise nach dem Transport des Proteins in das Periplasma durch eine
Peptidase abgespalten.

4.5.2 Expression des SNG1-Proteins im Vektor pET-20b(+)

Plasmid-DNA der genannten drei Klone der Konstrukte pET-SNG1-1 und -2 wurden mittels
Elektroporation in den Stamm BL2AIPE3) vonE. coli transformiert. Anschlie3end wurden

zwei Versuche zur Expression des SNG1-Proteins und zum Nachweis von SMT-Aktivitat
durchgefiihrt. Fur zwei der Klone beider Konstrukte wurde mittels SDS-PAGE die Induktion
einer Proteinbande beobachtet (s. Abb. 18). Als Negativkontrolle wurde der pET-20b(+)-
Vektor verwendet, als Positivkontrolle ein im pET-System erwiesenermal3en induzierbares
Konstrukt. Die Induktion erfolgte sowohl bei 3€ als auch bei Raumtemperatur (20).

Uber einen Zeitraum von drei Stunden hinaus wurde in bis zu 48 Stunden keine weitere Steige-
rung der Akkumulation des induzierten Proteins beobachtet. Die molaren Massen induzierter
Proteine stimmten ungefahr mit den berechneten tberein.

Zum Nachweis von SMT-Aktivitat wurde von den Zellen einer induzierten Kultur zunachst
eine Fraktion des Periplasmas angefertigt und ein Teil davon durch Ultrafiltration weiter ange-
reichert. Aliquots dieser Extrakte wurden in SMT-Enzymtests eingesetzt. Die Zellen wurden
danach durch Ultraschall vollstandig aufgeschlossen, Teile davon wie beschrieben angereichert
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Abb. 18. SDS-PAGE eines Experiments zur Expression des SNG1-Protdingali im Vektor pET-
20b(+).- 1: Klon 1 des Konstrukts pET-SNG1-1, 2: Klon 1 des Konstrukts pET-SNG1-2, 3: Negativ-
kontrolle, Vektor pET20b(+), 4: Positikontrolle, induzierbares Konstrukt in einem pET-Vektor, M:
Standard fir molare Masse, 0 und I: Proben ohne und mit Induktion.

und Aliquots der Extrakte in Tests eingesetzt. Alle Tests wurden mittels DC und HPLC analy-
siert. Eine Kultur mit einem Volumen von 20 ml ergab Zellen mit einem Frischgewicht von ca.
100 mg. Aus diesen konnten ca. 10 mg Protein extrahiert werden. Vorversuche hatten gezeigt,
das es sich um die mit der Methode maximal zu extrahierende Menge handelt. Aliquots der Ex-
trakte mit 50 pg Protein wurden direkt in die Tests eingesetzt. Durch Ultrafiltration wurden
die Extrakte 10fach weiter angereichert. Von den konzentrierten Extrakten wurden Aliquots
mit 250 pg Protein in die Tests eingesetzt. In beiden Versuchen zur Expression wurde in den
Tests keine Bildung von @-Sinapoyl-L-malat oder eine SMT-Aktivitat beobachtet. Zur Kon-
trolle wurde zusatzlich das Medium induzierter Kulturen analysiert. Auch in diesem Fall konnte
mit und ohne Anreicherung in den Tests keine Aktivitat nachgewiesen werden.

In einer Reihe von Expressionsversuchen zeigte sich, dass die Induktion der Proteinbande
nicht selten ausbleibt. Dabei war diese Bande beim Konstrukt pET-SNG1-2 und bei Raum-
temperatur schwieriger zu induzieren. Am sichersten gelang die Induktion unmittelbar nach der
Transformation in den Expressionsstamm. Auch in einer Kultur ohne die sichtbare Induktion
einer Bande konnte fur keinen der Klone beider Konstrukte eine SMT-Aktivitat festgestellt
werden. Weiterhin wurden von Kulturen mit Induktion der Bande Aliquots auf Agar mit und
ohne Selektion durch Ampicillin ausplattiert. Auf dem Selektionsagar wurde im Vergleich zur
Kontrolle eine um ca. 50 % reduzierte Anzahl von Kolonien erhalten. Von drei Kolonien eines
jeden Klons der beiden Konstrukte wurde in Minipraparationen Plasmid-DNA isoliert, die mit
den Restriktionsenzymexbd und EcaRl verdaut wurde. Wie die Agarosegel-Elektrophorese
ergab, wurde das erwartete cDNA-Fragment freigesetzt (s. Abb. 17).

In zwei Experimenten wurde fur jeweils einen Klon der beiden Konstrukte die subzellulare
Lokalisation des exprimierten Proteins untersucht (s. Abb. 19). Zunachst wurde dazu aus den
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Abb. 19. SDS-PAGE eines Experiments zur Analyse der subzellularen Lokalisation des SNG1-Proteins
nach Expression i&. coliim Vektor pET-20b(+)~ 1: Negativkontrolle, Vektor pEROb(+); 2: Klon 1

von Konstrukt pET-SNG1-1, 3: Klon 1 von Konstrukt pET-SNG1-2; Fraktionen, Z: Zellen, Frl: peri-
plasmatische Proteine, Fr2: lésliche Proteine, Fr3: unldsliche Proteine; M: Standard fur molare Masse.

Zellen der induzierten Kulturen eine Fraktion des Periplasmas hergestellt. Der vollstandige
Aufschluss der Zellen erfolgte danach in einer FRENCH-Druckzelle. Aliquots der gesamten

Zellen, der I6slichen, der unléslichen und der periplasmatischen Fraktion wurden mit Hilfe der

SDS-PAGE analysiert. Der allergrof3te Teil des exprimierten Proteins der beiden Konstrukte
akkumulierte in einem Experiment bei 3Z und einem weiteren bei Raumtemperatur @p

in der Fraktion unldslicher Bestandteile, eine sehr geringe Menge wurde moglicherweise in das
Periplasma transportiert (s. Abb. 19).

4.5.3 Klonierung des SNGI-Gens in den Vektor pCW Ori+

Um SMT-Aktivitat nachzuweisen, wurde die Expression des SNG1-ProteiBs @oli mit

einem anderen System erneut versucht. In diesem Fall wurde der Vektor pCW Ori+ (Barnes
1996) verwendet. Die Klonierung eines FragmentsSMG1cDNA 2 in den Vektor erfolgte

in 2 Schritten. In einem ersten Schritt wurde mittels PCR ein 1,5 kb-Fragment der cDNA mit
den Primern P15 und T3 amplifiziert. Als Matrize diente der pBluescript-Klon 2.2 der cDNA
(s. Abb. 14). Die Amplifikation erfolgte mit dem Expand High Fidelity PCR Kit, da mitder
DNA-Polymerase kein Produkt erhalten wurde. Die Polymerasen dieses Systems weisen im
Vergleich zurTaq DNA-Polymerase wie di®fu DNA-Polymerase eine geringere Fehlerrate

auf. Das amplifizierte Fragment enthalt durch den Primer P15 den kodierenden Bereich des
SNG1Gens ab dem bekannten N-terminalen Peptid der SMBrassica rapaDurch diesen

Primer wurde am 5’-Ende der cDNA aul3erdem eine Schnittstelle des RestriktionsBiod/ms
eingefuhrt. Die PCR wurde zur Klonierung mit Phenol-Chloroform extrahiert, das amplifizierte
Fragment durch Fallung mit Ethanol konzentriert und danach mit dem Bwdgnverdaut.

Da sich in der cDNA eine weitere Schnittstelle des Enzyiohg befindet (s. Abb. 14 u. 20),
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P15
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558 bp/186 aa 640 bp/212 aa 168 by
50 bp/16 aa SNGZ1cDNA 3“NTR
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Abb. 20. Karte deKonstrukts pPCWSNG1 mit detSNG1cDNA 2 im Vektor pCW Ori+ zur Expressi-
on inE. coli. — NTR: nicht translatierte Sequenz; Schnittstellen der Restriktionsenzyr@spsl, H:
Hindlll und N:Ndd; aa: Aminosduren.

werden dadurch ein 0,6 kb-Fragment des 5-Endes und ein 0,9 kb-Fragment des 3’-Endes der
cDNA erzeugt. Eine Kontrolle mittels Agarosegel-Elektrophorese zeigte die Unvollstandigkeit
des Verdaus. Die Fragmente wurden wie beschrieben gereinigt und konzentriert.

Der Vektor wurde zur Klonierung ebenfalls mit dem EnNael verdaut, die erzeugten
5’-Enden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Das Fragment des Vektors wurde nach
Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert und in die Ligation mit den Fragmenten der
cDNA eingesetzt. Dabei sollte nur das 0,6 kb-Fragment, das an beiden End&tdeine
Schnittstelle aufweist, mit dem Vektor durch die T4 DNA-Ligase verknipft werden konnen.
Die Ligationsprodukte wurden durch Hitzeschock in den StammoDwti E. coli trans-
formiert. Aus einer Reihe von Kolonien wurde danach in Minipraparationen Plasmid-DNA
isoliert. Klone des Vektors pCW Ori+, die das 0,6 kb-Fragment der cDNA enthielten, wurden
nach Verdau mit dem Enzyhdd in der Agarosegel-Elektrophorese identifiziert. Die Orien-
tierung des cDNA-Fragments wurde durch Verdau mit den Enzy@sg5! und Hindlll
Uberpraft. In richtiger Orientierung wird dabei ein 1,1 kb-Fragment freigesetzt, dass aus dem
grol3ten Teil des 0,6 kb-Fragments (s. Abb. 14 u. 20) und dem 0,5 kb-Fragment des Stuffers
von pCW Ori+ besteht.

Fur den zweiten Schritt der Klonierung wurden drei Klone ausgewahlt. Plasmid-DNA
dieser Klone wurde mit den Enzym€@sp45I undHindlll verdaut, in gleicher Weise Plasmid-

DNA des erwahnten pBluescript-Klones 2.2 der cDNA. Die Vektorfragmente der drei Klone
und das aus dem Klon 2.2 freigesetzte 1,4 kb-Fragment der cDNA wurden nach Elektropho-
rese aus dem Agarosegel extrahiert und durch T4 DNA-Ligase miteinander verknupft. Die
Produkte der Ligation wurden wie zuvor beschriebds.iooli kloniert. Durch Verdau mit den

zur Klonierung verwendeten Enzymen wurden Klone identifiziert, die das 1,4 kb-Fragment der
cDNA enthielten. Damit wurden drei Klone eines Konstrukts, das als pPCW+SNG1 bezeichnet
wurde, hergestellt (s. Abb. 20). Durch den zweiten Schritt der Klonierung wird der tberwie-
gende Teil des mittels PCR erzeugten 0,6 kb-Fragments durch ein Fragment der cDNA ersetzt,
das aus Plasmid-DNA isoliert wurde. Der verbleibende Abschnitt weist eine Grof3e von 50 bp
auf. Das Konstrukt enthalt weiterhin einen nicht translatierten Bereich vom 3’-Ende der cDNA



ERGEBNISSE 61

mit einer Grol3e von 153 bp. Das Fragment36GEcDNA 2 befindet sich in dem Konstrukt

unter der transkriptionellen Kontrolle einer Kombination von PromotdeatJy/5 und tac),

deren Effizienz insgesamt deutlich geringer ist als die des T7-Promotors im pET-Konstrukt (s.
Abschn. 4.5.1). Das i&. coli exprimierte Protein besteht adi$4 Aminosauren, woraus eine
molare Masse von 47,2 kDa resultiert. Es enthalt keinerlei Sequenzen, die durch den Vektor
kodiert werden, wie z.B. einen Hisg

4.5.4 Expression des SNG1-Proteins im Vektor pCW Ori+

Plasmid-DNA der genannten drei Klone des Konstrukts pCW-SNG1 wurde zur Expression
durch Hitzeschock in den Stamm Ddd%on E. coli transformiert. Danach wurden zwei Ver-
suche zur Induktion der Expression des SNG1-Proteins und zum Nachweis von SMT-Aktivitat
durchgefihrt. In beiden Fallen wurde fir keinen der Klone mittels SDS-PAGE die Induktion
einer Proteinbande beobachtet. Als Negativkontrolle wurde der Vektor pCW Ori+ mitgefuhrt.
Die Induktion erfolgte bei 37C, in dem einen Experiment tber einen Zeitraum von drei, in
dem anderen Uber 15 Stunden. Die Zellen der induzierten Kulturen wurden mittels Ultraschall
aufgeschlossen, Teile der Proteinextrakte durch Ultrafiltration weiter angereichert. Aliquots
dieser Extrakte wurden in SMT-Enzymtests eingesetzt. Es wurden die gleichen Proteinmengen
in die Tests eingesetzt wie fur die Konstrukte im Vektor pET-20b(+) (s. Abschn. 4.5.2). Die
Enzymtests wurden mittels DC und HPLC analysiert. Fiur keinen der Klone des Konstrukts
pCW-SNG1 wurde in beiden Versuchen zur Expression die Bildung @sapoyl-L-malat

oder eine SMT-Aktivitat beobachtet.

Aliquots der induzierten Kulturen wurden aul3erdem auf Agar mit und ohne Selektion
durch Ampicillin ausplattiert. In beiden Fallen wurde die gleiche Anzahl von Kolonien erhalten.
Fiur jeden Klon wurde anschlieRend aus drei Kolonien in Minipraparationen Plasmid-DNA
isoliert, die mit den Restriktionsenzym@spi51 undHindlll verdaut wurde. Die Agarosegel-
Elektrophorese zeigte, dass das erwartete Fragment der cDNA freigesetzt worden war (s. Abb.
20). In zwei weiteren Experimenten wurde auf3erdem untersucht, ob in dem Proteinextrakt aus
E. coli Faktoren vorhanden sind, welche die SMT-Aktivitat hemmen. Von einer Kultur der
Stamme BL2IXDE3) und DH% wurde dazu ein Proteinextrakt wie beschrieben hergestellt
und angereichert. Aliquots der Extrakte wurden mit einem Proteinextrakt aus Blattern von
Arabidopsisim Verhdltnis 1 : 1 gemischt und funf Stunden im Eis inkubiert. Ein Aliquot der
Mischungen wurde anschlieRend in einen SMT-Enzymtest eingesetzt. Als Kontrolle wurde ein
Ansatz mit dem Testpuffer und ohne den Extrakt Busoli mitgefiihrt. Die Tests wurden
nachfolgend mittels DC und HPLC analysiert. In beiden Experimenten wurde im Vergleich mit
der Kontrolle keine Reduktion der Bildung vorO2Sinapoyl-L-malat oder der SMT-Aktivitat
festgestellt.
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5 Diskussion

5.1 Die Klonierung des SMT-Gens

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klonierung und Charakterisierung des SMT-Gens aus
Arabidopsis Zu Beginn dieser Arbeit war von diesem Enzym ein N-terminales Peptid bekannt,
das durch Aufreinigung auBrassica rapaerhalten worden war. Diese Information war jedoch

nicht ausreichend, um d&VT-Gen ausB. rapazu klonieren (s. Abschn. 1.2.1 u. 4.1). Um
weitere Sequenzen zu erhalten, ware die erneute Aufreinigung des Proteins notig gewesen, die
sich wiederholt als schwierig erwiesen hatte. Zur KlonierungSi$Gens wurde daher ein
anderer Weg eingeschlagen, der durch die IsolatioerdgfrMutante vonArabidopsisermog-

licht wurde (s. Abschn. 1.2.2). DengtPhanotyp legte die Vermutung nahe, dass durch das
SNG1Gen die SMT kodiert wird. Zudem errmoglichte er die Isolation der T-DNA-Mutante
sngl-4 die der Ausgangspunkt war fur diese Klonierung®M3-Gens.

Im ersten Schritt sollte ausgehend von der T-DNA-Insertion ein Fragy@eamischer
DNA aus denSNG1Gen isoliert werden. Mit der Methode des Plasmid-Rescues kann dieses
auf einem recht einfachen Weg in verhaltnismafRig kurzer Zeit erreicht werden (Behringer und
Medford 1992; Feldmann 1992; Feldmann und Dilkes 1998). In diesem Fall fihrte die Anwen-
dung der Methode aber nicht zur Isolation von Plasmiden, die von einer Seite der T-DNA
stammten und damit flankierende genomische DNA enthielten (s. Abschn. 4.2.1). Durch eine
Southern-Analyse der T-DNA-Insertion wurde aufgedeckt, was vermutlich die Ursache fur
dieses Ergebnis war (s. Abschn. 4.2.2). Die von beiden Seiten der T-DNA zu isolierenden
Fragmente weisen eine Grof3e von 25 kb auf (s. Abb. 5, Verdau Nr. 1, RestriktionSetzym
S. Abb. 6, Verdau Nr. 1, EnzyBcoRl). Diese grofRen Fragmente konnten im Plasmid-Rescue
sehr wahrscheinlich nicht mehr effizient zirkularisiert werden. Das galt allerdings nicht fur das
11 kb-Fragment, das zuséatzlich auf der rechten Seite der T-DNA vorhanden war. Es ist nicht
klar, warum dieses Plasmid nicht isoliert werden konnte. Bei der Analyse von Insertionen
dieser Art sind aber auch Prozesse wie die Rekombination und unvollstandige Integration von
T-DNAs zu bertcksichtigen (s.u.). Diese Prozesse konnten die Funktionslosigkeit des Plasmids
verursacht haben.

Das Ergebnis machte den Einsatz einer anderen Methode erforderlich, um genomische
DNA aus demSNGZ1Gen zu isolieren. Mit Hilfe der inversen PCR waren bereits erfolgreich
Gene aus T-DNA-Mutanten voxrabidopsiskloniert worden (Feldmann und Dilkes 1998). Es
handelt sich dabei um die in den Mutantemstitutively photomorphogenic (Denget al.

1992) undforever youngCalloset al. 1994) betroffenen Gene. Um aber fur den Einsatz der
inversen PCR geeignete Fragmente von den Seiten der T-DNA zu finden, musste zuvor eine
Southern-Analyse der T-DNA-Insertion in der Mutastegl-4durchgefuhrt werden (s. Ab-

schn. 4.2.2). Eine solche Analyse war dartber hinaus aus anderen Grinden geboten. Um den
voraussichtlichen Erfolg von weiteren Versuche zur Klonierunds#i&s1Gens abschatzen zu
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konnen, war es sinnvoll, einen Einblick in die Struktur der T-DNA-Insertion zu erhalten. Es
war wiederholt beobachtet worden, dass T-DNA-Insertionen von einer komplexen Natur sein
konnen (s.u.), die eine Isolation von genomischer DNA unter Umstanden erheblich erschwert.
Auf das Vorliegen von derartigen Verhaltnissen deutete das Ergebnis der Plasmid-Rescues hin,
bei denen von beiden Seiten der T-DNA nur Plasmide mit abnormen Gr63en erhalten worden
waren (s. Abschn. 4.2.1). Das deckte sich nicht mit den in der T-DNA vorhandenen Schnitt-
stellen der Restriktionsenzyme, mit denen das Plasmid-Rescue durchgefuihrt worden war. Es
war deshalb angebracht, auch etwas Uber die Fragmente in Erfahrung zu bringen, die mit der
Methode in diesem Fall isoliert werden konnten.

Grundlage der Southern-Analyse war die Beobachtung, dass T-DNA-Insertionen zumeist
aus einer wechselnden Anzahl von T-DNAs in einer variablen, konkatemeren Anordnung
bestehen (Feldmann und Marks 1987; Feldmann 1992; Tinland 1996). Weiterhin mussten die
bereits erwdhnten Prozesse (s.0.) der Rekombination und nicht vollstandigen Integration von
T-DNAs berucksichtigt werden. Ausgehend von der Southern-Analyse konnten schlief3lich
einige fur die inverse PCR geeignete Fragmente ausgewahlt werden (s. Abschn. 4.2.2). Ein
Einblick in die Struktur der vorliegenden T-DNA-Insertion war hingegen nur sehr begrenzt
moglich. Aus Anzahl und Grél3e der Fragmente in den Southern Blots liel3 sich kein schliissiges
Modell fur diese Insertion ableiten. Die Anzahl der wahrscheinlich dicht beieinander liegenden
T-DNAs wurde auf zwei bis drei geschatzt. In der inversen PCR konnte mit einem der ausge-
wahlten Enzyme ein Fragment amplifiziert werden, welches flankierende genomische DNA von
der linken Seite der T-DNA enthielt (s. Abschn. 4.2.3 u. Abb. 7). Das wurde zum einen ange-
zeigt durch die Struktur des Fragments, das an beiden Enden exakt diejenigen Abschnitte aus
der linken Seite enthielt, die sich mit den eingesetzten Primern theoretisch ergeben mussten.
Demonstriert wurde es zum anderen durch den RFLP, der von der genomischen DNA aus der
inversen PCR zwischen dem Wildtyp und der Mutasmigl-4von Arabidopsiserkannt wurde
(s. Abb. 8). Dieser RFLP wird von der T-DNA-Insertion in der Mutante hervorgerufen, die
sich nach der genetischen Analyse SNG1Gen oder in dessen Umgebung befindet (s. Ab-
schn. 1.2.2). Das klonierte Fragment hatte nur dann von einer anderen genomischen Position
stammen konnen, wenn in der Mutante eine weitere T-DNA-Insertion vorhanden gewesen
ware, in der z.B. durch eine Rekombination N&J 1I-Gen nicht mehr funktionsfahig ist. Das
Vorkommen einer solchen T-DNA-Insertion ist zwar nicht sehr wahrscheinlich, sie hatte aber
durch die genetischen Analyse nicht erkannt werden kdnnen.

Das Fragment konnte deshalb zur Analyse einer genomischen Bibliothékalmaopsis
verwendet werden (s. Abschn. 4.3.1). Dabei wurden drei Cosmide isoliert, deren genomische
DNA anhand eines Verdaus mit dem Restriktionsengndlll in einem Contig mit einer
GrofRe von 34 kb angeordnet werden konnte, der das poter&ldGen einschloss (s.

Abb. 9). Ein 3,8 kb-Fragment, das in allen drei Cosmiden vorhanden war, reagierte in einer
Southern-Analyse mit der Sonde genomischer DNA aus der inversen PCR. Das war ein erster
Hinweis auf die mogliche Position d88lG1Gens. Das Fragment und die beiden benachbarten
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Fragmente wurden anschlie3end subkloniert (s. Abschn. 4.3.2) und partiell sequenziert (s. Ab-
schn. 4.3.3). Die Analyse ergab, dass auf dem 3,8 kb-Fragment ein Gen mit signifikanter
Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen vorhanden ist. Das 5-Ende dieses Gens befindet sich
auf dem angrenzenden 10 kb-Fragment (s. Abb. 13). Innerhalb dieses Gen wurde die Sequenz
genomischer DNA aus der inversen PCR gefunden. Dadurch wurde zugleich die Position der
T-DNA-Insertion in der Mutantsngl-4angezeigt. Das fuhrte zu dem Schluss, dass es sich
hierbei sehr wahrscheinlich um das gesu@N&1Gen handelt.

Das Ergebnis wurde durch eine Northern-Analyse der isolisngbMutanten mit dem
3,8 kb- und 10 kb-Fragment bestatigt (s. Abschn. 4.3.4). Dieses Experiment beruhte auf einer
Beobachtung, die unter anderem im Zuge der Klonierung und Analy$&HeSens gemacht
worden war (Meyeet al. 1996). Dabei war festgestellt worden, dass eine Mutagenese mit
EMS in einem Teil der erzeugtéahl-Allele zu einer in variablem Umfang herabgesetzten
Akkumulation ded=5H-Transkripts fuhrte. Dieser Effekt ist auch von anderen Mutanten dieser
Art bekannt (Feldmaet al. 1994). Ist ein Gen von der Insertion einer T-DNA mit einer Grof3e
von 17 kb betroffen, fihrt das mit grof3er Sicherheit dazu, dass kein Transkript dieses Gens
akkumuliert. Fur daSNG1Gen standen die EMS-Mutantengl-1und sngl-2als auch die
T-DNA-Mutantensngl-3undsngl-4zur Verfigung (s. Abschn. 1.2.2). Es war anzunehmen,
dass diese Mutanten in bezug auf &$G1Transkript ebensolche Unterschiede aufweisen
wuirden. In einer Northern-Analyse sollten diese durch eine Sond&NiB&Gens erkannt
werden. Dies gelang fur das 3,8 kb-Fragment (s. Abb. 11), mit einem sehr schwachen Signal
auch fur das 10 kb-Fragment. Das Ergebnis stitzte die Hypothese, dass SttGd#&zen
groRtenteils auf dem 3,8 kb-Fragment und zu einem geringeren Teil auf dem 10 kb-Fragment
befindet (s.0.). Der Befund, dass in der Mutasmgl-3eine mit dem Wildtyp voArabidopsis
vergleichbare Akkumulation deSNGZTranskripts erfolgt, bestatigte zudem die genetische
Analyse, wonach beide T-DNAs sich in diesem Fall nichGNG1Gen befinden (s. Abschn.
1.2.2).

Die bis zu diesem Punkt durchgefuhrten Experimente ermdglichten die Identifikation des
potenziellen'SNG1Gens. Um die Klonierung de&dNG1Gens eindeutig zu zeigen, wurde das
Cosmid 1 in die Komplementation der Mutastey1-1von Arabidopsiseingesetzt (s. Abschn.
4.3.5). Das Cosmid bestand aus dem 3,8 kb- und 10 kb-Fragment (s.0.), und wenn die Annah-
me hinsichtlich deSNG21Gens richtig war, musste es daher eine Komplementation bewirken.
Der grof3te Teil der transgenen Keimlinge, die mit diesem Cosmid erzeugt worden waren,
akkumulierte ausschlie3lich @-Sinapoyl-L-malat, einige dartber hinausOiSinapoyl:-D-
glucose (s. Abb. 12). Fur diese partielle Komplementation ist wahrscheinlich ein Positioneffekt
verantwortlich. Die durch das Cosmid 1 bewirkte Komplementation zeigte eindeutig, dass sich
dasSNG21Gen in dessen genomischer DNA befinden musste. Mit den beiden anderen Cosmi-
den konnte diessngEMutante nicht transformiert werden, da die darin enthaltene genomische
DNA ausArabidopsissich inArgobacterium tumefacieras nicht stabil in den Vektor pBIC-

20 integriert erwies. Dieses Phdnomen wurde bei der Konstruktion von Cosmid-Bibliotheken
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wiederholt beobachtet, fur die in diesem Fall verwendéié-Bibliothek bislang aber noch
nicht (Meyer 1994, K. Meyer, pers. Mitt.).

Die Sequenz des 3,8 kb-Fragments, auf dem sich das pote®ki€lileEGen grofitenteils
befindet, wurde im Verlauf der Klonierung sehr weitgehend bestimmt (s. Abschn. 4.3.3), das
10 kb-Fragment hingegen von beiden Seiten lediglich ansequenziert. An einer Seite wurde da-
bei das 5’-Ende des potenzielBNGL-Gens gefunden (s.0.), an der anderen das 3’-Ende eines
weiteren Gens mit groRer Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen. Das war ein erster Hinweis
darauf, dass sich in der Umgebung des potenzi€idG1Gens noch weitere, gleichartige
Gene befinden. Es konnte zudem nicht ausgeschlossen werden, dass auch innerhalb des 10 kb-
Fragments ein solches Gen vorhanden war. Das bestétigte sich, als dufdalddspsis
Genomprojekt die Sequenz dieser Region auf dem Chromosom 2 verfugbar wurde (s. Abschn.
4.3.6). Aufgrund der bis zu diesem Zeitpunkt erzielten Ergebnisse war es insgesamt nicht sehr
wahrscheinlich, dass sich d&NG1Gen auf dem 10 kb-Fragment von Cosmid 1 befand.
Dennoch war daSNG1Gen unter diesen Umstanden noch nicht eindeutig identifiziert. Das
machte es erforderlich, die Mutargegl-1von Arabidopsiserneut zu komplementieren, und
zwar ausschlie3lich mit dem potenzieleBNG1Gen. In einem ersten Ansatz wurde zu diesem
Zweck die cDNA dieses Gens verwendet.

Zur Isolation der cDNA wurde mit dem 3,8 kb-Fragment als Sonde eine Bibliothek aus
zehn bis 14 Tage alten Keimlingen vAmnabidopsisanalysiert (s. Abschn. 4.4.1). In diesen
Zeitraum fallt das Maximum der SMT-Aktivitat in der frihen Entwicklung dieser Pflanze (s.
Abschn. 1.1). Aus der Sequenzanalyse der isolierten cDNA ergab sich fur das SNG1-Protein
ein ORF mit einem N-terminalen Methioninrest (s. Abschn. 4.4.3). Damit lag wahrscheinlich
eine vollstandige cDNA des potenziellBNG1Gens vor. In diesem ORF wurde weiterhin das
bekannte Peptid der SMT aBsassica rapagefunden (s. Abschn. 1.2.1 u. 8.2). Durch das
ArabidopsisGenomprojekt stellte sich allerdings spater heraus, dass eine Reihe sehr &hnlicher
Gene in der Umgebung des potenzieBMG1Gens auf Chromosom 2 das gleiche oder ein
sehr ahnliches Peptid kodieren (s. Abschn. 4.3.6), darunter auch das Gen auf dem 10 kb-Frag-
ment von Cosmid 1 (s.0.). Die Vorhandensein dieses Peptids im potenziellen SNG1-Protein
konnte daher nur ein zuséatzlicher Hinweis darauf sein, dass die SMT von diesem Gen kodiert
wird.

Mit der cDNA dieses Gens gelang es insgesamt nicht, die Mstagitelvon Arabidopsis
zu komplementieren (s. Abschn. 4.4.5). Es konnte zwar nachgewiesen werden, dass transgene
Pflanzen hergestellt worden waren, diese enthielten aber alle keinerlei SMT-Aktivitdt und
akkumulierten ausschlie3lich @-Sinapoylf3-D-glucose. Die cDNA befand sich in diesem Fall
unter der Kontrolle des sehr effizienten und konstitutiven Cauliflower Mosaik Virus (CaMV)-
35S-Promotors (s. Abb. 16). Die Northern-Analyse von einigen transgenen Pflanzen demon-
strierte, dass in diesen keBNGZ1Transkript akkumuliert. Fur das Ausbleiben der Komple-
mentation ist damit wahrscheinlich eine Instabilitat 8851 Transkripts verantwortlich. Eine
naheliegende oder plausible Erklarung konnte fir dieses Ergebnis nicht gefunden werden. Es
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ergab sich daraus aber die Konsequenz, dass der eindeutige Beleg fur die Klonierung des
SNGZ1Gens durch die Komplementation mit einem genomischen Klon erbracht werden musste,
der nur dieses Gen umfasste (s.u.).

Der Nachweis der erfolgreichen Klonierung eines Gens ist neben der Komplementation von
entsprechenden Mutanten auch dber die Expression und den Nachweis von Enzymaktivitat
moglich. Deshalb wurde auch versucht, 8¥G1Gen inE. coli zu exprimieren, um fur das
SNG1-Protein die SMT-Aktivitat zu zeigen. In einem ersten Ansatz wurde dazu der Vektor
pET-20b(+) verwendet (s. Abschn. 4.5.1). Der Expressionsstrategie lag die Annahme zugrun-
de, dass das SNG1-Protein ab dem bekannten N-terminalen Peptid der SBtdssica rapa
die aktive,in vivo existente Form des Enzyms darstellt. Diese Annahme war einerseits berech-
tigt, weil die SMT in dieser Form aus. rapa aufgereinigt worden war (s. Abschn. 1.2.1).
Durch eine Computeranalyse war anderseits die oberhalb des SMT-Peptids befindliche N-ter-
minale Sequenz von 19 Aminosauren als ein Signalpeptid fur das Endoplasmatische Retikulum
(ER) identifiziert worden (s. Abschn. 4.4.3). Diese Sequenz wird damit voraussichtlich nach
Einschleusung des Proteins in das ER abgespalten.

Da keine geeigneten Restriktionsenzym-Schnittstellen vorhanden waren, wurde der zur
Expression bestimmte Abschnitt des SNG1-Proteins in einer PCR amplifiziert, wobei die
SNGZ1cDNA als Matrize diente (s. Abschn. 4.5.1). Um Artefakte in der Sequenz zu vermei-
den, wurde zum einen diefu DNA-Polymerase verwendet, die eine sehr geringe Fehlerrate
aufweist. Zum anderen wurden in den Versuchen zu Expression mehrere Klone gleichzeitig
analysiert. In den Experimenten konnte zwar eine Expression des SNG1-Proteins festgestellt
werden (s. Abschn. 4.5.2 u. Abb. 18), dieses akkumulierte aber vollstandig in zytoplasmati-
schen Einschlusskorpern (s. Abb. 19). Die molare Masse des exprimierten Proteins war in der
SDS-PAGE etwas geringer als aus der Aminosauresequenz berechnet worden war (s. Abschn.
4.5.1). Um mindestens einen Teil des Proteins in aktiver Form in Losung zu bringen, wurde die
Expression zudem bei Raumtemperatur {20 versucht, die aber zu dem gleichen Ergebnis
fihrte. Ein Transport des Proteins in das Periplasma, der durch das N-terminale Signalpeptid
des Vektors (s. Abschn. 4.5.1 u. Abb. 17) hatte bewirkt werden sollen, fand gar nicht oder
eventuell nur in einem sehr geringem Umfang statt (s. Abb. 19).

Eine SMT-Aktivitdt konnte in keinem der Experimente nachgewiesen werden. Dieses
negative Ergebnis kann sicherlich verschiedene Ursachen haben. Offensichtlich weist aber das
rekombinante Protein eine starke Tendenz zur Akkumulation in Einschlusskdrpern auf. Das ist
wabhrscheinlich in erster Linie auf die Sequenz 88§ 1Proteins selbst zurlickzufihren. Wur-
de das Protein unter vergleichbaren Bedingungen ohne das N-terminale Signalpeptid (s.0.) und
ohne die am C-Terminus befindliche Sequenz (s. Abschn. 4.5.1) exprimiekkusoudierte es
groRtenteils ebenfalls in Einschlusskorpern (s.u.). Diese Tendenz wird wahrscheinlich noch
durch die starke Uberexpression des SNG1-Proteins begiinstigt, die vermutlich durch den sehr
effizienten T7-Promotor verursacht wird (s. Abschn. 4.5.1 u. Abb. 17). Zudem Ubten die nicht
zum SNG1-Protein gehérenden Abschnitte moglicherweise dadurch einen negativen Einfluss
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aus, dass sie die Faltung zu einem aktiven Enzym behinderten. Ein stérender Effekt auf den
Transport in das Periplasma ging dariiber hinaus eventuell von der am C-Terminus befindli-
chen Sequenz (s.0.) aus. Deshalb war in einem Teil der analysierten Klone dieser Abschnitt bis
auf den HisTag entfernt worden (s. Abschn. 4.5.1 u. Abb. 17). Aber auch in diesem Fall akku-
mulierte das Protein ohne Aktivitat in Einschlusskorpern, und es fand kein oder eventuell nur
ein sehr begrenzter Transport in das Periplasma statt.

Die Sequenzanalyse hatte gezeigt, dass das poteBA@i&Gen signifikante Ahnlichkeit
zu Serincarboxypeptidasen aufweist (s. Abschn. 4.4.3). Die SMT ist dagegen eine Acyltransfe-
rase mit einer anderen biologische Funktion, als sie diesen Enzymen normalerweise zukommt
(s. Abschn. 1.1 u. 5.2). Es war deshalb sehr wichtig, zu demonstrieren, dass dieses Gen die
SMT kodiert. Das wirde beweisen, dass die SMT tatséchlich aus einer Serincarboxypeptidase
entstanden ist. Deshalb wurde erneut die Expression des SNG1-Proteirinim Vektor
pCW Ori+ versucht (s. Abschn. 4.5.3). Dieser besitzt im Vergleich zu dem zuvor eingesetzten
Vektor pET-20b(+) (s.0.) einen deutlich schwacheren Promotor. Durch eine verminderte Ex-
pression des SNG1-Proteins sollte bewirkt werden, das zumindest zum Teil die l6sliche und
aktive Form gebildet wird. Die zu exprimierende Sequenz bestand nur audNd@&trP3otein
ab dem bekannten SMT-Peptid (s. Abb. 20). Damit waren im Gegensatz zum zuvor getesteten
Konstrukt (s.0.) keine Sequenzen vorhanden, die mdglicherweise die Faltung zu einem aktiven
Enzym hatten storen kdnnen.

Zur Herstellung des neuen Konstrukts wurde zuerst ein Fragment der cDNA mit Hilfe der
PCR amplifiziert, das aus dem 5-Ende der zu exprimierenden Sequenz des SNG1-Proteins
bestand (s. Abschn. 4.5.3). Um Artefakte zu vermeiden, kam wiederum eine Polymerase mit
geringer Fehlerrate zum Einsatz. Aus diesem Grund erfolgte in den Versuchen zur Expression
auch die Analyse von mehreren Klonen zugleich. Das in den Vektor pCW Ori+ klonierte PCR-
Fragment wurde aul3erdem fast vollstandig durch ein Fragment der cDNA ersetzt, das nicht
mittels PCR erzeugt worden war. Das geschah mit Restriktionsenzymen auf konventionellem
Wege. Eine Expression des SNG1-Proteins oder eine SMT-Aktivitat konnte aber in keinem
der Versuche festgestellt werden (s. Abschn. 4.5.4). Die Ursache dafur ist nicht klar, ist aber
womaoglich auf der Ebene der Transkription zu suchen. Ein wesentlicher Unterschied zu dem
vorangehend getesteten Konstrukt war der Einsatz eines viel schwacheren Promotors (s.0.),
der von der bakteriellen RNA-Polymerase und nicht von dem Enzym des Bakteriophagen T7
abgelesen wird. Das fuhrte eventuell zu einer geringen Kopienzahl des Transkripts und mit
anderen, unbekannten Faktoren dazu, dass kein aktives Protein exprimiert wurde. Die mit den
beiden Konstrukten (s.o0.) erzielten Ergebnisse zeigten insgesamt, dass die Expression des
SNG1-Proteins irE. coli und der Nachweis von SMT-Aktivitat auf grof3e Schwierigkeiten
Stof3t.

Das machte es erforderlich, in erster Linie die Identitat des poten8dliéiGens zu
beweisen. Als einzige Mdglichkeit dazu verblieb die Komplementation der Msiagielvon
Arabidopsismit einem genomischen Klon d&NG1Gens (s.0.). Im Cosmid 1 waren keine
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Schnittstellen fur ein Restriktionsenzym vorhanden, mit denen das auf dem 10 kb-Fragment
befindliche, zusatzliche Gen des Cosmids 1 hatte entfernt werden kdnnen. Das verbleibende
Fragment des Cosmids hatte ansonsten rezirkularisiert und in die Komplementation eingesetzt
werden konnen. Um ein Fragment zu erzeugen, das nur aus dem poteSi@liGen mit

den regulatorischen Sequenzen des 5'- und 3’-Endes bestand, waren ebenfalls keine geeignete
Schnittstellen mit tberhangenden Enden vorhanden. Ein derartiges Fragment ware zur Kom-
plementation in die T-DNA-Region des Vektors pGA482 (An 1987) kloniert worden. Die
Amplifikation dieses Bereichs auf dem Cosmid 1 mit eine GrofRe von 7 kb mit Hilfe der PCR
erwies sich ebenfalls als nicht mdglich, auch nicht mit einem speziell dafiir nach Barnes (1994)
optimierten Kit (Expand Long Template PCR Kit, Boehringernhtegéeim GmbH, Deutsch-

land). Das Fragment hatte tUber die Schnittstellen geeigneter Restriktionsenzyme, die durch die
Primer eingefiihrt worden waren, ebenso zur Komplementation in den Vektor pGA482 kloniert
werden kénnen.

Die bis zu diesem Stand der Ergebnisse diskutierte KlonierurgMie&ens wurde in der
Arbeitsgruppe von Prof. C. Chapple an der Purdue University (West Lafayette, Indiana, USA)
zu Ende gefuhrt (Lehfeldtt al. 2000). Die Arbeiten sollen an dieser Stelle zusammengefasst
und diskutiert werden. Zur Herstellung des genomischen Klons des potengiiebGen
(s.0.) wurde aus dem Cosmid 1 in einer PCR ein Fragment mit einer Grof3e von 2,2 kb amplifi-
ziert und zur Sequenzierung in den Vektor pGEM-T Easy (Promega Corp., Madison, Wiscon-
sin, USA) kloniert. Dieses Fragment bestand aus dem 5-End8NiE&Gens, das sich auf
dem 10 kb-Fragment des Cosmids 1 befindet, und einem Abschnitt mit einer Grof3e von 1,1 kb
oberhalb davon, der d&NGZXPromotor einschiel3en sollte. Durch den Primer an diesem Ende
wurde eine Schnittstelle des Restriktionsenzigmsl in das Fragment eingeftihrt, die Position
des entgegengerichteten Primers befand sich auf dem 3,8 kb-Fragment unterhalb der Schnitt-
stelle des Enzymslindlll (s. Abb. 13). Dieses Fragment wurde mit den genannten Enzymen
aus dem Vektor pGEM-T Easy nach der Sequenzierung wieder freigesetzt und in den Vektor
pGA482 kloniert (s.0.). Danach wurde in die Schnittstelle des Engyindill das 3,8 kb-
Fragment von Cosmid 1 kloniert. Dadurch wurde der andere Teil des poterg&i@kGens
in den Vektor eingefiihrt, aulRerdem ein unterhalb des Stoppkodons befindlicher Abschnitt mit
einer Grol3e von 1,1 kb. Darin sollten sich die regulatorischen Sequenzen des 3’-Endes dieses
Gens befinden. Die richtige Orientierung des 3,8 kb-Fragments wurde danach in einer PCR mit
den erwadhnten Primern Uberprift. Das Konstrukt komplementierte die Matagitelin glei-
cher Weise wie zuvor das Cosmid 1 (s. Abschn. 3.4.5), womBNeastGen vonArabidopsis
eindeutig identifiziert worden war (Lehfeldt al. 2000).

Um doch noch den Beweis dafiir zu erhalten, dass dieses Gen die SMT kodiert, wurde
erneut der Versuch unternommen, das SNG1-Protdin ¢oli zu exprimieren. Zuvor konnte
eine Expression des SNG1-Proteins nur unter der Kontrolle des T7-Promotors beobachtet
werden (s.0.). Aus diesem Grund wurde der Vektor pET-28a(+) (Stetdadr 1992; Nova-
gen, Inc., Madison, Wisconsin, USA) verwendet, der ebenfalls den T7-Promotor, aber kein
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Signalpeptid fur den periplasmatischen Raum enthielt (s.0.). Die zu exprimierende Sequenz
bestand nur aus dem SNG1-Protein ab dem bekannten SMT-Peptid (s.0.). Das sollte wiederum
verhindern, dass Abschnitte vorhanden sind, die einen stérenden Einfluss auf die Erzeugung
eines aktiven Enzyms ausuiben kdnnen (s.0.). Herstellung und Analyse des Konstrukts erfolgten
in einer Kooperation zwischen Prof. C. Chapple (s.0.) und Dr. K. Meyer (Central Research and
Development, Biochemical Sciences and Engineering, E.l. du Pont de Nemours & Co., (Inc.),
Wilmington, Delaware, USA).

Der zur Expression bestimmte Teil des SNG1-Proteins wurde in einer PCR mit der cDNA

als Matrize amplifiziert und zur Sequenzierung in den Vektor pGEM-T Easy (s.0.) kloniert.
Durch die Primer wurde dabei N-terminal eine Schnittstelle des Restriktionsegghns das
Fragment eingefuhrt, C-terminal eine solche des EnZyals Die EnzymePgd und Ncd
erzeugen die gleichen tberhdngenden Enden. Das Fragment konnte nach der Sequenzierung
deshalb mit den zuvor eingesetzten Enzymen wieder freigesetzt und in die Schnittstellen der
EnzymeNcd und Sal im Vektor pET-28a(+) (s.0.) kloniert werden. Durch die Erkennungsse-
quenz des EnzynBag (TCATGA) wird dabei die Aminosaure Alanin (GCC) an der Position
2 des SNG1-Proteins durch einen Threoninrest (ACC) ersetzt. Es wurde angenommen, dass
diese Veranderung keinen Einfluss auf die Bildung eines aktiven Enzyms hat. Wie schon zuvor,
so akkumulierte auch in diesem Fall das SNG1-Protein nach Induktion wahrscheinlich vollstan-
dig und in inaktiver Form in Einschlusskorpern. Bei einer sehr niedrigen Temperatt€)14
fur die Kultivierung und ohne eine Induktion lie3 sich nach einem langeren Zeitraum (48 Stun-
den) im Extrakt loslicher Proteine aber die SMT-Aktivitat nachweisen (Leldelalt 2000).
Unter diesen Bedingungen, die eine nur geringe Expression bewirkten, wurde offenbar zumin-
dest ein Teil des Enzyms in die aktive und losliche Form gefaltet. Dieser Prozess wurde mogli-
cherweise auch durch die lange Zeit der Inkubation begunstigt. Das Ergebnis zeigte eindeutig,
dass daSNG1Gen vonArabidopsistatsachlich die SMT kodiert.

Es seien an dieser Stelle zwei weitere experimentelle Befunde erwahnt, die mit diesem
Ergebnis in Ubereinstimmung sind. So wurden in der Arbeitgze von Prof. C. Chapple
(s.0.) ca. 42000 Hmlinge von Mutanten, die durch eine Bestrahlung mit schnellen Neutronen
erzeugt worden waren, in der M2-Generation aufsiggtPhanotyp hin analysiert wie im Ab-
schn. 1.2.2 beschrieben. Diese Analyse wurde in erster Linie durchgefihrt, um Aufschluss tber
die Funktion der sehr ahnlichen Gene in direkter NachbarschafSxMiRGen zu erhalten (s.
Abschn. 5.2). Es wurden vier nedeabidopsisMutanten mit einensngtPhanotyp gefun-
den, die von verschiedenen Pflanzen in der M1-Generation abstammten. In keinem Fall wurde
nach Kreuzung mit der Mutansagl-1dersngtPhanotyp komplementiert. Damit handelte es
sich um neue Allele deSNG1Gens, die alsngl-5 sngl-6 sngl-7und sngl-8bezeichnet
wurden. Eine Mutagenese mit schnellen Neutronen fuhrt meistens zu einer Deletion gré3erer
Abschnitte genomischer DNA (Feldmaen al. 1994). Eine Southern-Analyse der Mutanten
zeigte, dass in einem variablen Ausmal} solche Deletionen im Berei@N@ds5ens vorhan-
den sind (Lehfeldet al. 2000). In den Mutantesng1-5 sngl-6undsngl-8war davon immer
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auch das 3,8 kb-Fragment betroffen, was mit den zuvor erzielten Ergebnissen tbereinstimmt,
wonach sich auf diesem zu einem grof3en Teill2Md&1Gen befindet (s.0.). In der Mutante
sngl-7wurde wahrscheinlich eine weniger drastische Veranderung bewirkt, die durch diese
Southern-Analyse nicht aufgedeckt werden konnte.

In der frihen Entwicklung deésrabidopsisKeimlinge wurde auf3erdem mit der cDNA als
Sonde die Expression d&NGZTranskripts in Abhangigkeit vom Licht untersucht. Bei einer
Kultur im Licht akkumulierte die RNA in den ersten 14 Tagen der Entwicklung zu einem deut-
lich hoheren Stand als bei der Anzucht in Dunkelheit (Prof. C. Chapple, pers. Mitt.). Es scheint
damit eine begrenzte konstitutive Expression®e& ETranskripts vorzuliegen, die unter dem
Einfluss von Licht erheblich gesteigert werden kann. Das Transkript war dabei vorhanden ab
dem dritten Tag der Entwicklung, danach wurde bis zum 14. Tag ein stetiger Anstieg der Ex-
pression auf einen maximalen Stand beobachtet. Eine Abh&ngigkeit vom Licht wurde auch fur
die Akkumulation von 29-Sinapoyl-L-malat und fur die Entwicklung der SMT-Aktivitat in
Arabidopsisund Raphanus sativufestgestellt (s. Abschn. 1.1). Das stimmt Gberein mit dem
Ergebnis der Klonierung, wonach es sich bei &G1Gen vonArabidopsisum die SMT
handelt. Die GroRe d&NG21Transkripts im Gel weicht mit 1,5 kb (s. Abschn. 4.4.5) nicht ab
von derjenigen, die sich fur die cDNA d8blG1Gens ergeben hatte (s. Abschn. 4.4.3). Das ist
ein zusatzlicher Hinweis darauf, dass die vollstdndige cDNA dieses Gens isoliert worden war.
Weiterhin entsprechen sich die SMT und das SNG1-Protein in wichtigen Eigenschaften. So
wurde aus der cDNA fur d&8NG21Protein eine molare Masse von 50 kDa und ein isoelektri-
scher Punkt (pl) von 6,2 abgeleitet (s. Abschn. 4.4.3). Solche Werte ergeben sich auch fur die
ausR. sativugGraweet al. 1992) undBrassica rapaaufgereinigte SMT (s. Abschn. 1.1). Das
SNG1-Protein enthélt dartiber hinaus ein N-terminales Signalpeptid fur das Endoplasmatische
Retikulum (ER) (s. Abschn. 4.4.3), was typisch ist fur ein in der Vakuole lokalisiertes Protein
wie die SMT, dessen Transport Uber das ER erfolgt. Eine Signalsequenz fur den Transport in
die Vakuole konnte dagegen nicht identifiziert werden. Das ist aber vermutlich bedingt durch
den noch unzureichenden Kenntnisstand lber diese Sequenzen in hoheren Pflanzen (Vitale und
Raikhel 1999).

Es sei schliel3lich erwahnt, dass es auch moéglich gewesen wa&l@GbSen positionell,
und nicht mit Hilfe einer T-DNA-Mutante, zu klonieren. Die genetische Analyse der Mutante
sngl-lhatte gezeigt, dass sich daG1Gen in der Nahe ddsSRECTALokus auf dem Chro-
mosom 2 vorArabidopsisbefindet (Prof. C. Chapple, pers. Mitt.). So wurde nach Kreuzung
der Mutantesng1-1mit dem OkotypLandsberg erectin der F2-Generation nur eine von 100
Pflanzen gefunden, die den Phanotyp slegt und erectaMutation zugleich besal3. Aus-
gangspunkt fiir die Erzeugung der Mutasbg1-1war der Okotyp Columbia voArabidop-
sis Fur eine positionelle Klonierung hatte die Position sftegkMutation aber noch genauer
bestimmt werden missen. Das Cosmid 1 wurde im Zuge der KlonieruSiN@kGens eben-
falls mit Hilfe von 100 rekombinanten Inzuchtlinien kartiert (Lister und Dean 1993), die das
ABRC (s. Abschn. 2.1, Nr. CS1899) zur Verfugung stellte. Dabei ergab sich eine Position bei
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38,1 Centimorgan (cM) zwischen den Markern m216 (33,1 cM) und m265 (39,3 cM) auf dem
langen Arm des Chromosoms 2 varabidopsis(Prof. C. Chapple, pers. Mitt.). Das stimmt in

etwa Uberein mit der Position dERECTALoKus, der sich bei 50,1 cM befindet. Das Cosmid

1 wurde als der Klon pCC300 auf der Karte nach Lister und Dean eingetragesb{dopsis
thalianaDatabase, Abschn. 2.11). Fur den BAC Klon F21P24, auf dem sich das Cosmid 1 mit
dem SNG1Gen befindet (s. Abschn. 4.3.6), wurde durch AlesbidopsisGenomprojekt als
nachstliegender Marker mi238 bei 39,9 cM auf Chromosom 2vivastDie Ubereinstimmung

dieser Kartierungen im Zuge der Klonierung &#¢G1Gens war ein zusatzlicher, wichtiger
Hinweis darauf, dass die richtige genomische DNA isoliert worden war. Da die positionelle
Klonierung ein aufwendiger Weg zur Isolation eines Gens ist (s. z.B. Meyer 1994 u.dtleyer

al. 1994), hatte auch die Moglichkeit bestanden, bei einem Fehlschlagen der inversen PCR von
der T-DNA-Mutantesngl1-4eine genomische Bibliothek herzustellen. Mit den Fragmenten der
T-DNA-Seiten als Sonden hatte daraus in gleicher Weise ein Fragment genomischer DNA aus
dem SNG1Gen oder dessen Umgebung isoliert werden kdnnen. Eine weitere Methode zu
diesem Zweck ware aul3erdem die Thermal Assymetric Interlaced (TAIL)-PCR gewesen (Feld-
mann und Dilkes 1998). Auf einem dieser Wege ware es wahrscheinlich moglich gewesen, das
SNG1Gen vonArabidopsisdennoch zu klonieren.

5.2 Die Analyse des SMT-Gens

Nachdem im vorangehenden Abschnitt die Klonierung3M3-Gens diskutiert worden warr,

sollen im Folgenden die Eigenschaften dieses Gens erortert werden. Die Sequenzanalyse der
cDNA hatte ergeben, dass die SMT eine signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen
aufweist (s. Abschn. 4.4.3). Das zeigte in erster Linie die Genbank-Analyse, wobei eventuell
alle zu diesem Zeitpunkt darin enthaltenen Sequenzen derartiger Peptidasen als Treffer erhalten
wurden. Zwischen den Sequenzen der Peptidasen und der SMT bestand Uberdies zumindest
teilweise eine sehr hohe prozentuale ldentitat. Fur zwei dieser Enzyme wurden bislang die
katalytisch aktiven Aminosauren eindeutig bestimmt (s. Abschn. 4.4.3). Dabei handelt es sich
um die aus den Aminosauren Serin, Histidin und Asparaginséaure bestehende sog. katalytische
Triade. Neben diesen sind allerdings noch weitere Reste an der Katalyse beteiligt, z.B. bei der
Stabilisierung des Ubergangszustandes (s.u.). Ein Vergleich der SMT mit den Sequenzen der
beiden Enzyme ergab, dass in der SMT an aquivalenten Positionen identische Reste vorhanden
sind (s. Abschn. 4.4.3 u. Abb. 15; Lehfe&dtal. 2000). Die Anordnung der Reste in der Se-
quenz ist dabei typisch fur Serincarboxypeptidasen (Rawlings und Barrett 1994). Darunter sind
in diesem Fall die Reihenfolge und genaue Position der Reste zu verstehen. In der Umgebung
des katalytisch aktiven Serins und der Asparaginsaure befinden sich zudem bestimmte Glycin-
reste (s. Abschn. 4.4.3), deren Existenz nach Rawlings und Barrett (1994) in gleicher Weise
fur diese Familie von Enzymen kennzeichnend ist. Diese Ergebnisse zeigen insgesamt klar, dass
sich die Acyltransferase SMT aus einer Serincarboxypeptidase entwickelt hat.
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Die biologische Funktion von Serincarboxypeptidasen besteht in der Prozessierung und im
Abbau von Proteinen und Peptiden. Sie katalysieren in diesen Substraten die hydrolytische
Spaltung der C-terminalen Peptidbindung, wodurch die endstandige Aminoséure freigesetzt
wird. Der in Serinpeptidasen wirkende katalytische Mechanismus wurde eingehend analysiert,
vor allem in Enzymen, die zu der Familie animalischer Endopeptidasen gehoéren, wie z.B. Chy-
motrypsin (Ferryet al. 1994; Dodson und Wlodawer 1998; Voet und Voet 1998), aber auch in
Enzymen aus der Familie der Serincarboxypeptidasen, wie z.B. der Carboxypeptidase Y aus
Saccharomyces cerevisigBreddam 1986; Remington 1993; Breddam und Remington 1994;
Breddamet al. 1998). Der katalytische Mechanismus dieser Enzyme kann kurzgefasst wie
folgt beschrieben werden. Nach Bildung des Enzym-Peptid-Komplexes wird im ersten Schritt
der Katalyse diex-Carbonylgruppe der vorletzten Aminosaure des Peptids durch ein freies
Elektronenpaar nukleophil angegriffen. Dieses stammt aus der Hydroxylgruppe des Serins, das
sich im aktiven Zentrum befindet. In der Folge wird die Peptidbindung zur C-terminalen Ami-
nosaure geldst und diese freigesetzt. Es entsteht ein Zwischenprodukt, in dem das restliche
Peptid kovalent an das Enzym gebunden ist, der Acyl-Enzym-Komplex. Zugleich wird das
Proton der Serin-Hydroxylgruppe auf dieAminogruppe der abgespaltenen Aminosaure uber-
tragen, woran wesentlich das Histidin und die Asparaginsaure der katalytischen Triade beteiligt
sind. Die Deprotonierung aktiviert dabei den Hydroxyl-Sauerstoff fur den nukleophilen An-
griff. Im Verlauf des gesamten Prozesses wird am C-Atonue@arbonylgruppe ein Uber-
gangszustand mit tetraedischer Konfiguration durchlaufen, dessen Stabilisation durch Effekte
unterschiedlicher Art ein weiterer, sehr wichtiger Beitrag zur Katalyse ist. Im zweiten Schritt
der Katalyse wird der Acyl-Enzym-Komplex hydrolytisch gespalten und das um eine Amino-
saure verkirzte Peptid wieder freigesetzt. Dabei wird das erwdhnte C-Atom durch ein freies
Elektronenpaar aus einem Wassermolekl, welches in das aktive Zentrum eintritt, nukleophil
attackiert. In Umkehrung des ersten Schrittes wird ein Proton des Wassers auf ein N-Atom des
Imidazolsystems im katalytisch aktiven Histidin und von dort auf das aus der Bindung mit dem
Peptid austretende Sauerstoffatom des Serins Ubertragen, wodurch die Hydroxylgruppe des
Serinrests zurickgebildet wird.

Die groRe Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen von Serincarboxypeptidasen und SMT
legt die Vermutung nahe, dass die Katalyse durch die SMT unter Beteiligung identischer Reste
auf dem gleichen Mechanismus beruht, der fir Serinpeptidasen ermittelt wurde. Diese wird
dadurch gestitzt, dass die SMT-Aktivitat in ProteinextraktenAzabidopsisdurch Phenyl-
methylsulfonylfluorid (PMSF) signifikant gehemmt wird (Lehfekit al. 2000). PMSF ist ein
klassischer Inhibitor der Aktivitat zahlreicher Serinpeptidasen und reagiert spezifisch mit dem
Serinrest im aktiven Zentrum dieser Enzyme (Barrett 1994). Ein Serinrest ist daher sehr wahr-
scheinlich auch in der SMT an der Katalyse beteliligt, und damit auch die andere Aminoséauren,
die zur katalytischen Triade gehdren. Weiterhin sind zwischen der Peptidhydrolyse und einer
Transacylierung gewisse Ahnlichkeiten vorhanden, die es erlauben, in erster Annaherung den
folgenden katalytischen Mechanismus fur die SMT zu formulieren. Anstatt einer Peptidbindung
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wird durch die SMT die energiereiche Esterbindung in déxSinapoyli-D-glucose gespal-

ten. Das Proton der Serin-Hydroxylgruppe wird dabei auf die aus der Esterbindung austretende
Glucose Ubertragen, der Sinapoylrest zugleich durch den Serin-Sauerstoff kovalent an das En-
zym gebunden. Dieses Zwischenprodukt unterliegt aber offenbar nicht, wie in den Peptidasen,
einer Hydrolyse. Vielmehr wird die Carbonylfunktion der Sinapinsédure durch ein Elektronen-
paar aus der Hydroxylgruppe von L-Malat nukleophil attackiert, das unter Ausbildung eines
zweiten Enzym-Substrat-Komplexes in das aktive Zentrum eintritt. Dadurch wird die Bindung
im Komplex gel6st und der Ester@Sinapoyl-L-malat gebildet. Dieses Modell bietet einen
ersten Anhaltspunkt, um zu verstehen, wie aus einer Serincarboxypeptidase im Verlauf der
Evolution ein Enzym wie die SMT entstanden sein kbnnte, das eine Transacylierung anstatt
einer Peptidhydrolyse katalysiert. Dabei durfte von grof3er Bedeutung sein, dass in diesem Fall
hauptséachlich L-Malat und nicht Wasser mit dem Acyl-Enzym-Komplex reagieren kann, was
im Vergleich zu Serincarboxypeptidasen auf strukturelle Veranderungen im aktiven Zentrum
der SMT hinweist. Fur die al®aphanus sativugGraweet al. 1992) undBrassica rapa(M.
Lorenzen, pers. Mitt.) aufgereinigten Formen der SMT wurde 10rSinapoyl3-D-glucose
jedenfalls in Enzymtests keine hydrolytische Aktivitat festgestellt. Zumindest bei der SMT aus
B. rapadiirfte es sich, ausgehend von dem bekannten N-terminalen Peptid (s. Abschn. 1.2.1 u.
8.2), ebenfalls um ein Protein handeln, dass aus einer Serincarboxypeptidase hervorgegangen
ist. Strukturelle Veranderungen betreffen dariiber hinaus womdglich die Bindungsstellen der
Substrate 1O-SinapoyHi-D-glucose und L-Malat. Zwischen diesen Verbindungen und einem
Peptidsubstrat besteht jedenfalls eine gewisse strukturelle Differenz.

Auf dhnliche Weise wie fur die SMT lasst sich auch ein Vergleich der Enzyme SCT und

SCE aus dem Stoffwechsel der Sinapinsaureester (s. Abschn. 1.1) mit derartigen Peptidasen
durchfiihren. Wie bei der SMT wird durch die SCT ein Sinapoylrest tbertragen, im Falle der
SCT allerdings auf die Hydroxylgruppe von Cholin und nicht auf diejenige von L-Malat. Die
zur Bildung des Acyl-Enzym-Komplexes erforderliche Aktivierung des Acylrestes erfolgt jedes
Mal in Form des energiereichen Ester®-Binapoyl3-D-glucose. In der durch die Esterase
SCE katalysierten Reaktion wird der Acylrest hingegen auf Wasser Ubertragen, das umgesetzte
Substrat isO-Sinapoylcholin. Gemeinsam ist aber den Reaktionen, dass ausgehend von einem
Sinapinsaureester als Donor ein Sinapoylrest auf die Hydroxylgruppe eines anderen Molekls
als Akzeptor ubertragen wird. Mit Bezug auf die SCE ist zudem schon langer bekannt, dass
Serincarboxypeptidasen vitro zu einer effizienten Esterhydrolyse in der Lage sind (Breddam
1986; Remington 1993, 1998; Remington und Breddam 1994; Breeidalr1998). Daruber
hinaus sind Esterasen isoliert worden, an deren Katalyse eine aus den gleichen Aminosauren
wie in der SMT bestehende katalytische Triade beteiligt ist (Dodson und Wlod9@@y.
Diese Beobachtungen fuhrten deshalb zu der Frage, ob sich nicht nur die SMT, sondern auch
die Acyltransferase SCT und die Esterase SCE evolutionar aus Serincarboxypeptidasen ent-
wickelt haben. Die Gene dieser Enzyme kdnnten dann zu der Gruppe gehdéren, in welcher das
SMT-Gen gefunden wurde (s. Abschn. 4.3.6). In diesem Fall haben womdglich mehrere Gen-
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duplikationen das genetische Material geliefert, das dem Stoffwechsel der Sinapinséaureester in
der Familie deBrassicaceerzugrunde liegt.

Die Analyse desngtMutanten, die durch Bestrahlung mit schnellen Neutronen erzeugt
worden waren (s. Abschn. 5.1), bestatigte diese Annahme allerdings nicht. So fehlen in der
Mutantesngl-6das 10 kb- und 3,8 kb- Fragment von Cosmid 1 sowie das 4,5 kb-Fragment
von Cosmid 2 (Lehfeldét al. 2000). Die Deletion hat damit in dieser Mutante eine Grdf3e von
25 kb, von der daSMT-Gen als auch die umliegenden vier Gene mit groRer Ahnlichkeit zu Se-
rincarboxypeptidasen betroffen sind (s. Abb. 13, Gen Nr. 6-10). Daraus ergaben sich Uber den
sngEtPhéanotyp hinaus aber keine Veranderungen im Stoffwechsel der Sinapinsaureester (Leh-
feldt et al. 2000). Ein Defekt inSCTGen hatte dazu gefuhrt, dass freies Cholin anstelle von
O-Sinapoylcholin in den Samen akkumuliert. Ein DefektS@EGen hatte sich dadurch ge-
zeigt, dass das gespeiche@eSinapoylcholin in der frihen Entwicklung des Keimlings nicht
abgebaut wird. Es ist damit sehr unwahrscheinlich, dass die Enzyme SCT oder SCE von einem
der Gene in direkter Nachbarschaft zBMT-Gen kodiert werden. Dieses Ergebnis wird auch
durch eine Northern-Analyse unterstitzt, die mit Fragmenten der betroffenen finf Gene durch-
gefuhrt wurde (s.o.). Danach wird offensichtlich nur 88T-Gen in der frihen Entwicklung
des ArabidopsisKeimlings exprimiert (Prof. C. Chapple, pers. Mitt.). Diese Phase der Ent-
wicklung betrifft zwar nicht die SCT, das Ergebnis spricht aber zumindest nicht daftr, dass
eines dieser Gene die SCE kodiert. Es ist allerdings méglich, dass es sich bei der SCT oder
SCE um redundante Gene handelt. In diesem Fall waren Gene mit gleicher Funktion an anderer
Stelle im Genom vorhanden, was zu einer Kompensation eines Deletionseffekts gefuhrt hatte.
Es wurde aber mittlerweile eine durch EMS erzeugte MutantéAvalnidopsisisoliert, in der
sehr wahrscheinlich ein Defekt IBCTGen vorhanden ist (Prof. C. Chapple, pers. Mitt.). An-
statt vonO-Sinapoylcholin wie im Wildtyp werden in den Samen der Mutante freies Cholin
und 10O-Sinapoylf3-D-glucose akkumuliert, die Edukte der Reaktion, die durch die SCT kata-
lysiert wird (s. Abschn. 1.1 u. Abb. 1). Diese Mutante wurde deshadimalsoylglucose accu-
mulator 2(sng? bezeichnet (s. Abschn. 1.2.2). Aus der genetischen Analyse der Mutante ging
zudem hervor, dass das betroffene Gen nicht, wisSN&xtGen, auf Chromosom 2 vdkra-
bidopsislokalisiert ist. Wenn es sich dabei tatsachlich um $@3Gen handelt (s. Abschn.

5.3), bestatigt das Ergebnis die Analyse der Mutamid.-6(s.0.).

Die Analyse dieser Mutante hatte zwar gezeigt, dass die Gene in der Nachbarschaft zum
SMT-Gen keine weiteren Enzyme aus dem Stoffwechsel der Sinapinsaureester kodieren. Das
lasst aber die Frage offen, ob sich unter diesen nicht moglicherweise redudbErGene
befinden. Das wirde allerdings bedeuten, dass in allen acht isodag&Mutanten (s.o.), die
durch verschiedene Methoden hergestellt worden waren, in mehr als einem der Gene aus dieser
Gruppe gleichzeitig Defekte vorhanden sind, die zu einem vollstandigen Ausfall der Funktion
fuhren, was sehr unwahrscheinlich ist. Fur das Gen, das sich auf dem 10 kb-Fragment des
Cosmids 1 befindet (s.0.), zeigte aul3erdem eine Northern-Analyse, dass es in Keimlingen von
Arabidopsisnicht exprimiert wird (s. Abschn. 4.3.4). Das musste aber fuE®ifGen der



DISKUSSION 75

Fall sein, da das Enzym an Umwandlungen der Sinapinsdureester beteiligt ist, die zu diesem
Zeitpunkt ablaufen (s. Abschn. 1.1). In den Mutardegl-5 sngl-7und sngl-8 die mit
schnellen Neutronen hergestellt worden waren (s.0.), ist zudem das 10 kb-Fragment von einer
Deletion betroffen (Lehfeldét al. 2000). Wirde das Gen, das auf diesem Fragment lokalisiert
ist, ein zusatzlicheSMT-Gen sein, sollten diese Mutanten nicht degtPhanotyp aufweisen.

Durch dasArabidopsisGenomprojekt wurden aus den Genen der Gruppe, zu der auch das
SMT-Gen gehort, die Aminoséduresequenzen der potenziell kodierten Proteine abgeleitet (s.
Abschn. 4.3.6). Diese sind soweit voneinander verschieden, dass sich daraus unterschiedliche
isoelektrische Punkte (pl) ergeben sollten. Mit der Lasergene Biocomputing Software lie3en
sich Werte errechnen, die um 0,1-0,8 pH-Einheiten voneinander abwichen. Es musste deshalb
moglich sein, potenzielle Isoenzyme der SMT (s. Abschn. 1.1; Geak 1992), die durch

diese Gene kodiert werden, mittels isoelektrischer Fokussierung aufzutrennen. Zu verschiede-
nen Zeitpunkten in der Entwicklung vodrabidopsiswurde aber nur eine Form der SMT
gefunden (s. Abschn. 1.2.2). Es ist daher unwahrscheinlich, dass die sehr &hnlichen Gene in
direkter Nachbarschaft zuBMT-Gen ebenfalls dieses Enzym kodieren. Dass an anderer Stelle
im Genom vonrArabidopsiskeine redundanteBMT-Gene vorhanden sind, war eine essentielle
Voraussetzung fur die Klonierung dieses Gens aus einer T-DNA-Mutante. Das ergab sich in
erster Linie aus der Existenz und der genetischen Analyse der verschisaghBtlutanten (s.
Abschn. 1.2.2). Dass keine Kopien de®IT-Gens imArabidopsisGenom vorhanden sind,

zeigte auch eine mit der cDNA als Sonde durchgefiihrte Southern-Analyse (Prof. C. Chapple,
pers. Mitt.). Die Sonde reagierte nur mit Fragmenten, die mit den verwendeten Restriktionsen-
zymen aus dem Bereich d&WT-Gens freigesetzt werden sollten. Welche Funktion (wenn
Uberhaupt eine) den erwdhnten Genen in der Nah&MasGens zukommt (s.0.), lasst sich

damit bisher nicht beantworten.

Das Analyse deSMT-Gens hat ergeben, dass die Acyltransferase SMT sich evolutionar
aus einer Serincarboxypeptidase entwickelt hat. Aus dem Mechanismus, der fir die Peptidhy-
drolyse durch diese Enzyme formuliert wurde, konnte fur die Katalyse durch die SMT ein
moglicher Mechanismus abgeleitet werden. Proteine und Gene, die zu dieser Familie von Pepti-
dasen gehdren, wurden bereits aus verschiedenen pflanzlichen und anderen Organismen isoliert
und zum Teil sehr genau charakterisiert (Zuber und Matile 1968; Breddam 1986; Remington
1993, 1998; Breddam und Remington 1994; Rawlings und Barrett 1994; Bretddarh998;

Lehfeldt et al. 2000, und darin zitierte Literatur). Das zeigt z.B. auch die grol3e Anzahl von
Sequenzen aus diversen Spezies, die in GenBank deponiert worden sind (s. Abschn. 4.4.3).
Viele dieser Enzyme sind in Pflanzen offenbar in den Vakuolen lokalisiert. Es ist daher die An-
nahme naheliegend, dass sich die SMT aus einer solchen vakuolaren Serincarboxypeptidase
entwickelt hat. Fir die SMT wurde auf biochemischem Wege ja bereits die Lokalisation in der
Vakuole festgestellt (s. Abschn. 1.1; Sharma und Strack 1985; Strack und Sharma 1985). Das
pH-Optimum dieser Enzyme befindet sich aul3erdem bei einem Wert von ungefahr sechs (Bred-
dam und Remington 1994; Rawlings und Barrett 1994), was sehr gut Ulmrainstit dem
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der SMT (s. Abschn. 1.1). Die Enzymaktivitdt von Peptidasen wird normalerweise mit Hilfe
von synthetischen Peptidsubstraten bestimmt (Bred®86; Breddam und Remington 1994).
Daher sind trotz vielfaltiger biochemischer Erkenntnisse die Substrateo haufig nicht ge-

nau bekannt. Es wird deshalb zumeist allgemein eine Funktion im Abbau und in der Prozessie-
rung von Proteinen und Peptiden angenommen. Aus der Klonierui@Mie&ens ergibt sich

aber die Frage, ob sich unter diesen Enzymen nicht auch solche befinden, die in Analogie zur
SMT andere Reaktionen katalysieren.

In den zur Zeit laufenden Genomprojekten wurden aul3erdem bereits viele Gene gefunden,
die eine signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen besitzérabidopsishandelt es
sich dabei um mehr als 30 derartige Gene (s. Abschn. 4.4.3). Bei Pflanzen stehen momentan
die besten Daten Uber das Genom soabidopsiszur Verfugung, das zum grol3en Teil bereits
sequenziert wurde. Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass eine grof3ere Anzahl von derartigen
Genen auch in anderen Pflanzen vorhanden ist, eventuell dariber hinaus sogar in anderen
Organismen. In den Projekten zur Sequenzierung von cDNAs wurden aufl3erdem zahlreiche
Expressed Sequence T4§STs) von Serincarboxypeptidasen gefunden. So enthdiraer
dopsisGene Index des Instituts for Genomic Research (TIGR; Rockville, Madison, USA) die
Tagsaus dieser Pflanze nach der Korrektur um die Redundanz, die sich durch die zufallige
Auswahl der sequenzierten Klone ergibt. In einer am 20.09.2000 durchgefiihrten Analyse mit
der cDNA desSMT-Gens (s. Abschn. 4.4.3) wurden aus diesem Index 28 nicht-redundante
Tagsvon Serincarboxypeptidasen erhalten. Da jeder diesgswahrscheinlich einem expri-
mierten Gen entspricht, sind Arabidopsisdanach mindestens 28 Proteine vorhanden, die eine
signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen besitzen. Diese Zahl kann sich noch weiter
erhdhen, da die Projekte zur SequenzierungArabidopsiscDNAs noch nicht abgeschlossen
sind. Am 20.09.2000 wurde aul3erdem mit der cDNA des SMT-Gens die im Abschnitt 4.4.3
dargestellte Analyse von GenBank wiederholt. In der zu diesem Zeitpunkt giltigen Ausgabe
der Datenbank wurden 7R&rabidopsisGene gefunden, die als potenziell Serincarboxypepti-
dasen kodierend klassifiziert wurden, wobei bislang mehr als 90 % der genomischen Sequenz
dieser Pflanze in GenBank deponiert worden ist. Auch wenn ein Teil dieser Gene womdglich
keine Funktion besitzt, wie zum Teil vielleicht diejenigen in der UmgebungS¥EEGens
(s.0.), ist auch hier erneut die Frage berechtigt, ob es sich bei diesen Genen und Proteinen nur
um Peptidasen handelt. Das Beispiel der SMT macht deutlich, dass die in Genomprojekten
durchgefiihrte Einordnung dieser Gene durch Sequenzvergleiche keinen sicheren Schluss auf
diein vivo tatsachlich ausgetbte Funktion der kodierten Proteine zulasst.

Vergleichbare Reaktionen wie die Transacylierung, die von der SMT im Stoffwechsel der
Sinapinsaureester einigBrassicaceerkatalysiert wird, sind auch aus anderen Bereichen des
phenolischen Stoffwechsels bekannt. Wie bei der SMT stellt auch in diesen FalleD-&iud-
coseester die aktivierte Form des zu Ubertragenden Acylrestes dar. So kann die Biosynthese
der Chlorogensaure, einer weit verbreiteten phenolischen Verbindung, Uber den Thioester der
Kaffeesdure mit Coenzym A, aber auch tbé&-Kaffeoyl-3-D-glucose erfolgen. Ein Transfer,
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der vom 10-Glucoseester ausgeht, wurde z.B. fur eine Transferdpenmoea batatagSul3-
kartoffel) gefunden (Villegas und Kojimi986). Entsprechend wird in der Biosynthese von
Gallotanninen die Gallussaure in der Form deS-Glucoseestersi¥Glucogallin) aktiviert

(Gross 1983). An dieser Biosynthese sind mehrere regiospezifische Acyltransferatigh bete
Neben der SMT und SCT wurde im Stoffwechsel der SinapinsdureestBapbanus sativus

eine weitere Acyltransferase gefunden. Dieses Enzym katalysiert die Bildung vOrdi 3-
napoyH3-D-glucose unter Disproportionierung derOiSinapoyl3-D-glucose (Straclet al

1984; Dahlbender und Strack 1986). Eines der beiden Molekule wirkt dabei als die aktivierte
Form des zu ubertragenden Sinapoylrestes. Wie von Strack und Mock (1993), lethddldt
(2000) und Steffens (2000) ausgefihrt, sind zudem diverse weitere Transacylierungen von Hy-
droxyzimtsduren mit einem @-Glucoseester als Substrat aus dem phenolischen und anderen
Bereichen des pflanzlichen Sekundarstoffwechsels bekannt. Eine analoge Reaktion wurde auch
im Stoffwechsel des Hormons Indol-3-yl-essigsédure (IEjJeia maygMais) gefunden. Die
Bildung des Konjugats IE&yolnositol erfolgt dabei durch eine Transferase, die als Substrat
IESH3-D-glucose verwendet (Michalczuk und Bandurski 1982). Es ist daher nicht auszuschlie-
Ren, dass sich auch unter diesen Acyltransferasen solche befinden, die in Analogie zur SMT
aus Serincarboxypeptidasen entstanden sind. Die fur diese Reaktionen erfordeeGdum 1-
coseester der Acylreste werden dabei vermutlich durch spezifische Glucosyltransferasen wie
z.B. der SGT synthetisiert (s. Abschn. 1.1), die von Uridin-5’-diphosphat (UDP)-Glucose ab-
hangig sind.

Enzyme, die sich wie die SMT im Stoffwechsel der Sinapinsaureester aus dem Gen einer
Serincarboxypeptidase entwickelt haben, aber eine andere Reaktion als die Peptidhydrolyse
katalysieren, sind bislang noch aus zwei weiteren Bereichen des pflanzlichen Sekundarstoff-
wechsels isoliert worden. In einem Fall handelt es sich um eine Reihe von Acyltransferasen, die
in den Trichomen verschiedener Arten an der Biosynthese von 2,84Atyiglucoseestern
beteiligt sind (Ghangas und Steffek®93). Eines dieser Enzyme wurde aysopersicon pen-
nellii (Wildtomate) bis zur Homogenitat aufgereinigt @tial. 1999), was die Klonierung der
cDNA ermdglichte (GenBank Nr. AAF64227). Davon ausgehend wurden drei ahnliche cDNAs
ausSolanum berthaultiisoliert (GenBank Nrn. AF006078, AF006079 u. AF006080). Bei den
zu Ubertragenden Acylgruppen handelt es sich in diesem Fall um verschiedene Fettsduren, und
nicht um eine Hydroxyzimtsaure wie bei der SMT. Diese Ergebnisse zeigen, dass Serincarbo-
xypeptidasen sich offenbar zu Acylransferasen mit ganz unterschiedlicher Substratspezifitat
weiterentwickeln konnten. Die gebildeten Polyester werden sekretiert und sind an der Abwehr
gegen diverse Pathogene beteiligt. Die cDNA der Acyltransferade gesmnelliiwurde mitt-
lerweile in aktiver Form irSaccharomyces cerevisiagprimiert (Li und Steffen2000). Die
heterolog exprimierte cDNA und das aus der Pflanze aufgereinigte Enzym katalysieren beide
die Disproportionierung eines Q@-3-Acylglucoseesters, wobei in regiospezifischer Weise der
1,2-di-O-Acylglucoseester gebildet wird. Es ist interessant, dass im Stoffwechsel der Sinapin-
saureester ein Enzym existiert, das eine vergleichbare Reaktion katalysiert (s.0.), dessen Gen
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aber bisher nicht bekannt ist. Die dugpennelliiaufgereinigte Acyltransferase wird weiterhin

durch Diisopropylfluorophosphat (DFP) vollstandig inhibiert, hat aber anscheinend die Aktivi-

tat als Peptidase verloren. Das zeigten Enzymtests mit gangigen, synthetischen Peptidsubstra-
ten (Li und Steffens 2000). DFP ist wie Phenylmethylsulfonylifluorid (PMSF) (s.0.) ein poten-
ter Inhibitor der Aktivitdt von zahlreichen Serinpeptidasen und reagiert in gleicher Weise nur
mit dem Serin im aktiven Zentrum des Enzyms (Barrett 1994). Die Inhibition der Acyltransfe-
rase aud.. pennelliidurch DFP zeigt damit, dass wie im Falle der SMT (s.0.) offenbar ein
Serinrest an der Katalyse beteiligt ist. Damit ging sehr wahrscheinlich auch bei dieser Acyl-
transferase der katalytische Mechanismus aus dem der Serincarboxypeptidasen hervor. In den
Enzymtests fur diese Acyltransferase wurde als Substatsbbutyl{3-D-glucose verwendet.
Versuche von Li und Steffens (2000) haben gezeigt, dass diese Verbindung von der Carboxy-
peptidase Y au$. cerevisiaaind der Serincarboxypeptidase Il aurgticum aestivurmicht
umgesetzt wird, so dass diese Enzyme, wie es scheint, keine Aktivitat als Acyltransferase besit-
zen. Die Acyltransferase aus pennelliihat damit vermutlich unter Verlust der urspriinglichen
katalytischen Funktion eine neue ausgebildet, die in dem evolutionaren Vorlaufer noch nicht
angelegt war (Steffens 2000).

In dem anderen Fall (s.0.) handelt es sich um eine Hydroxynitril-Lyase (EC 4.1.2) aus
Sorghum bicoloWajantet al. 1994; GenBank Nr. P52708). Das Enzym ist am Abbau des
von dieser Pflanze produzierten, cyanogenen Glukosids (Dhurrin) beteiligt. Durch die Lyase-
Reaktion wird Blausédure (HCN) freigesetzt, welches eine wichtige Rolle spielt in der Abwehr
von Pathogenen. Diese Reaktion besitzt eine geringere Ahnlichkeit zu der Peptidhydrolyse als
ein Acyltransfer, dennoch sind in der Sequenz des Enzyms an aquivalenten Positionen diesel-
ben, potenziell katalytisch aktiven Aminosauren vorhanden wie in der SMT (Lebfeddt
2000). Die Lyase wird zudem, wie die Acyltransferaselauspersicon pennell(is.o.), durch
Diisopropylfluorophopsphat (DFP) inhibiert. Ein Mechanismus fur die von diesem Enzym ka-
talysierte Reaktion mit Beteiligung eines Serinrestes wurde von Wajant und Pfizenmaier (1996)
vorgeschlagen. Die deprotonierte Hydroxylgruppe des Serins wirkt demnach in dieser Katalyse
als Base, welche die Hydroxylgruppe aeslydroxynitrils angreift, womit unter Abspaltung
von HCN die Ausbildung der Carbonylgruppe begiinstigt wird. Das Beispiel dieser Lyase zeigt,
dass ausgehend von Serincarboxypeptidasen im Verlauf der Evolution sogar verschiedene neue
katalytische Fahigkeiten entwickelt worden sind. Fast alle bisher analysierten Lyasen dieser Art
werden zudem durch Substanzen gehemmt, die als spezifische Inhibitoren des aktiven Serins
oder Histidins der katalytischen Triade bekannt sind (Wajant und Pfizenmaier 1996). Nicht alle
diese Enzyme wurden bereits kloniert, so dass noch weitere Lyasen, die eine Gruppe von En-
zymen mit sehr heterogener Abstammung darstellen, aus Serincarboxypeptidasen entstanden
sein konnten. Die Existenz der beiden EnzymelayeennelliiundS. bicolormacht insgesamt
deutlich, dass es sich bei der SMT offenbar nicht um einen Einzelfall im pflanzlichen Sekundar-
stoffwechsel handelt. Vielmehr wurden Enzyme, die aus diesen Peptidasen entstanden sind, in
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andere Bereiche dieses Stoffwechsels integriert, deren Produkte unterschiedliche biologische
Funktionen erfillen.

Die Klonierung und Analyse des Gens der SMT hatte gezeigt, dass diese Acyltransferase
aus dem Stoffwechsel der Sinapinsaureestérabidopsisaus einer Serincarboxypeptidase
entstanden ist. Dabei handelt es sich um eine sehr konservierte Familie von Enzymen, deren
Vertreter vermutlich in allen Eukaryonten zu finden sind und die im primaren Stoffwechsel
essentielle biologische Funktionen erflllen. Das Beispiel der SMT macht deutlich, dass diese
Enzyme im Verlauf der Evolution die Fahigkeit zur Katalyse von Transacylierungen erworben
haben. Damit verbunden war die Integration in den pflanzlichen Sekundarstoffwechsel, woraus
sich auch eine neue biologische Funktion ergeben hat. Wie das Beispiel einer Lyase zeigt, ist
das katalytische Spektrum dabei nicht nur in Richtung eines Acyltransfers erweitert worden.
Verschiedene Beobachtungen und Uberlegungen filhren zu dem Schluss, dass insbesondere im
Sekundarstoffwechsel noch weitere Enzyme wie die SMT vorhanden sein kdnnen. Aufgrund
der grofRen Anzahl unterschiedlicher Reaktionen muss besonders beim Sekundarstoffwechsel
der Bedarf an Genen im Verlauf der Evolution grol3 gewesen sein, um das jetzt vorhandene
katalytische Potential zu erzeugen. Es ist deshalb vermutlich nicht erstaunlich, dass sich gerade
in diesem Bereich aktuelle Beispiele finden, in denen ausgehend von Serincarboxypeptidasen
Enzyme mit neuen katalytischen Eigenschaften entstanden sind. Diese gewéahren damit einen
Einblick in den Ablauf der Evolution von Stoffwechselwegen und Enzymen. Eine solche
Veréanderung des katalytischen Spektrums kénnte auch derartige Enzyme in nichtpflanzlichen
Organismen, anderen Serinpeptidasen-Familien und die gesamte heteraggrevén haufig
hydrolytischen Enzymen betreffen, in denen ein analoges katalytisches System wie in Serinpep-
tidasen wirksam ist (Dodson und Wlodawer 1998). Die Klonierung des Gens der SMT, einem
Enzym, das bisher nur in vier Arten aus der FamilieBiassicaceemachgewiesen wurde, hat
zu diesen Erkenntnissen von allgemeiner Bedeutung einen wichtigen Beitrag geleistet.

5.3 Zukunftige Arbeiten

Die Klonierung desSMT-Gens legt es nahe, die Gene anderer Enzyme aus dem Stoffwechsel
der Sinapinsaureester in gleicher Weise aus einer MutantAratwdopsiszu isolieren. Mitt-
lerweile wurde aus der Mutansag2(s. Abschn. 5.2 u. Abb. 1) auf dem positionellen Weg das

in diesem Fall betroffene Gen kloniert (Shirkyal. 2000). Dieses Gen, das wahrscheinlich die
SCT kodiert, weist wie daSMT-Gen eine signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen
auf. Sollte sich bestatigen, dass es sich hierbei um die SCT handelt, wére das ein weiterer wich-
tiger Beleg fur die Schlussfolgerungen, die aus der Klonierun§MdsGens gezogen worden

sind (s. Abschn. 5.2). Der Ausfall d&MT-Gens und (potenziell) des Gens der SCT hat die
Lebensfahigkeit der dazugehdrigen Mutanten zumindest bei Anzucht unter den kiinstlichen Be-
dingungen im Labor nicht beeintrachtigt. Es ist daher die Annahme berechtigt, dass Mutanten
dieser Art auch fur die Enzyme SCE und SGT isoliert werden kbnnen, sofern es sich nicht um
redundante Gene handelt. Das sollte auf einem ahnlichen Weg méglich sein wie bei der SMT
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(s. Abschn. 1.2.2) oder SCT. Davon ausgehend konnten auch diese Gene kloniert werden,
eventuell in gleicher Weise aus einer T-DNA-Mutante. Das hangt allerdings davon ab, ob wie
bei dersng:Mutante ein Phanotyp vorhanden ist, durch den eine solche Mutante identifiziert
werden kann (s. Abschn. 1.2.2). Sollte das nicht der Fall sein, kdnnten diese Gene positionell
kloniert werden, wie das in deng2Mutante betroffene Gen.

Ausgehend von den vorliegenden Kenntnissen tUber Serincarboxypeptidasen lief3 sich eine
erste Vorstellung entwickeln, wie durch die SMT anstatt der Hydrolyse einer Peptidbindung
ein Acyltransfer katalysiert werden konnte. Der genaue Mechanismus dieser Katalyse musste
aber durch weitere Analysen erst noch aufgeklart werden. Dazu sind die gleichen Methoden
geeignet, mit denen der Mechanismus bei Serincarboxypeptidasen untersucht worden ist (Bred-
dam 1986; Remington 1993, 1998; Breddam und Remington 1994 ;efairyt 994; Breddam
et al. 1998; Voet und Voet 1998). Das beinhaltet unter anderem die kinetische Analyse der
SMT mit dem Einsatz von geeigneten Substraten und Inhibitoren, die spezifische Mutagenese
sowie die Kristallisation und Bestimmung der raumlichen Struktur. Dafir ist es von Vortell,
dass die SMT bereits in einer geringen Menge in aktiver und loslicher F&mcwli expri-
miert werden konnte (s. Abschn. 5.2). Diese Expression lasst sich eventuell noch in der Weise
optimieren, dass die rekombinante SMT mit einem Hig-versehen und in einer grof3eren
Menge durch Affinitdtschromatographie zur Homogenitat aufgereinigt werden kann. Damit
konnten die erwdhnten Experimente durchgefihrt werden, und es lie3e sich z.B. untersuchen,
ob die SMT noch eine Peptidase-Aktivitat besitzt.

Das irE. coliin grof3er Menge unl6slich und inaktiv in Einschlusskoérpern akkumulierende,
rekombinante Protein (s. Abschn. 4.5.2) kdnnte aul3erdem zur Herstellung eines polyklonalen
Antikorpers verwendet werden. Ein SMT-spezifischer Antikdrper wirde es ermoglichen, die
subzellulare Lokalisation der SMT immunhistochemisch zu ermitteln. Dadurch kdnnte, an die
biochemischen Analysen anschlieRend (s. Abschn. 1.1; Sharma und Strack 1985; Strack und
Sharma 1985), der eindeutige Beweis erbracht werden, dass es sich um ein vakuolares Enzym
handelt. Mit Hilfe des Antikorpers kénnte anschlie3end auch der Mechanismus des vakuolaren
Targetingder SMT untersucht werden. Das betrifft insbesondere die bisher nicht bekannten
Abschnitte in der Sequenz, die den Transport des Enzyms in die Vakuole bewirken. Diese
Prozesse sind in Pflanzen noch nicht hinreichend aufgeklart und stellen einen Gegenstand der
aktuellen Forschung dar (Vitale und Raikhel 1999).
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6 Zusammenfassung

Ester der Sinapinsaure sind eines der loslichen Produkte des phenolischen Stoffwechsels in
Pflanzen. Ihr Vorkommen ist typisch fir viele Arten aus der FamilieBdessicaceerfKreuz-

blutler). Sie spielen eine wichtige Rolle als Schutzfiter gegen schadigende UV-Strahlung in
Arabidopsis thaliana.. Heynh. (Ackerschmalwand). Im Wildtyp dieser Pflanze i€-$ina-
poyl-3-D-glucose die Vorstufe von @-Sinapoyl-L-malat, das hauptsachlich in der oberen
Epidermis der Blatter akkumuliert. Die Umwandlung dieser Ester wird katalysiert vonQier 1-
Sinapoyl3-D-glucose:L-Malat-Sinapoyltransferase (SMT, EC 2.3.1.92). Weiterhin wurde die
SMT in Raphanus sativu@Radieschen)Brassica rapa(Rubsen) undBrassicanapus(Raps)
nachgewiesen. DidrabidopsisMutante sinapoylglucose accumulatorsngl akkumuliert
Sinapoylglucose anstelle von Sinapoylmalat, was zu der Annahme fuhrte, dass durch das
SNG1Gen die SMT kodiert wird. Um dieses Gen zu klonieren, wurde in der Sammlung des
ArabidopsisBiological Resource Centers (ABRC) an der Ohio State University (Columbus,
Ohio, USA) eine T-DNA-Mutante mengtPhanotyp identifiziert. Durch inverse PCR konnte
daraus ein Fragment genomischer DNA isoliert werden, das von der T-DNA-Insertion stamm-
te. Mit dieser DNA wurde aus einer genomischen Bibliothek Acabidopsisein Cosmid
erhalten, dass diengtMutante nach Transformation (Vakuuminfiltration rAgrobacterium
tumefaciens komplementierte. Die 13 kb genomischer DNA des Cosmids befinden sich im
Abschnitt 131 (GenBank Nr. AC004401) des Chromosoms 2Avabidopsis was einer Posi-

tion bei 38,1 cM (Marker pCC300) auf der Karte Rekombinanter Inzuchtlinien von Lister und
Dean entspricht. In einem Gen, das von der DNA kodiert wird, wurde die T-DNA-Insertion in
der sng:tMutante gefunden. Ein Fragment genomischer DNA, das nur dieses Gen kodiert,
komplementierte disngEMutante wie zuvor das Cosmid, auf dem sich noch ein weiteres Gen
befand. DaSNG1Gen (GenBank Nr. AAC17816) gehort zu einer Gruppe von funf sehr ahn-
lichen, dicht beieinander liegenden Genen. Ein FragmerSNE&stGens wurde eingesetzt, um

in einer Bibliothek au&rabidopsiskeimlingen eine vollstandige cDNA zu isolieren (GenBank

Nr. AF275313). DieSNG1cDNA weist eine Grol3e von 1,5 kb auf, das daraus abgeleitete
SNG1-Protein enthalt ein N-terminales Peptid von 17 Aminosauren (ASIVKFLPGFEGPLPF-
E), das zuvor auch durch Aufreinigung der SMT Buessica rapaerhalten worden war. Die

vor diesem Peptid befindlichen, N-terminalen 19 Aminosauren wurden als Signalpeptid fur das
Endoplasmatische Retikulum identifiziert. Das SNG1-Protein besteht aus 433 Aminosauren,
woraus sich eine molare Masse von 49,4 kDa ergibt. Die ExpressioS8NistcDNA in
Escherichia colizeigte, dass das SNG1-Protein SMT-Aktivitat besitzt. Die SNG1-Sequenz
weist eine signifikante Ahnlichkeit zu Serincarboxypeptidasen aus diversen Organismen auf
(EC 3.4.16, Peptidasen-Familie S10). Die katalytisch aktiven Reste dieser Enzyme sind auch in
der Sequenz des SNG1-Proteins vorhanden (Serin 173, Asparaginsadure 358 und Histidin 411,
sog. katalytische Triade). Die Aktivitat der SMT aArabidopsiswird durch Phenylmethylsul-
fonylfluorid (PMSF) gehemmt, was die Beteiligung eines Serinrests an der Katalyse zeigt. Die
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Ergebnisse fuhrten zu dem Schluss, dass die Acyltransferase SMT aus einer Serincarboxypepti-
dase entstanden ist. Der Mechanismus der Peptidhydrolyse durch diese Enzyme liegt deshalb
wabhrscheinlich auch der Katalyse durch die SMT zugrunde. Zahlreiche Transacylierungen, in
denen analog zur SMT die Aktivierung durch eine@-B-Acylglucoseester erfolgt, sind insbe-
sondere aus dem phenolischen Stoffwechsel der Pflanzen bekannt. Zwei Enzyme, die ebenfalls
aus derartigen Peptidasen entstanden sind, wurden bislang noch an anderer Stelle im pflanzlich-
en Sekundarstoffwechsel gefunden, eine weitere Acyltransferalgcapersicon pennellii
(Wildtomate) und eine Hydroxynitril-Lyase 8orghum bicolo{Mohrenhirse). Durch da&ra-
bidopsisGenomprojekt konnte auf3erdem eine grof3e Anzahl von Genen und Proteinen mit
Ahnlichkeit zu dieser in Eukaryonten ubiquitaren Familie von Peptidasen identifiziert werden.
Es ist daher anzunehmen, dass in Pflanzen und eventuell auch dartber hinaus weitere Enzyme
wie die SMT vorhanden sind, die aus diesen Peptidasen hervorgegangen sind, aber eine von
der Peptidhydrolyse abweichende Reaktion katalysieren und in anderen Stoffwechselwegen di-
vergente biologische Funktionen erfullen. Die SMT ist damit eines der aktuellen Beispiele, die
ein neues Licht werfen auf das katalytische Potential dieser Familie von Enzymen und die einen
Einblick bieten in diejenigen Prozesse, die der Evolution von Proteinen und Stoffwechselwegen
zugrunde liegen.
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8.1

P1:
P2:
P3:
P4.
P5:
P6:
P7:
P8:
P9:

P10:
P11:
P12:
P13:
P14:
P15:

8.2

Anhang

Primer

GGITCITTIGTIAARTTYYTICCIGGITTYGARGGICCIYTICC
GGIAGYTTIGTIAARTTYYTICCIGGITTYGARGGICCIYTICC
CTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTI
GATGCACTCGAAATCAGCCA
GCGCGGAGTCATTACAGTTA
GCACTGCCAAAATAAATATCCA
CTTGGCATATACCTTTTCA
CTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA
AGCAAGTTCAGCCTGGTTAAG
AGGGCCGGGACAATCATA

GGCCCTCGTTCAAGAAAT

GGAGGCCATGGATGATAA

GCCTCTATCGTCAAGTTT
CTCGAGCAGGGGTTGGCCACTGAT
GGAATTCCATATGGCCTCTATCGTGTTT

N-terminales Peptid der SMT aus Brassica rapa

ASIVKFLPGFEGPLPFE
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8.3 DNA- und Aminosauresequenz des SNGI1-Gens von Arabidopsis *

tattitataaagatcctatgtctatccgtaaatggactaatctitagacacacagagaatataATGAGTTTGAAAATAAA 80
MSLKIKG6

GTTTCTGCTTCTGCTTGTCTTGTATCATCATGTTGATTCTGCCTCTATCGTCAAGTTTCTTCCTGGTTTTGAAGGCCETC 160
FLLLLVLYHHVDSASIVKFLP GFEGP 32

TTCCTTTCGAACTTGAAACCGGGTttgtaattttttitttttttaaccaatgcatttatttgtgtatgtaaacaagcatt 240
LPFELETG 40

cttcttaatgaaggtACATTGGTATTGGTGAGGACGAGAATGTGCAATTTTTCTACTATTTCATCAAATCTGAAAACAAT 32(
YIGIGEDENVQFFYYFI KSENN®G2

CCAAAAGAAGATCCTCTTCTTATATGGTTAAATGGAGGACCTGGATGTTCTTGTCTTGGTGGTATTATTTTTGAGAACGG 400
PKEDPLLIWLNGGPGCSCLGGIIFENGS9

taaatcttataataataaattittaatatataatatatatatatctatatatgtatttatttatttattttitcttcttt 480

cgctaagcactactttcaccgagttatitaaattggtaaaaaaacaaaaatttaggACCGGTGGGTTTGAAGTTTGAGGT 560
PVGLKFEVY9Y

GTTCAACGGAAGTGCTCCTTCTTTGTTCTCTACTACATATTCATGGACAAaggtagccaatagtatgttcatctgtctat 640
FNGSAPSLFSTTYSWT 113

cacaaaccaaatgatacattcttcatccttgaaattitgtgtcaattaaaaaagcaaaaataagaaagaaaaaaaaaaac 720

aaatttgtgtcaatttctcAGATGGCAAACATTATATTCTTGGATCAGCCAGTAGGATCTGGCTTCTCCTACTCAAAAAC 800
KMANIITFLDQPVGSGFSYSKTI134

TCCAATTGATAAAACTGGTGACATAAGTGAAGTAAAGAGGACCCATGAGTTTCTTCAAAAGgtaataagagaaacttgaa 830
PIDKTGDISEVKRTHEFLQK 154

aacgtgtcttaaaagcatitttctctatttgcattgaatttctigtgaatgttggaattctcttggtgtaaagttatcat 960
cttatttaatgtccaagtgttccaagcttaacacattctaattttttatttgaaccaagcggttgaggtgtittttaaaa 1040

attctgcgtatacgattgtctcattgattataacatccacatctcgactgcattttttttgtttttittttgtag TGGCT 1120
W L 156

AAGCAGGCATCCACAATATTTCTCCAACCCTTTATATGTAGTTGGAGATTCTTATTCCGGTATGATTGTCCCGGCCCTCG 1200
SRHPQYFSNPLYVVGDSYSGM IVPAL 182

TTCAAGAAATCTCACAAGGtatggtittatcatatcagtcaattaaagtccacttttcticgaatatcatttaatccatt 1280
VQEISQG 189

ttgttacttitaaacaatatcgacaacggtgcaggAAATTATATATGTTGCGAACCTCCTATAAATC Tacaggtcattga 1360
NYICCEPPINL 200

tctitgatttacttcttgtatcatacataatttttcgaacaataaatattgatagtaaaatatattttcttaccaaaaca 1440

aaaACAGGGTTATATGCTTGGAAACCCTGTAACATATATGGACTTTGAACAAAACTTCCGCATTCCATATGCTTATGETA 1520
QGYMLGNPVTYMDFEQNFRI PYAYG 225

TGGGATTAATCTCCGACGAAATCTATGaggtatgaaataaggcatgcttatattgtcactagagagtttaaatatttgac 1600
MGLISDEIY 234

gaatcgatatactacaagaaaaacattgatttcttatagccaaaaacgtcggaaaatggtaagaaacaggttatttctac 1680
aattttcctacgaaaaatattggtagtaaatgticcataggaaataaatattggtaggaatttggtaggaaatgtctcga 1760

gagtcttgctctgagttttacttatatggtagcaaatgtctcgegagtcttgctctgagttttgcttatattgtatccta 1840
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taataacatgattgaaacttgccatttcgaagcctcaaacgaaataatactgttcgaaactttcatcaaaaataataata 1920

ataattttttitttttttttcaaagaataataataattgttcaaaactcttttgttgcAGCCAATGAAGAGAATCTGCAA 2000
EPMKRICN242

CGGAAATTATTACAATGTGGATCCATCTAACACACAATGTTTGAAACTTACTGAAGAATATCATAAGgtacatcacactc 2080
GNYYNVDPSNTQCLKLTEEYH K 264

agaaatttggtcgatacttttatitatttattgticttttatatatcattactaattccgatttttgtitatccacagTG 2160
C 265

CACTGCCAAAATAAATATCCATCACATATTAACACCAGATTGCGATGTAACCAATGTAACATCTCCTGATTGTTATgtaa 2240
TAKINIHHILTPDCDVTNVTS PDCY 290

gtaatatctctttcctccaaaaataattttttgacagattitgaaaacctatttatgtaaagtacctcagetgcaaccat 2320
ctatttagttataaaaactaagaacgtactaaaaatggatgaaatcaaatgtaaaactatgtgtggatatatittgacat 2400

ticaaagaaacatatttacaaggttgctttgcagTATTATCCATATCATCTCATTGAATGTTGGGCTAACGACGAGAGC 2480
YYPYHLIECW ANDES 305

GTTCGCGAAGCTCTTCATATTGAAAaggtatatgccaagtttaaatttaagattattgatcaaggaagtttctaaattta 2560
VREALHIE 313

aattaaggacgatctatgattacCAGGGTAGTAAAGGAAAATGGGCGCGATGTAATCGGACTATTCCATACAATCACGACA 264D
KGSKGKWARCNRTI PYNHD 332

TTGTAAGCAGCATACCATATCACATGAATAACAGCATCAGTGGATACCGATCTCTTATTTACAGg(tttgatttaaaatta 272D
IVSSIPYHMNNSISGYRSLIYS 354

cttatcaattttaéctcaaétcag c.tcttaggittag aéttaaac‘ctgaatctta.tttttaag.;agctggttttatacaact 2800
acaagtagga&gggcéaaattt.tataag;:tgatag.; atcg e{aagtttagta{aagtttéatatttaaaatttccttgttca 2880
aaaaag caca.tacaag. gaaca{aatatéatagta.ctacatéaatatcaaétttattcéaactattatatatttatatataa 2960
ttatttttcaaacg.;acaac.cgaaéacaagégaat&tttcaaéctgaacca.aacccc;;aatggaactacaaatggtttttt 3040
tttttttttggatatégtttctg.;taaaa.acataéaacctéatggétcataccgaéaccaéaattgtaatctgaggtttta 3120

tacaactigtctgatttatggtgaacag TGGTGATCACGACATCGCGGTCCCTTTTCTTGCAACTCAAGCCTGGATAAGA 3200
GDHDIAVPFLAT QAWIR 371

TCTCTCAATTACTCCCCCATTCATAACTGGAGGCCATGGATGATAAACAATCAAATCGCTGGgtaatatatatctatttt 3280
SLNYSPIHNWRPWMINNQIAG 392

Tcctgttitatatatgtetctcttgtttattcatatttgtagtcatatcacaaacttatgaactcacgtaaaaatcattt 3360

tttttttacagATACACGAGAGCTTATTCCAATAAGATGACATTTGCTACTATCAAAgcaagtgttattatttcagttta 3440
YTRAYSNKMTFATIK 407

aacattttitigtgtcactacattacaatgaaagtgtgtitattaattttttitittttactgtttggattatagGGAGG 3520
G G 409

TGGACACACGGCAGAGTATAGACCAAACGAGACCTTTATCATGTTCCAAAGGTGGATCAGTGGCCAACCCCTGtaacaaa 3600
GHTAEYRPNETFIMFQRWISG QPL 433

aggcttatgaccttcacctataattatctaccaactaatatccacgttaagcgcagttgttigtgtigaaatgtttttgt 3680

tgtttgctitgttgcattcttitgtgctttatgttacaattitatgtgtittatgtactacagttcatt 3749

* Sequenz deSNGZ1Gens vorArabidopsis(oben) und aus der cDNA abgeleitete Aminoséuresequenz
des SNG1-Proteins (unternj.Buchstaben, klein: Introns und nicht translatierte Abschnitte des 5’- und
3’-Endes der cDNA, Buchstaben, gro3: Exons mit den kodierten Aminosauren, Punkte: Abschnitte der
Sequenz bestehend aus zehn Basenpaaren.
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