elektronisches
dokument

Klonierung und Expression in E. coli
der Cardenolid-16'-O-Glucohydrolase

von Digitalis lanata EHRH.

DISSERTATION

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

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

der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

von Herrn Johann Joachim Framm

geb. am 14.12.1971 in der Hansestadt Wismar

Gutachterin/Gutachter:

1. Prof. Dr. Martin Luckner

2. Prof. Dr. Birgit Driager

3. Prof. Dr. Wolfgang Kreis

Halle/Saale, den 18. April 2002

urn:nbn:de:gbv:3-000003975
[http://nbn-resolving.de/urn/resolver.pl?urn=nbn%3Ade%3Aghv%3A3-000003975]



Inhaltsverzeichnis

A Einleitung 1

1  Cardenolide 1

2 B-Glucosidasen 3

2.1 Allgemeines 3

2.2 B-Glucosidasen in Pflanzen 4

2.3 B-Glucosidasen in D. lanata 5

3 Zielstellung der Arbeit 8

B Material und Methoden 9

1 Material 9
1.1 Wasser, DEPC-Wasser

1.2 Pflanzenmaterial 9

1.3 RNA der somatischen Embryogenese 10

1.4 cDNA-Bank aus Bléttern von D. lanata 10

1.5 Losungen 10

1.6 Medien 11

1.7 Puffer 11

1.8 Oligodesoxyribonukleotide (Primer) 12

1.9 Plasmide 13

1.10 Escherichia coli-Stimme 15

1.11 Gerite 16

1.12 Chemikalien, Enzyme, Kits, Verbrauchsmaterial 17

2 Methoden 19

2.1 Molekularbiologische Methoden 19

2.1.1  Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren 19

2.1.2  Trennung und Nachweis von DNA 19

2.1.3  Isolierung von DNA aus Agarosegelen 20

2.1.4  Herstellung kompetenter Zellen 20

2.1.5  Transformation von E. coli 20

2.1.6  Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterienzellen 20

2.1.6.1 Mini-Priparation von Plasmid-DNA 20

2.1.6.2 Midi-Priparation von ultrareiner Plasmid-DNA 21

2.1.7  Restriktion von Plasmiden 21

2.1.8  DNA-Sequenzierung 22



2.1.9
2.1.10
2.1.11
2.1.12
2.1.13
2.1.14
2.1.15
2.1.16
2.1

2.1.16.2  Plattieren der Phagenkolonien

.16.1  Bestimmen des Phagen-Titers

Auswertung der Nukleotid- bzw. Proteinsequenzen und Sequenzvergleiche

Isolierung von Gesamt-RNA

Trennung von Gesamt-RNA in denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen

Aufreinigung von mRNA

cDNA-Synthese

RT-PCR

Klonierung von PCR-Produkten

Screening einer cDNA-Bank aus Bléttern von D. lanata

2.1.16.3  Herstellen der Filterabdriicke
2.1.16.4  Markieren der Sonde

2.1.16.5  Hybridisieren der Filter
2.1.16.6  Isolieren von Phagenklonen
2.1.16.7  Sekundérscreening
2.1.16.8  Uberpriifen positiver Phagenklone
2.1.16.9  Tertidrscreening

2.1.16.10 In vivo Excision

2.1.16.11 Verwendete Losungen

2.1.17

2.1.17.1  Isolierung von Gesamt-RNA
2.1.17.2

Northern-Blot-Analyse

2.1.17.3  Northern-Blot-Verfahren

2.1.17.4  Markierung der Sonde
2.1.17.5  Hybridisieren und Waschen der Blots
2.1.17.6  Detektion der Signale
2.1.17.7  Kontrollhybridisierung

2.1.18

2.1.18.1  Isolierung genomischer DNA
2.1.18.2  Restriktion genomischer DNA

Trennung von Gesamt-RNA in denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen

Southern-Blot-Analyse

2.1.18.3  Elektrophoretische Trennung von genomischer DNA im Agarosegel
2.1.18.4  Southern-Blot-Verfahren

2.1.18.5  Markierung der Sonde
2.1.18.6  Hybridisierung und Waschen der Blots

2.1.19

2.1.19.1  Konstruktion der Expressionsplasmide HF 6, HF 8 undHF 10
2.1.19.2  Expression von cghl in E. coli
2.1.19.3  Analyse der Expression

2.1.20

2.1.20.1  Konstruktion der Expressionsplasmide HF 11 und HF 12

Heterologe Expression in E. coli

Mutagenese

22
22
22
23
23
24
24
25
25
25
26
26
26
27
27
28
28
28
29
29
29
30
30
30
31
31
32
32
32
33
34
34
34
35
35
35
36
37
37
37



2.1.20.2  Konstruktion des Expressionsplasmids HF 13

2.1.20.3  Expression von cghl A205-300, cghl A491-495 und cghl A187P in E. coli

2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.1  Proteinbestimmung

222  SDS-PAGE

2.2.2.1 Herstellung der Gele

2.2.2.2 Probenvorbereitung

2.2.2.3 Proteinstandard

2.2.2.4 Laufbedingungen

2.2.2.5 Férbung der Proteine

2.2.2.6 Aufbewahrung der Gele

2.2.3  Aktivitdtsbestimmung

Ergebnisse
Klonierung der Cardenolid-16-O'-Glucohydrolase von D. lanata
1.1 RT-PCR
1.2 Klonierung der PCR-Produkte
1.3 Homologien zu cghl 374
1.4  Screening der cDNA-Bank
1.5 Die Sequenz cghl
1.6  Sequenzunterschiede zwischen CGH I und cghl
Heterologe Expression von cghl in E. coli
2.1  Expression von cghl als His-tag-Fusionsprotein
2.2 Expression mit dem GST-System
Bestimmung enzymkinetischer Daten von rCGH I
3.1 pH-Optimum
3.2 Temperaturoptimum und -stabilitat
33 K,-Werte
Isoenzyme der CGH 1

4.1 Southern-Blot-Analyse

42 PCR

4.3  Sekundirscreening weiterer Primédrphagenklone

Northern-Blot-Analyse

5.1 mRNA-Expression der cghl in Pflanzenteilen von D. lanata

5.2 mRNA-Expression der cgh/ im Verlauf der somatischen Embryogenese von PEMs von

D. lanata

38

39
39
40
40
40
41
41
41
42
42

44

44
44
45
46
46
47
48

49
50
52

52
52
53
54

55
55
55
56

56
56

57



6

Konstruktion und Expression von cghl-Mutanten

6.1 Konstruktion von cghl 4205-300, cghl A491-495 und cghl A187P
6.2 Expression von cghl A205-300, cghl A491-495 und cghl A187P

Diskussion

Klonierung der Cardenolid-16-O'-Glucohydrolase von D. lanata

1.1  Allgemeines zur Klonierungsstrategie

1.2 RT-PCR

1.3 Screening einer cDNA-Bank aus Blittern von D. lanata

1.4 Die Sequenz cghl

1.5 Zuordnung der cghl zur Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen

1.6  Subzelluldre Lokalisation der CGH 1

1.7 Auswertung moglicher Eigenschaften von cghl

1.8 Sequenzvergleiche von cghl

1.8.1  Homologien von cghl zu Sequenzen der Datenbanken

1.8.2  Vergleich der cghl mit den homologen B-Glucosidasen

Isoenzyme der CGH I in D. lanata

2.1 Allgemeines

2.2 Vorkommen von B-Glucosidasen in Arabidopsis thaliana

2.3 Versuche zum Nachweis von Isoenzymen

23.1 PCR

2.3.2  Analyse weiterer Phagenklone

2.3.3  Southern-Blot-Analyse

Expression der cghl in E. coli

3.1 Wahl des Expressionssystems und Optimierung

3.2 Bestimmung kinetischer Parameter von rCGH I

3.3 Mutanten

mRNA-Expression der cghl

4.1 mRNA-Expression der cghl in Pflanzenteilen von D. lanata

4.2 mRNA-Expression der cghl im Verlauf der somatischen Embryogenese von PEMs von

D. lanata

Abschliefiende Diskussion und Ausblick auf weitere Arbeiten

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

58
58
58

60

60
60
60
64
65
67
68
70
71
71
72

75
75
76
78
78
78
79

79
79
80
81

82
82

84

85

87

90



Abkiirzungsverzeichnis

Abb.

BSA
cDNA
CGHI
cghl
CGH 11
CTAB
DC
DEPC
DLC
DMSO
DNA
DNase
dNTP’s
DTT
EDTA
EMBL

HPLC

IPTG

K

L

LA
LB-Medium
LC

M

MOPS

Mg

mRNA

Abbildung

Basenpaare

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
komplementidre DNA (copy DNA)
Cardenolid-16'-O-Glucohydrolase

vollstdndige cDNA, die fiir ein Isoenzym der CGH I kodiert
Cardenolid-4'-O-Glucohydrolase
N-Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid
Diinnschichtchromatographie
Diethylpyrocarbonat

Desacetyllanatosid C

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsiure

Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphate
1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsdure

Européisches Molekularbiologisches Laboratorium
(European Molecular Biology Laboratory)
Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (High Perfor-
mance Liquid Chromatography)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Michaelis-Menten-Konstante

Liter

Lanatosid A

Luria-Bertani-Medium

Lanatosid C

molar

2-Morpholino-O-propansulfonsiure
Molekulargewicht

Boten-RNA (messenger RNA)



NYHA New York Heart Association

ODx optische Dichte bei x nm

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphatpuffer (Phosphate Buffered Saline)

PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
PEMs Proembryogene Massen

pfu Plaque bildende Einheiten (plaque forming units)

Pfu Pyrococcus furiosus

P; Isoelektrischer Punkt

PVP Polyvinylpyrolidin

rCGH I rekombinante Cardenolid-16'-O-Glucohydrolase aus E.coli
RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

SDS Natriumduodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
SDS-PAGE-Gel SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese-Gel

SSC Standard Saline Citrate

SpTrEMBL Proteinsequenzdatenbank, die sich aus der Ubersetzung der

Nukleinsduren der EMBL-Datenbank ergibt (SWISS-PROT
annonated translated EMBL)

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBS Tris Buffered Saline

TE Tris-EDTA

TEMED N, N, N, N'-Tetramethyl-Ethylendiamin
™ Handelsname (Trade mark)

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-aminoethan
U Enzym-Einheit (Unit)

UPM Umdrehungen pro Minute

Uv Ultraviolett

VT Volumenteile

X-Gal 5-Brom-4-chlor-indolyl-B-D-galactopyranosid



A Einleitung

1 Cardenolide

Unter Cardenoliden versteht man eine Gruppe meist glykosidischer Pflanzeninhaltsstoffe,
die eine spezifische Wirkung auf den Herzmuskel von Kalt- und Warmbliitern haben.
Strukturchemisch sind sie C,3-Steroide, die iiber eine alkoholische 3-Hydroxylgruppe in
glykosidischer Bindung mit dem zyklischen Halbacetal eines Mono-, Di-, Tri-, Tetra- oder
Pentasaccharids verkniipft sind. Im Steroidteil fdllt die selten vorkommende cis-trans-cis-
Verkniipfung der Ringe A/B/C/D auf. An CI17 ist B-stindig ein Sgliedriger Lactonring
gebunden. Ungewohnlich ist die an der 3-Hydroxylgruppe B-stindig gebundene Zucker-
kette. Diese ist meistens unverzweigt, besteht aus maximal 5 Zuckern und weist neben
hiufigen auch seltene Zucker, vornehmlich 2-, 6-Desoxyzucker bzw. 2,6-Didesoxyzucker,
auf. Wiahrend diese Desoxyzucker direkt am Aglykon gebunden sind, befindet sich
Glucose, soweit vorhanden, immer am Ende der Zuckerkette. Cardenolide mit terminaler
Glucose werden als Primirglykoside, solche ohne Glucose als Sekundirglykoside
bezeichnet (siche LUCKNER und WICHTL, 2000 fiir die Entwicklung dieser Begriffe).

In der Gattung Digitalis wurden bisher tiber 100 Cardenolide gefunden. Ihre strukturelle
Vielfalt ergibt sich aus der Kombination von 6 verschiedenen Aglyka (Reihe A — F) mit
Zuckern unterschiedlicher Linge und Struktur. Die im Rahmen dieser Arbeit relevanten
Cardenolide gehoren entweder zur A-Reihe (Lanatosid A — Digitoxigenin als Aglykon)
oder zur C-Reihe (Lanatosid C/Desacetyllantosid C — Digoxigenin als Aglykon). Sie sind
in Abbildung 1 dargestellt bzw. in Tabelle 1 mit ihren zugehorigen Sekundérglykosiden

aufgelistet.

Abb.1: Chemische Struktur der Cardenolide
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Primiirglykoside R1 R2 R3 Sekundérglykoside R1 R2 R3
Lanatosid A Glu COCH; H a-Acetyldigitoxin H COCH; | H
Lanatosid C Glu COCH; OH a-Acetyldigoxin H COCH; | OH
Desacetyllanatosid C | Glu H OH Digoxin H H OH

Tab.1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primér- bzw. deren Sekundérglykoside

In Digitalis-Arten gefundene Cardenolide sind hauptsidchlich Primérglykoside, die in der
Vakuole der Zelle gespeichert werden (KREIS und REINHARD, 1987; HOELZ et al., 1992).
Sekundarglykoside, die nur in geringen Mengen detektiert wurden, werden als Artefakte
bei der Aufarbeitung bzw. als Abbauprodukte diskutiert (HOELZ et al., 1992). Die
Umwandlung von Primédr- zu Sekundérglykosiden bei der Aufarbeitung der Digitalis-
Blétter wird auf die Wirkung glykosidspaltender Enzyme, die erst bei der Zerstorung des
Gewebes mit ihrem Substrat in Kontakt kommen, zuriickgefiihrt. Da in der Therapie
vorwiegend Sekundirglykoside angewandt werden, ist dieser ProzeB erwiinscht, d.h. er
wird in der pharmazeutischen Industrie bewufit ausgenutzt (LUCKNER und DIETTRICH,
1979; BOEHRINGER MANNHEIM, 1990).

Fiir Primérglykoside, die als vermutliche Endprodukte der Cardenolid-Biosynthese in
der Vakuole gespeichert werden, konnte an Digitalis-lanata-Suspensionskulturen eine
aktive Aufnahme in die Zelle bzw. Vakuole gezeigt werden, wihrend fiir Sekundér-
glykoside nur Diffusionsvorgidnge beobachtet wurden (KREIS und REINHARD, 1987).

Cardenolide bieten aufgrund ihrer kardiotoxischen Wirkungen Digitalis-Pflanzen einen
effektiven Schutz gegen Frafifeinde, vor allem gegeniiber Sdugetieren und Vogeln. Die in
subtoxischen Dosen auftretenden kardiotonischen Wirkungen der Cardenolide macht man
sich bei der Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium II und III) und
bei Arrhythmien (Vorhofflimmern, Vorhofflattern) — vor allem bei solchen, die von einer
Herzinsuffizienz begleitet sind — zu Nutze. Da es bisher nicht gelungen ist, Cardenolide in
einem Okonomisch vertretbaren Rahmen synthetisch zuginglich zu machen bzw.
effektivere Arzneistoffe fiir die Therapie der Herzinsuffizienz bereitzustellen, werden
Cardenolide nach wie vor aus Blittern von kultivierten D. lanata-Pflanzen gewonnen und

in der Therapie angewandt.
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2 B-Glucosidasen

2.1  Allgemeines

B-Glucosidasen katalysieren die Hydrolyse von Alkyl-, Aryl- oder Oligo-B-D-Glykosiden
und flihren damit zur Freisetzung von B-D-Glucose und dem entsprechenden Aglykon bzw.
einem Zucker (REESE, 1977). Ihr Vorkommen ist wahrscheinlich ubiquitér, d.h. sie sind in
Archebakterien, Eubakterien und in Eukaryoten zu finden (WOODWARD und WISEMAN,
1982).

In der IUB Enzym-Nomenklatur (1984) werden B-Glucosidasen unter dem Eintrag [EC
3.2.1.21] aufgefiihrt. Diese Einteilung reflektiert hauptsidchlich die Substratspezifitit und in
seltenen Fillen den moglichen Reaktionsmechanismus. Da in steigendem Male die
Sequenzen der Enzyme zuginglich sind, werden Glykosyl-Hydrolasen aufgrund der
Ahnlichkeit ihrer Aminosiuresequenz klassifiziert (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT und
BAIROCH, 1993, 1996). Diese Einteilung, die im Moment aus 87 Familien besteht, beruht
auf der strukturellen Ahnlichkeit der Enzyme und ldBt Vermutungen iiber deren
evolutiondre Beziehung untereinander sowie den moglichen Reaktionsmechanismus zu.
B-Glucosidasen sind darin den Familien 1 und 3 der Glykosyl-Hydrolasen zugeordnet
(COUTINHO und HENRISSAT, 1999).

Innerhalb der B-Glucosidasen konnte aufgrund struktureller Unterschiede eine klare
Trennung in 2 Subfamilien (A und B) gemacht werden (BEGUIN, 1990; GRABNITZ et al.,
1991). Wihrend sich die Subfamilie A aus B-Glucosidasen von Bakterien, Archebakterien,
Pflanzen und Siugetieren zusammensetzt (ZENG und POULTON, 1995; GRABNITZ et al.,
1991), sind in der Subfamilie B die B-Glucosidasen aus Pilzen und aus Bakterien des
Pansen von Wiederkduern zu finden (ROJAS und ROMEU, 1995).

Die weite Verbreitung der B-Glucosidasen 146t bei ihnen &hnliche Eigenschaften
erwarten. Tatsdchlich haben die meisten f-Glucosidasen ein Molekulargewicht von 55 bis
65 kDa, ein pH-Optimum im sauren Milieu (pH 5-6) und ihre Substrate miissen in den
meisten Féllen B-Glucoside sein. Ist die Substratspezifitit der B-Glucosidasen beziiglich
der Zuckerkomponente noch hoch, kann sie in Bezug auf das Aglykon erheblich variieren
(HOSEL und CONN, 1982). In ihrer Struktur und Sperzifitit unterscheiden sich
B-Glucosidasen aus verschiedenen Reichen oft wesentlich, was auf ihre Nichtbeteiligung
am Primérstoffwechsel und evolutiondre Divergenz/Konvergenz zu besserer Substrat-

erkennung zuriickzufithren sein konnte. Als ein weiteres Merkmal weisen viele
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B-Glucosidasen eine erstaunlich hohe Stabilitdt gegeniiber Proteasen und denaturierenden
Reagenzien auf (ESEN, 1993).

B-Glucosidasen sind aus verschiedenen Griinden von medizinischem, wirtschaftlichem
und wissenschaftlichem Interesse. So fiihrt z. B. beim Menschen ein Defekt in einer Gluco-
cerebrosidase zur Erbkrankheit des Morbus Gaucher (GRABOWSKI et al., 1993); Zellulose,
der stirkste nachwachsende Rohstoff auf der Erde, wird nach Hydrolyse zu Zellobiose
durch B-Glucosidasen in 2 Molekiile Glucose gespalten (BEGUIN, 1990), und in Pflanzen

sind B-Glucosidasen an einer Reihe von wichtigen Prozessen beteiligt.

2.2 B-Glucosidasen in Pflanzen

Das iiberwiegende Interesse an pflanzlichen B-Glucosidasen ist durch die von ihnen
freigesetzten Aglyka und deren Wirkungen bedingt. So konnen B-Glucosidasen z.B.
Phytohormone (BRZOBOHATY et al., 1993), Isothiocyanate (BENNETT und WALLSGROVE,
1994), Blausdure (POULTON, 1990), Steroidsaponine (NISIUS, 1988; INOUE et al., 1996),
Flavonoide (HOSEL und CONN, 1982) und Alkaloide (HEMSCHEIDT und ZENK, 1982;
SCHUBEL et al., 1986; GEERLINGS et al., 2000) aus ihren konjugierten Formen freisetzen
und damit Prozesse, wie z.B. das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen
(BRZOBOHATY et al., 1993), die Abwehr von Frafeinden sowie den Abbau (HOSEL und
CONN, 1982) und die Biosynthese (HEMSCHEIDT und ZENK, 1982; SCHUBEL et al., 1986;
GEERLINGS et al., 2000) von Sekundérstoffen beeinflussen bzw. regulieren.

Ein in Pflanzen weitverbreitetes Phdnomen, an dem B-Glucosidasen beteiligt sind, ist
die Cyanogenese. Dabei wird aus cyanogenen Glykosiden durch die Einwirkung von
B-Glucosidasen Blauséure freigesetzt. In der intakten Pflanze liegen Enzym und Substrat in
verschiedenen Zellkompartimenten vor. Bei einer Verletzung der Pflanze durch FraBfeinde
wird diese Kompartimentierung aufgehoben, und als Folge davon werden cyanogene
Glykoside zu Blausdure hydrolysiert, die die Angreifer abtotet (POULTON, 1990).

Bereits 1837 beschrieben LIEBIG und WOHLER (1837) das Enzymgemisch Emulsin aus
Mandeln, das aus Amygdalin Blausdure freisetzen konnte. Inzwischen wurden alle
3 Enzyme des Emulsins aus Prunus serotina identifiziert und charakterisiert (POULTON,
1993). Cyanogene Prozesse konnten bis dato in iiber 3000 Pflanzen aus 110 verschiedenen

Familien nachgewiesen werden (POULTON, 1990).
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Eine Beteiligung von B-Glucosidasen an der Freisetzung toxischer Verbindungen nach
Verwundung durch Fraflifeinde wurde auch fiir Senféle (BENNETT and WALLSGROVE,
1994), Steroidsaponine (NISIUS, 1988) und Alkaloide (GEERLINGS et al., 2000)

angenommen.

2.3 B-Glucosidasen in D. lanata

Schon 1935 konnten von STOLL et al. glykosidspaltende Enzyme in Blittern von Digitalis-
Arten (Digilanidase, Digipurpidase) nachgewiesen werden. Sie lieen sich jedoch nicht
extrahieren und wurden deshalb als ,,Desmoenzyme* bezeichnet. Unter Verwendung eines
Detergenz gelang es 1972 BARISCH et al. geringe Enzymmengen zu solubilisieren.
Wesentlich groflere Mengen an Enzym konnten 1990 durch KREIS und MAY unter Einsatz
des nichtionischen Detergenz Triton X-100 aus Blittern von D. lanata, D. purpurea und
D. heywoodii extrahiert werden. Damit wurde das Enzym einer Reinigung zugénglich. Bis
1998 konnte das Enzym aus Bléttern von D. lanata gereinigt, charakterisiert (MAY und
KREIS, 1997; SCHONIGER et al., 1998) und zu einem geringen Teil sequenziert werden
(SCHONIGER et al., 1998). Aufgrund seiner Spezifitét, die Hydrolyse der B-D-Glucose von
Cardenoliden mit einem Tetrasaccharid als Zuckerkette (s. Abb.1) zu katalysieren, wurde
es als Cardenolid-16'-O-Glucohydrolase bezeichnet und konnte durch die sequenzierten
Peptide der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen (SCHONIGER et al., 1998) zugeordnet
werden. Seit eine zweite cardenolidspezifische B-Glucosidase (CGH II) in Suspensions-
kulturen von D. lanata detektiert wurde (THEURER et al., 1994), wird die Cardenolid-16'-
O-Glucohydrolase als CGH I bezeichnet.

Wihrend die CGH I nur in Geweben, die Cardenolide synthetisieren, zu finden ist
(MAY und KREIS, 1990), ist die CGH II sowohl in cardenolidsynthetisierenden als auch in
cardenolidfreien Geweben vorhanden (THEURER et al., 1994). Die CGH II ist inzwischen
aus D. lanata-Blittern gereinigt und charakterisiert worden (HORNBERGER et al., 2000). Sie
weist ihr eigenes Substratspektrum auf und unterscheidet sich auch in ihren Eigenschaften
(Lokalisation, Molekulargewicht, pI) von der CGH 1. Aufgrund ihrer Féhigkeit, die
Hydrolyse von Cardenoliden mit einem Disaccharid als Zuckerkette zu katalysieren

(s. Abb.2), wird die CGH II als Cardenolid-4'-O-Glucohydrolase bezeichnet.
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Abb.2: Chemische Struktur von Cardenoliden mit einem Disaccharid als Zuckerkette

R1 R2
Glucoevatromonosid H B-D-Glucose
Glucogitorosid OH B-D-Glucose
Glucoquinovosid H B-D-Quinovosid

Tab.2: Strukturformeln einiger Substrate der Cardenolid-4'-O-Glucohydrolase (CGH II)

Fiir die CGH II liegen Berechnungen vor, die die unterschiedliche Substrataffinitit der
CGH II zu Cardenoliden mit verschiedenen Disacchariden als Zuckerkette erkldren konnen
und die vermuten lassen, dafl das Aglykon fiir die Substraterkennung eine untergeordnete
Rolle spielt (TERADA et al., 2000).

Uber die biologische Funktion glykosidspaltender Enzyme in Digitalis-Arten konnten
bisher nur Vermutungen angestellt werden. Wihrend die Cardenolide in Form ihrer
Primirglykoside in der Vakuole gespeichert werden (KREIS und REINHARD, 1987; HOELZ
et al., 1992), wurde fiir die CGH I eine Bindung an die Chloroplastenmembran (BUHL,
1984) bzw. an weitere Organellenmembranen (MAY-HERTL, 1991) berichtet, so daB} eine
rdaumliche Trennung von Enzym und Substrat innerhalb der Zelle vorliegt. Wird diese
Struktur, z. B. nach Feindangriff, zerstort, kommen Substrat und Enzym in Kontakt, und
aus den Primirglykosiden werden Sekundérglykoside gebildet, die toxisch fiir FraBfeinde
sind (MAY und KREIS, 1997).

Weiterhin ist eine Beteiligung der CGH I am Transport von Cardenoliden diskutiert
worden. Da die Biosynthese der Cardenolide zum iiberwiegenden Teil in den Mesophyll-

zellen der griinen Blitter ablauft (HAGIMORI et al., 1984), sie jedoch in allen Organen der
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Digitalis-Pflanzen vorhanden sind (VOGEL und LUCKNER, 1981), mul3 ein Transport von
den Bildungsgeweben (sources) zu den Speichergeweben (sinks) erfolgen. CHRISTMANN et
al. (1993) zeigten, dal die Cardenolide im Phloem in Form ihrer Primirglykoside
transportiert werden und postulierten ein Sink-Source-Modell, bei dem neben neu-
synthetisierten Primdrglykosiden auch die in der Vakuole gespeicherten Primérglykoside
von Bildungsgeweben fiir den Transport zu den Speichergeweben mobilisiert werden.

Fiir diese Mobilisierung ist eine Beteiligung von cardenolidspezifische Glucosidasen,
wie der CGH I, und Glucosyltransferasen in Betracht gezogen worden. Die ,,korrespond-
ierende” Glucosyltransferase DGT (UDP-Glucose:Digitoxin 16'-O-Glucosyltransferase)
wurde als extravakuoléres, 16sliches Protein in Zellkulturen von D. lanata, D. purpurea,
D. heywoodii, D. lutea und D. grandiflora (KREIS et al., 1986, 1993) sowie in Blittern,
Bliiten und Wurzeln von D. lanata (MAY und KREIS, 1990) gefunden. Eine weitere
Glycosyltransferase, die UDP-Glucose:Cardenolid 4'-O-Glucosyl-transferase, konnte aus
D. heywoodii gereinigt und charakterisiert werden (HORNBERGER, 1999) und die Existenz
mindestens noch einer weiteren Glycosyltransferase geschluflfolgert werden (THEURER et
al., 1994).

Eine Remetabolisierung der Primérglykoside aus der Vakuole ist zu vermuten, da der
Gehalt an Cardenoliden einjdhriger D. lanata-Pflanzen nach Erreichen eines Maximums
wieder abfillt (WICHTL und FREIER, 1978; KIRSCHKE, 1996). Wie eine derartige
Mobilisierung der Primérglykoside ablduft und welche Rolle dabei glykosidspaltende
Enzyme spielen, konnte bisher noch nicht geklart werden. Als mogliche Abbaureaktion fiir
Cardenolide konnten in seneszenten D. lanata-SproBkulturen oxidative Prozesse in der
Zuckerkette beschrieben werden (RHENIUS et al., 1997).

Fiir die CGH 11 ist aufgrund ihrer iiberraschend hohen Substratspezifitit eine bestimmte
Funktion in der Biosynthese und/oder im Abbau der Cardenolide in D. lanata vermutet
worden (HORNBERGER et al., 2000).

Neben den cardenolidspezifischen p-Glucosidasen konnte die Existenz von
unspezifischen B-Glucosidasen in Bléttern von D. lanata nachgewiesen werden (KREIS et
al., 1986; HOELz et al.,, 1992; MAY und KREIS, 1997; SCHONIGER et al., 1998;

HORNBERGER et al., 2000).
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3 Zielstellung der Arbeit

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es, einen cDNA-Klon der Cardenolid-16'-O-
Glucohydrolase (CGHI) zu isolieren. Dabei sollten die Erfahrungen und vorhandenen
Hilfsmittel (Antikorper, Peptidfragmente der CGH I, cDNA-Bank aus einjdhrigen Blattern
von D. lanata) zur Klonierung der CGH I genutzt werden.

Mittels der cDNA sollten Aussagen tiber die Struktur sowie die Lokalisation und
Expression der CGH I in D. lanata getroffen werden. Dazu sollten molekularbiologische
Methoden (Northern- und Southern-Blot-Analyse, heterologe Expression und

rekombinante Technologie) zur Anwendung kommen.



B Material und Methoden

1 Material

1.1 Wasser, DEPC-Wasser

Wasser wurde durch Umkehrosmose (CHRIST) mit nachfolgendem, mehrstufigem
Ionenaustauscher (SERAL) und einer Filterpatrone fiir organische Bestandteile gereinigt.
Fiir proteinchemische Arbeiten wurde unsterilisiertes, gereinigtes Wasser verwendet; fiir
molekularbiologische Arbeiten wurde es zusitzlich autoklaviert.

DEPC-Wasser wurde gewonnen, indem gereinigtes Wasser 2 h mit 0,1 % DEPC
versetzt und anschlieBend autoklaviert wurde. Es kam bei Arbeiten mit RNA zur

Anwendung.

1.2 Pflanzenmaterial

Zur Isolierung von Gesamt-RNA fiir die RT-PCR-Versuche und zur Isolierung von
genomischer DNA wurden junge, innere Rosettenblétter von einer einjdhrigen D. lanata
Pflanze (Sorte ,,.Dresdner*) geerntet. Die Blatter wurden nach einer Schockgefrierung in
flissigem Stickstoff zerkleinert und unmittelbar zur RNA-Isolierung verwendet bzw. fiir
die Isolierung von genomischer DNA bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.

Fiir die Northern-Blot-Analyse wurden je eine einjahrige und eine zweijéhrige D. lanata
Pflanze (Sorte ,,Dresdner®) geerntet, in die jeweiligen Pflanzenteile zerlegt und wie oben

angegeben behandelt.
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1.3 RNA der somatischen Embryogenese

Gesamt-RNA fiir die Northern-Blot-Analyse der somatischen Embryogenese von
proembryogenen Massen (PEMs) von D. lanata (Erhaltungskultur des Stammes VIII)
wurde von STECHERT (1998) nach REINBOTHE et al. (1992) isoliert und freundlicherweise

zur Verfligung gestellt.

14 cDNA-Bank aus Blittern von D. lanata

Die verwendete cDNA-Bank war aus mRNA von Blattmaterial von einjdhrigen

Freilandpflanzen (Sorte ,,Dresdner”) von D. lanata angelegt worden. Die ¢cDNA wurde

dazu in den Uni-ZAP™XR-Vektor nach der Vorschrift des ZAP-cDNA® SYNTHESIS

KIT (Stratagene) kloniert (WERLE, 1995). Sie wurde freundlicherweise von A. PETERSON

(Biozentrum Halle/S.) zur Verfligung gestellt.

1.5 Losungen

Heringssperma-DNA (10 mg/ml)

Die Losung wurde 30 min im Ultraschallbad inkubiert und anschlieBend 30 min im
Wasserbad gekocht. Aliquote wurden bei -20°C eingefroren. Vor Gebrauch wurde die

Losung 10 min gekocht und anschlieBend 2 min in Eis inkubiert.

Phenol
Phenol wurde mit 100 mM Tris/HCI; pH 8,0, das 0,1 % 8-Hydroxychinolin enthielt, bis zur
Séttigung gertihrt.

RNase A (10 mg/ml)

Ribonuklease A wurde in TE-Puffer gelost; zur Beseitigung der DNase-Aktivitit wurde die

Losung 30 min in kochendes Wasser gestellt.
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X-Gal Stammlosung (40 mg/ml)

400 mg X-Gal wurden in 10 ml Dimethylformamid geldst. Von dieser Losung wurden je

40 pl auf eine LB-Platte (90 mm) ausplattiert.

1.6 Medien

LB-Medium (steril)

Hefeextrakt
NaCl
Trypton

LB-Agar

Hefeextrakt
NaCl
Trypton
Agar noble

SOC-Medium

Hefeextrakt
Trypton
KCl

NaCl
MgSO04
Glucose

1.7 Puffer

Mcllvaine CP/2 pH 5,0:

10 x TBE:
TE-Puffer:

10 x TAE-Puffer:
20 x SSC:
SM-Puffer:

PBS-Puffer

0,5 %
1%
1%

0,5 %
1%
1 %

1,5 %

0,5 %
2 %
2,5 mM
10 mM
10 mM
20 mM

51,5 mM Na,HPOy; 24,25 mM Zitronensdure

1 M Tris; 0,83 M Borsdure; 10 mM EDTA

10 mM Tris/HCL; 1 mM EDTA; pH 8,0

0,4 M Tris; 0,2 M Natriumacetat; 0,01 M EDTA; pH 7,5

3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0

50 mM Tris/HCI; 100 mM NaCl; 10 mM MgSOq4
(wasserfrei); 0,1 % Gelatine; pH 7,5

0,15 M NacCl; 0,01 M H3POy; 0,2 % Tween 20; pH 7,4
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1.8  Oligodesoxyribonukleotide (Primer)

Die Stammldsungen der Primer (50 pM in Wasser) wurden bei -20°C gelagert.

Besonder-
Anwendung | Bezeichnung Sequenz von 5'— 3! heit
RT-PCR 1 AAYGAYCARGGNCCNYT
2 CCRTTYTCNGTDATRTA
3 GGNGTNGAYTTYATGYT
4 ARCATRAARTCNACNCC
5 CAYAAYCAYACNGAYCA
3.1 GGCGTKGAYTTYATGTT
3.2 GGCGTKGAYTTYATGCT
5.1 AAYCAYACYGAYCAYAAYGT
Irev ARNGGNCCYTGRTCRTT
Sequenzieren |T3 ATTAACCCTCACTAAAG Cy5
T7 TAATACGACTCACTATAG Cy5
Uni CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT Cy5
Rev CAGGAAACAGCTATGAC Cy5
CghlIVorl GCAGGTTTAGAGGCATACAG Cy5
CghIHin1 GAAAGGAAGCACAAGCATAC Cy5
CghlVor2 CCGCACTCTCTCTACAATAC Cy5
CghIHin2 TTCGCTTGCCCCATTTTCTG Cy5
PQE3/4uni CGGATAACAATTTCACACAG Cy5
PQErev GTTCTGAGGTCATTACTGG Cy5
SpGEX GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG Cy5
3pGEX CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG Cy5
Expression | CghlBamHI CAATCGGGATCCACTAACGAATCCATTCAT BamHI
CghlKpnl CGTAGCGGTACCTTAGTCAAGATTATCCAG Kpnl
60Vorn CATGCCATGGCTAACGAATCCAATCATA Ncol
60Hin GAAAGATCTGTCAAGATTATCCAGAAA Bglll
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GSTBamHI GGATCCCCATGACTAACGAATCC BamHI
GSTXhol CTCGAGTTAGTCAAGATTATCCAG Xhol
RT-PCR Isol TAGGCYTCNARNGTNAC
Iso2 GAGGCNTAYMGNGCNCA
Iso3 CCGTAYACNGTNGCNTA
Deletion Dell CCGACCAGGTGGACACGTTCCATT 5'-PO,
Del2 AAGAGAACTGGAATGGCACGAGCA 5"-PO,
Del3 CCTCTTATTTATATTACAGAAAAT 5'-PO,
Del4 GTCCTTAAATTTGTTCGTCATTTC 5-PO,
Punktmutation | Pmvor GGATAACAATAAATGAGCCATGGAGCTACACG Ncol
Pmrev CGTGTAGCTCCATGGCTCATTTATTGTTATCC Ncol

Tab.3: Verwendete Oligodesoxyribonukleotide (Primer)
Buchstabencodes: A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin
D =G+A+T, K= G+T, M = A+C, N = A+C+G+T, R = A+G, Y =C+T
Cy5 = Fluoreszenzmarkierung am 5'-Ende, 5'-PO4 = Phosphorylierung am 5’-
Ende
Unterstrichen sind die in die Primer -eingefiihrten palindromischen
Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen; die jeweiligen Enzyme

sind in der rechten Spalte aufgefiihrt

1.9 Plasmide

Samtliche Plasmide wurden bei -20°C in TE-Puffer gelagert.

Leerplasmide:

pCR-Script™ SK(+) (Stratagene)
pBluescript® SK(+/-) (Stratagene)
pCR®2. 1-TOPO® (Invitrogen)
pQE 30, pQE 60 (Qiagen)

pGEX-5X-3 (Amersham Pharmacia Biotech)
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Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide:

Bezeichnung Leerplasmid Insert Beschreibung
HF 1 pCR-Script™ cghl 374 | PCR-Produkt aus cDNA mit Primern 3.2
SK(+) und Irev
HF 2 pCR®2.1-TOPO® cghl 1121 | PCR-Produkt aus cDNA mit Primern 4
und 5.1
HF 3 pCR®2.1-TOPO® cghl 1478 | PCR-Produkt aus cDNA mit Primern 5.1
und lrev
HF 4 pBluescript®SK(+/-) cghl | Plasmid aus cDNA-Bank
+untransl.
Bereich
HF 5 PCR®2.1-TOPO® cghl | PCR-Produkt aus HF 4 mit Primern
CghlBamHI und CghlKpnl
HF 6 PQE 30 cghl  |Insert aus HF 5 nach BamHI/Kpnl
Verdau in pQE 30 subkloniert
HF 7 PCR®2.1-TOPO® cghl |PCR-Produkt aus HF 4 mit Primern
60Vorn und 60Hinmit
HF 8 pQE 60 cghl |Insert aus HF 7 nach Ncol/Bglll Verdau
in pQE 60 subkloniert
HF 9 pCR®2.1-TOPO® cghl |PCR-Produkt aus HF 4 mit Primern
GSTBamHI und GSTXhol
HF 10 pGEX-5X-3 cghl Insert aus HF 11 nach BamHI/Xhol
Verdau in pGEX-5X-3 subkloniert
HF 11 pQE 30 cghl | PCR-Produkt aus HF 6 mit Primern Dell
A205-300 | und Del2
HF 12 pQE 30 cghl | PCR-Produkt aus HF 6 mit Primern Del3
A491-495 |und Del4
HF 13 pQE 30 cghl |PCR-Produkt aus HF 6 mit Primern
A187P | PMvor und PMrev

Tab.4: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide




B Material und Methoden 15

Plasmid zur Kontrollhybridisierung der Northern-Blot-Analyse:

pBD 18 (DOBROWOLSKI et al., 1989)

1.10 Escherichia coli-Stamme

Die Stamme wurden in LB-Medium mit 20 % Glycerol bei -20°C gelagert. Zur weiteren
Bearbeitung wurden die Stimme auf LB-Agarplatten, die das jeweilige Antibiotikum in
der angegebenen Konzentration enthielten, mit einer Impfose ausgestrichen und tiber

Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

XL1-Blue MRF’ A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrd96 relAl lac [F" proAB lacl%ZAM15 Tnl0 (Tet")]
(Stratagene)

SOLR™ eld’(mcrA) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recJ

umuC::Tn5(Kan") uvrC lac gyrA96 reldl thi-1 endAl 2} [F’
proAB, lacl’ZAM15], Su” (nonsuppressing)
(Stratagene)

One Shot TOP10 F' mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  80lacZAM15AlacX 74
recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™)
endAl nupG
(Invitrogen)

SG13009[pREP4] (Nal®, Str®, Rif®, Thi’, Lac’, Ara", Gal", Mtl’, F", RecA", Uvr",
Lon")
(Qiagen)

BL21 [F", ompT, hsdS (ry,-,my-), gal]
(Amersham Pharmacia Biotech)
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1.11 Gerite
ALFexpress™ DNA Sequenzer Amersham Pharmacia Biotech,

Brutschrank B6060
Brutschrank/Schiittler 3032
DNA-Speed-Vac DNA 110
Elektrophorese:
Phero-Stab 300
MultiPhorll

Mini-Protean II Slab Cell
Transfer Cell

Nautico 810

French Press

Gene Quant II

Heizplatte/Riihrer RCT basic

HPLC Anlage Series 1050
Hybridisierungsofen 0V1/0V2
LaminAir® HB2472

Mastercycler 5330 + 5330 Plus (Deckel)
Nano-DC-Kammer

Push Column Beta Shield Device
Rundschiittler KS 501 D
Sofortbildkamera Polaroid MP 4

Thermomixer 5437

Transilluminator Spectroline TC-312 A/F

UV Stratalinker™ 2400
UV/VIS spectrometer Unicam 8625

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK 103 H

Vortex VF2

Freiburg

Heraeus Instruments, Hanau
GFL, Burgwedel

Savant Instruments, Farmingdale, USA

Biotech Fischer, Reiskirchen
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

H.Holzel, Erlangen

SLM Aminco, Biittelborn

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

IKA, Staufen

Hewlett Packard, Waldbronn

Biometra, Gottingen

Heraeus Instruments, Hanau
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Merck, Darmstadt

Stratagene, Heidelberg

IKA, Staufen

Polaroid, Offenbach
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Spectronics Corporation, Westbury,
USA

Stratagene, Heidelberg

ATI Unicam, England

Bandelin Electronic, Berlin

IKA, Staufen
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Waagen:
Analysenwaage J1-200
Satorius Basic

Wasserbider:
Biometra F 10-L
GFL 1083

Zentrifugen:
Laborzentrifugen 3K10 und 3K12
Centrifuge 5415 C Eppendorf
Sorvall Combi Plus
Beckmann J6-MC
Mikrozentrifuge

Chyo Balance Corp., Japan

Satorius, Gottingen

Biometra, Gottingen

GFL, Burgwedel

Sigma, Osterrode/Harz
Geritebau Eppendorf, Engelsdorf
DuPont, Bad Homburg
Beckmann, Palo Alto, CA, USA
Roth, Karlsruhe

1.12 Chemikalien, Enzyme, Kits, Verbrauchsmaterial

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg:

Appligene, Heidelberg:

Arzneimittelwerk Dresden, Radebeul:
Biometra, Gottingen:
Biomol Feinchemikalien, Hamburg:

CS-Chromatographie Service GmbH:

Difco, Augsburg:
GibcoBRL, Karlsruhe:

Invitrogen, Groningen, Niederlande:

Merck, Darmstadt:
Messer Griesheim GmbH, Krefeld:

Cy5™  AutoRead™ SEQUENCING
KIT; Hybond N; Primer fiir PCR;
LMW  Calibration Kit; mRNA
Purification Kit

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je
100 mM); Tag-Polymerase und Puffer
Lanatosid A

Cellophan

Glycin, Tris

HPLC-Fertigsdule 250 x 4 mm mit
Waters Sherisorb 5 ODS2

Agar noble; Trypton

SUPERSCRIPT ~ RNase H  Reverse
Transkriptase Kit; READY-LOAD A
DNA/Hind III Fragments

One Shot kompetente Zellen TOP10;
TOPO-T/A-Cloning® Kit

DC-Fertigplatten Fas4
Helium 5.0
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NEB, Boston, USA:

NEN, Koln:

Polaroid, Offenbach:
Qiagen, Hilden:

Roche Diagnostics, Mannheim:

Roth, Karlsruhe:

Serva, Heidelberg:

Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen:

Stratagene, Heidelberg:

TROPIX, Bedford, USA:

1 kb DNA ladder; REFLECTION™
Autoradiography Film;  Restriktions-
enzyme und Puffer; T4 DNA Ligase
und Puffer

[a->P] dATP 3000 Ci/mmol; NEF585
X-Omat Blue Film

Polaroid Filme 3 Y4 x 4 V4,

Anti-His Antibody Selector Kit; Ni-
NTA  Spin  Kit; QIABRANE,
Nylonmembranen, ungeladen, 0,2 pm;
QIAEX II Gel Extraction Kit;
QIAexpress Kit Type III und Type IV;
QIAGEN Plasmid Midi Kit

DIG Luminescent Detection Kit; High
Prime DNA Labeling Kit; Proteasen-
Inhibitor-Cocktail Complete, Mini,
ETDA-free

Acetonitril (HPLC-rein);
a-Acetyldigoxin; Desacetyllanatosid C;
IPTG; Lanatosid C; Methanol (HPLC-
rein); Roti®-Blue (Kolloidale
Coomassie-Firbung); Rotiphorese® Gel
30 (30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacryl-
amid); X-Gal

Agarose fiir DNA-Gelelektrophorese;
Agarose Serva high EEO; Ammonium-
persulfat; Bromphenolblau; EDTA;
Ethidiumbromid;  Ficoll;  Herings-
sperma; Kanamycin; Mercaptoethanol;
MOPS; PVP; Ribonuklease A;
TEMED; Tetracyclin; Tween 20;
Hefeextrakt

DEPC; DMF; DMSO; Gelatine; SDS;
PROTEIN ASSAY KIT (P5656); BSA
(Fraktion V); Triton X-100

ExAssist Interference-Resistant Helper
Phage; NucTrap Probe Purification
Columns; pCR-Script™Amp SK(+)
Cloning Kit; Pfit DNA-Polymerase und
Puffer; SOLR; XL1-Blue MRF’

Tropilon Plus, positively charged
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VEB Laborchemie Apolda: 3,5-Dinitrobenzoeséiure,
Rubidiumchlorid

Alle weiteren, hier nicht genannten Puffersalze oder -zusidtze waren entweder von Serva,

Heidelberg, oder Sigma, Deisendorf.

2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsiuren

Konzentrationen von Nukleinsduren wurden photometrisch am GENE QUANT II
(Amersham Pharmacia Biotech) bei 260 nm bestimmt. Dabei wurde eine Absorption von
1 einer Konzentration von 40 pg RNA bzw. 50 ug DNA pro ml gleichgesetzt. Als MaB fiir

die Reinheit der jeweiligen Priaparation wurde der Proteinindex P; (Az60/A2g0) bestimmt.

2.1.2 Trennung und Nachweis von DNA

Die Trennung und der Nachweis von DNA erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.
Dazu wurden in Abhéngigkeit von den zu erwartenden Fragmentldngen entsprechend 0,8-
2 %ige Agarosegele hergestellt. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer suspendiert und in
der Mikrowelle bis zur klaren Losung geschmolzen. Der auf etwa 65°C abgekiihlten
Losung wurde Ethidiumbromidlésung (Endkonzentration 0,4 pg/ml) hinzugefiigt und das
Gel gegossen.

Die DNA-Proben wurden mit 0,1 VT DNA-Stoppuffer versetzt, kurz geschiittelt und in
die Geltaschen aufgetragen. Als Standard wurde in den meisten Féllen 0,5 pg der 1 kb
DNA ladder (NEB) aufgetragen. Die Elektrophorese der Proben erfolgte in 1 x TAE bei
60 V etwa 30-45 min lang. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die DNA im UV-
Licht (Transilluminator Spectroline TC-312 A/F) sichtbar gemacht und gegebenenfalls
photographiert (Sofortbildkamera Polaroid MP 4).

10 x DNA-Stoppuffer: 0,2 M EDTA; pH 7,5; 50 % Glycerol; 0,2 % Bromphenolblau
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2.1.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Banden wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Fiir
die Extraktion von DNA aus Agarosestiicken wurde der QIAEX II Gel Extraction Kit

(Qiagen) verwendet. Die DNA wurde einmalig mit 20 ul gereinigtem Wasser eluiert.

2.1.4 Herstellung kompetenter Zellen

One Shot TOP10 Zellen wurden bereits kompetent erworben. XL1-Blue MRF’,
SG13009[pREP4] und BL21 Zellen wurden nach dem Protokoll des Qiaexpressionist™
(1998) kompetent gemacht und nach dem Aliquotieren bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

2.1.5 Transformation von E. coli

200 ul kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit dem zu transformierenden
Plasmid versetzt. Der Ansatz wurde 5 min auf Eis inkubiert; anschlieBend erfolgte bei
42°C ein ,,Hitzeschock* fiir 60 sec. Der Ansatz wurde erneut fiir 2 min auf Eis gestellt und
dann 250 pl SOC-Medium hinzupipettiert. Unter starkem Schiitteln wurde der gesamte
Transformationsansatz bei 37°C fiir 1 h inkubiert und danach ein Teil davon auf LB-
Agarplatten, die das entsprechende Antibiotikum enthielten, ausgestrichen. Die Platten

wurden bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

2.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus transformierten Bakterienzellen

2.1.6.1 Mini-Priparation von Plasmid-DNA

Von dem Ausstrich wurden Einzelkolonien mit Zahnstochern gepickt und in Minikulturen,

die 3 ml LB-Medium und das entsprechende Antibiotikum in der jeweiligen Konzentration

enthielten, iiber Nacht bei 37°C mit 150 UPM inkubiert.
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Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte durch alkalische Lyse der Bakterienzelle nach
der Methode von SAMBROOK et al. (1989). Die erfolgreiche Plasmidpriparation wurde

durch Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.

2.1.6.2 Midi-Priparation von ultrareiner Plasmid-DNA

Ultrareine Plasmid-DNA wurde fiir Sequenzierungen und Subklonierungen prépariert.
Dazu wurden 500 pl einer Minikultur in 50 ml LB-Medium, das das jeweilige
Antibiotikum in der entsprechenden Konzentration enthielt, gegeben und bei 37°C iiber
Nacht mit 150 UPM inkubiert.

Zur Midi-Plasmidisolierung wurde der QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen) verwendet,
wobei nach den Vorschriften des Herstellers verfahren wurde. Die DNA wurde entweder
in 50 ul TE-Puffer (fir Subklonierung) oder '2 x TE-Puffer (fiir Sequenzierungen)
aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Die Konzentration an Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt.

2.1.7 Restriktion von Plasmiden

Plasmide konnten durch Verdau mit geeigneten Restriktionsendonukleasen und
anschlieender Agarose-Gelelektrophorese kartiert bzw. die GréBe ihrer Inserte bestimmt
werden. Aulerdem wurden durch Restriktionsverdau Plasmide bzw. Inserte aus Plasmiden
herausgeschnitten, in Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, mit dem QIAEX II Gel
Extraction Kit aus der Agarose isoliert und flir Subklonierungen verwendet.

Der Standardansatz fiir Restriktion von Plasmid-DNA enthielt:

1-2 pg Plasmid, 1 x Restriktionspuffer, 2 U Restriktionsenzym bzw. der -enzyme und
Wasser ad 15 pl. Die Restriktionsansidtze wurden 2 h bei 37°C inkubiert. Sollte das
Plasmid fiir weitere Klonierungen prapariert werden, wurde dem Ansatz nach der
2stiindigen Inkubation weitere 2 U der Restriktionsendonukleasen zugefiigt und fiir weitere

2 h bei 37°C inkubiert.
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2.1.8 DNA-Sequenzierung

DNA wurde mit der Didesoxynukleotid-Methode nach SANGER et al. (1977) sequenziert.
Dazu kam der Cy5™ AutoRead™ SEQUENCING KIT (Amersham Pharmacia Biotech)
nach der Prozedur C des ALFexpress™ DNA Sequenzer (Amersham Pharmacia Biotech)
zur Anwendung. Zur Sequenzierungsreaktion wurden 7,5 ug ultrareine Plasmid-DNA und
die jeweiligen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markierten Primer eingesetzt. Die
elektrophoretische Trennung der Ansétze erfolgte in Polyacrylamidfertiggelen (GRADE
READY MIX GEL; Amersham Pharmacia Biotech) in 1 x TBE.

2.1.9 Auswertung der Nukleotid- bzw. Proteinsequenzen und Sequenzvergleiche

Die Auswertung und Bearbeitung von Nukleotid- bzw. Proteinsequenzen erfolgte mit
Programmen aus dem Internet. Um homologe Sequenzen zu finden, wurde die EMBL
Nucleotide Sequence Database (Release 53, Dezember 1997 fiir cghl 374; Release 67, Juni
2001 fiir cghl) (STOESSER et al., 2001) unter Verwendung der BLAST- und FASTA-
Algorithmen (ALTSCHUL et al., 1990 und 1997) (PEARSON und LIPMAN,1988) durchsucht.
Aligments verschiedener Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms MULTALIGN
(CORPET, 1988) durchgefiihrt.

2.1.10 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde aus jungen, inneren Rosettenbldttern von D. lanata nach der

modifizierten Methode von REINBOTHE et al. (1992) isoliert. Dabei wurde die Vorschrift

von DUMKE-LEHMANN (1993) angewendet.

Die aliquotierte RNA wurde bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.

2.1.11 Trennung von Gesamt-RNA in denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen

RNA wurde in denaturierenden, 1,2 %igen Formaldehyd-Agarose-Gelen nach einer

Vorschrift von SAMBROOK et al. (1989) aufgetrennt.



B Material und Methoden 23

3,6 g Agarose (Standard High EEO, Boehringer-Ingelheim) wurden in 30 ml 10 x MOPS-
Puffer und 216 ml DEPC-Wasser so lange erhitzt, bis sich die Agarose aufgeldst hatte.
Nach Abkiihlen der Losung auf etwa 60°C wurden 54 ml Formaldehyd und 12,5 pg
Ethidiumbromidlosung (1 mg/ml TE-Puffer) zugesetzt. Das Gel wurde zur Polymerisation
30 min bei RT und 10 min bei 4°C gelagert. 20 pg Gesamt-RNA wurden mit 3 Volumen
Probenpuffer und 0,1 Volumen RNA-Stoppuffer versetzt. Nach 15 min Denaturierung bei
65°C und kurzer Abkiihlung auf Eis wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte in 1 x MOPS bei 100 V in einer Elektrophorese-

kammer.

10 x MOPS: 0,2 M MOPS; 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA; pH 7,0

RNA-Probenpuffer: 500 pl Formamid entionisiert; 180 pul Formaldehyd; 70 pl
14,3 x MOPS

Formamid entionisiert: 100 ml Formamid und 5 g lonenaustauscher (Dowex AG

501-X8, mixed-bed, 50 mesh, Biorad) wurden 1-2 h bei RT
geriihrt, dann filtriert und bei -20°C gelagert.

RNA-Stoppuffer: 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol FF; 50 %
Glycerol; 1 mM ETDA; pH 8,0

2.1.12 Aufreinigung von mRNA

mRNA wurde aus Gesamt-RNA durch Affinitdtschromatografie an Oligo-(dT)-Cellulose
aufgereinigt. Daflir kam der mRNA Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech) zur
Anwendung. Es wurden 1,25 mg Gesamt-RNA iiber eine Séule gegeben; auf eine zweite

Saulenreinigung wurde verzichtet.

2.1.13 cDNA-Synthese

cDNA wurde aus mRNA mittels des SUPERSCRIPT ~ RNase H™ Reverse Transkriptase Kit
(GibcoBRL) generiert, wobei nur eine Erststrangsynthese durchgefiihrt wurde. Zur

Reaktion wurden 0,5 pg mRNA eingesetzt.
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2.1.14 RT-PCR

Zur RT-PCR waren in einem 50 pl-Ansatz enthalten:

dNTP’s (200 uM je Nukleotid), 1 x PCR-Puffer, 2 ul cDNA, Sense und Antisense-
Primer (jeweils 1 uM), 1 U Tag-Polymerase und gereinigtes Wasser ad 50 ul. Die
Polymerase wurde zum Schlu8 hinzugefiigt, dann kurz zentrifugiert und der Reaktions-
ansatz in den Mastercycler (Eppendorf) gestellt. Das PCR-Programm bestand aus
folgenden Schritten:

1. Initiale Denaturierung 95°C 5 min

2. Zyklen: 35x
Denaturierung 95°C 1 min
Primeranlagerung x°C 1 min
Kettenverldngerung 72°C 1 min

5. Finale Kettenverldngerung 72°C 10 min

6. Lagerung 4°C bis zur Entnahme

Die Temperaturen fiir die Primeranlagerung wurden den jeweiligen PCR-Versuchen
angepasst.

Nach Entnahme der Proben aus dem PCR-Block wurden Aliquote der Ansitze mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. PCR-Produkte wurden aus dem Gel isoliert und

anschlieBend kloniert.

2.1.15 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung von PCR-Produkten kamen in Abhidngigkeit von der Lénge der PCR-
Produkte der TOPO-T/A-Cloning” Kit (Invitrogen) (>500 bp Fragmentlinge) bzw. der
pCR-Script™Amp SK(+)Cloning Kit (Stratagene) (<500 bp Fragmentlinge) zur
Anwendung, wobei nach den Anweisungen der Hersteller verfahren wurde. Da die
jeweiligen Zellen bzw. Plasmide eine Blau/Wei3-Selektion nach SAMBROOK et al. (1989)
auf rekombinante Klone ermoéglichen, wurden den LB-Agarplatten neben Ampicillin
(100 pg/ml LB-Agar) auch X-gal (40 pg/ml LB-Agar) und IPTG (79 pg/ml LB-Agar)
hinzugefiigt. Nach einer 12-16stiindigen Inkubation bei 37°C wurden weille Kolonien
gepickt, kultiviert und die entsprechenden Plasmide isoliert und gegebenenfalls

sequenziert.
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2.1.16 Screening einer cDNA-Bank aus Blittern von D. lanata

Die Blatt-cDNA-Bank von D. lanata wurde nach einer Methode von LUO et al. (1994) und
einer modifizierten Vorschrift des DNA Screening Protocol des ZAP-cDNA"™ Synthesis
Kit auf positive Phagenklone durchsucht.

2.1.16.1 Bestimmen des Phagen-Titers

Eine Kolonie der E. coli-Zellen (Stamm XL1-Blue MRF’) wurde von einem
Verdiinnungsausstrich gepickt und in 50 ml antibiotikafreiem LB-Medium iiber Nacht bei
37°C mit 150 UPM inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4800 x g, 10 min, 4°C),
in 10 mM MgSO; resuspendiert und die Suspension dabei auf eine ODgyo= 0,5 eingestellt.

Von der cDNA-Bank wurde eine Verdiinnungsreihe (1:4000 — 1:6000) in SM-Puffer
hergestellt und je 1 pl der Verdiinnungen mit 200 pl der Zellen zur Transfektion gemischt
und fiir 15 min bei 37°C inkubiert.

Zu 3,5 ml Top-Agar, der auf 55°C vorgewédrmt war, wurden die transfizierten Zellen
gegeben, kurz gemischt und der Top-Agar auf LB-Agarplatten (@ 90 mm) ausgebracht.
Die Platten wurden so lange bei 37°C inkubiert, bis einzelne, deutlich sichtbare
Phagenkolonien erkennbar waren. Die Kolonien wurden gezdhlt und daraus der

Phagentiter der cDNA-Bank bestimmt.

2.1.16.2 Plattieren der Phagenkolonien

Phagenkolonien wurde wie oben beschrieben plattiert.

Dabei wurde das Volumen cDNA-Bank zur Transfektion von 600 ul E. coli-Zellen so
gewdhlt, daB3 auf einer LB-Agarplatte (@ 140 mm) 50000 plaque forming units (pfu) zu
finden waren. Beim Primirscreening kamen 5 Platten (@ 140 mm) zum Einsatz, so dal

etwa 250000 Phagenklone durchsucht werden konnten.
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2.1.16.3 Herstellen der Filterabdriicke

Von den Phagenkolonien wurden auf QTABRANE Nylonmembranen (Qiagen, @ 132 mm,
0,2 um) doppelte Abdriicke angefertigt, wobei wie folgt vorgegangen wurde:

Filter und LB-Agarplatten wurden mindestens 1 h bei 4°C gelagert. Anschliefend
wurden die Filter mit Pinzetten auf die Platten gelegt und die Filter und die Platten in ihrer
Orientierung zueinander markiert. Der erste Abdruck wurde 1 min, der zweite 3 min lang
genommen. Nach kurzem Trocknen wurden die Filter auf Filterpapier, das mit folgenden
Losungen gesittigt war, gelegt: Smin auf Denaturierungslosung, 5 min auf
Neutralisierungslésung und 5 min auf 2 x SSC, wobei die Filter dazwischen kurz
getrocknet wurden. Zum Schlufl wurden die Filter fiir 10 min auf Filterpapier getrocknet
und die DNA durch doppeltes Kreuzvernetzen (1200 pJx 100) im UV
STRATALINKER 2400 (Stratagene) fest an den Membranen verankert. Die Filter wurden
eingeschweilit und bei -20°C gelagert.

2.1.16.4 Markieren der Sonde

Als Sonde zum Hybridisieren wurde das PCR-Produkt cghl/ 374 verwendet. Dazu wurde
das Fragment aus dem Plasmid HF 1 durch Restriktionsverdau mit den Restriktions-
endonukleasen Pstl und Notl geschnitten, der Ansatz mittels Agarosegelelektrophorese
getrennt und das Fragment aus der Agarose isoliert.

Die Markierung der Sonde erfolgte mit dem High Prime DNA Labeling Kit (Roche
Diagnostics), wobei 125 ng Sonde und 25 pl [a—32P] dATP 3000 Ci/mmol (NEN) in den
Polymerisationsansatz gegeben wurden. Nicht gebundene Nukleotide wurden danach
durch Ionenaustauschchromatografie an NucTrap Probe Purification Columns (Stratagene)

unter Anwendung des Push Column Beta Shield Device (Stratagene) abgetrennt.

2.1.16.5 Hybridisieren der Filter

Zundchst wurden die Filter in 80 ml Hybridisierungspuffer fir 4,5h bei 68°C

vorhybridisiert. AnschlieBend wurde die markierte Sonde fiir 10 min im kochenden Wasser
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erhitzt und nach kurzem Lagern auf Eis dem Hybridisierungspuffer hinzugefiigt. Die
Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 68°C.

Nach dem Hybridisieren wurden die Filter wie folgt gewaschen: Zweimal fiir 15 min
bei RT in 2 x SSC und 0,1 % SDS, dann zweimal fiir 30 min bei 65°C in 1 x SSC und
0,1 % SDS und zuletzt einmal fiir 30 min bei 65°C in 0,1 x SSC und 0,1 % SDS.

Die Filter wurden nach dem Waschen kurz auf Filterpapier getrocknet, in Folie
eingeschweilit und zusammen mit einem NEF585 X-Omat Blue Film (NEN) in eine

Autoradiographiekassette fiir 2-3 Tage eingelegt und danach ausgewertet.

2.1.16.6 Isolieren von Phagenklonen

Die Markierung der Filter wurde auf die Filme iibertragen. So konnten Signale auf den
Filmen nach Korrelation der Orientierung der Filme mit denen der LB-Agarplatten
Phagenklonen zugeordnet werden. Dabei wurden nur Phagenklone, die auf beiden Filtern
Signale ergaben, weiterbearbeitet. Um die zugeordneten Phagenklone wurde mit einem
Skalpell ein jeweils 0,5 x 0,5 cm groBes Stiick aus dem LB-Agar ausgeschnitten und in
1 ml SM-Puffer, dem 20 pl Chloroform zugesetzt waren, gegeben. Die Suspension wurde
4 h bei RT geschiittelt und anschlieBend kurz abzentrifugiert. Die Phagenklone wurden bis

zum Sekundérscreening bei 4°C gelagert.

2.1.16.7 Sekundiirscreening

Der Titer der Phagenklone wurde bestimmt. AnschlieBend wurden auf LB-Agarplatten
(990 mm) 200 ul Zellen, die mit dem jeweiligen Volumen Phagenklone transfiziert
waren, in 3,5 ml Top-Agar so ausplattiert, dal etwa 300 pfu/Platte zu finden waren. Von
den Platten wurden Filterabdriicke (QIABRANE, @ 83 mm) angefertigt und die Filter
erneut mit dem PCR-Fragment cghl 374 als Sonde hybridisiert, wobei 25 ng Sonde und
5 ul [0-*P] dATP 3000 Ci/mmol eingesetzt wurden. Einzelphagenklone wurden aus dem
LB-Agar isoliert und anschliefend in 0,5 ml SM-Puffer mit 20 pl Chloroform suspendiert.
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2.1.16.8 Uberpriifen positiver Phagenklone

Die Phagenklone wurden nach dem Sekundérscreening auf die Lange und die Richtigkeit
ihrer Inserte nach einer Methode von SANG und THOMPSON (1994) {iberpriift.

Die Phagenklone wurden nach dem Zerstoren der Phagenhiille durch 3maligen Frier-
Tauprozel3 (fliussiger Stickstoff — kochendes Wasser) als Matrix fiir PCR-Reaktionen
eingesetzt. Dabei kamen einerseits ein sequenzspezifisches Primerpaar (3.2 — 1rev) und ein
vektorspezifisches Primerpaar (uni — rev) zur Anwendung. Die PCR-Produkte wurden
danach mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Danach wurde das Gel 15 min mit
Denaturierungslosung und 10 min mit Neutralisierungslosung behandelt und anschlieBend
die DNA nach SAMBROOK et al. (1989) durch Kapillarkrifte auf Nylon-Membranen
(Hybond N) transferiert. Der Transfer erfolgte iiber Nacht in 20 x SSC.

Nach dem Blotten wurde die DNA auf den Membranen durch doppeltes Kreuzvernetzen
(1200 pJ x 100) im UV STRATALINKER®2400 fest an den Membranen verankert. Die
Membranen wurden zum Schluf in 2 x SSC gewaschen und unter den oben beschriebenen

Bedingungen hybridisiert.

2.1.16.9 Tertidrscreening

Das Tertidrscreening wurde analog dem Sekundirscreening durchgefiihrt, wobei jetzt ein
Phagentiter von 50 pfu/Platte verwendet wurde. Zum Schlu3 wurden Einzelphagenklone

isoliert und aus diesen die Phagemide isoliert.

2.1.16.10 In vivo Excision

Die Phagemide aus den Phagenklonen wurde unter Zuhilfenahme des ExAssist
Interference-Resistant Helper Phage nach der Vorschrift des DNA Screening Protocol des
ZAP-cDNA® Synthesis Kit (Stratagene) prapariert. Die isolierten Phagemide wurden dann
in kompetenten SOLR"-Zellen auf LB-Platten mit Ampicillin iiber Nacht bei 37°C
vermehrt. Ein Klon wurde in 50 ml LB-Medium kultiviert, die Plasmide pripariert und

anschlieBend sequenziert.
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2.1.16.11 Verwendete Losungen

Top-Agar: LB-Agar mit 0,7 % Agar noble
Denaturierungslosung: 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
Neutralisierungslésung: 0,5 M Tris/HCI; 1,5 M NaCl; pH 7,4
Vorhybridisierungslosung: 6 x SSC; 10 mM EDTA; 5 x Denhardts Reagenz;
0,5 % SDS; 100 pg/ml Heringssperma
Hybridisierungslosung: Vorhybridisierungslosung mit radioaktiv markierter
Sonde
50 x Denhardts Reagenz: 1 % Ficoll 400; 1 % BSA; 1 % PVP
2.1.17 Northern-Blot-Analyse
2.1.171 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA wurde mittels CsCl-Methode nach SAMBROOK et al. (1989) isoliert.

1,5 g Pflanzenmaterial wurden in fliissigem Stickstoff gemdrsert und in ein Falcon-
Rohrchen iberfithrt. Es wurden 8 ml Lysis-Puffer, 400 pl SLS-Lésung und 80 pl
B-Mercaptoethanol zugefiigt, das Gemisch fiir 2 min gevortext und anschlieend
zentrifugiert (5000 x g, 10min, RT). Der wifrige Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und damit eine 5,7 M CsCl-Losung in einem Ultrazentrifugenr6hrchen
tiberschichtet. Die Losung wurde in der Ultrazentrifuge Sorvall Combi Plus zentrifugiert
(13000x g, 24h, RT) und danach das Rohrchen durch Aufschneiden mit einer
Rasierklinge gedffnet. Der Uberstand wurde verworfen und die prizipitierte RNA wurde
abgenommen. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet.
Im folgenden wurde das Pellet in 200 pl TE-Puffer pH 8,0 aufgenommen, der Boden des
Rohrchens mit 100 pl TE-Puffer pH 8,0 gespiilt und beide Losungen vereint. Die RNA
wurde durch Zugabe von 0,1 VT 3 M Natriumacetat und 3 VT 96 % Ethanol fiir 30 min
auf Eis gefillt und durch Zentrifugation (10000 x g, 15 min, 4°C) abgetrennt. Das Pellet
wurde nochmals mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Trocknung an

der Luft in DEPC-Wasser gelost. Aliquote der RNA wurden bei -80°C eingefroren.
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Von einem Aliquot wurde die Konzentration der RNA und die Reinheit der Préparation

bestimmt.
Lysis-Puffer: 4 M Guanidinthiocyanat; 0,1 M Tris/HCI; pH 7,5
CsCI-Losung: 5,7 M Césiumchlorid; 0,01 M EDTA; pH 7,5
SLS-Losung: 10 % Natriumlaurylsarcosinat

2.1.17.2 Trennung von Gesamt-RNA in denaturierenden Formaldehyd-

Agarosegelen

Die Trennung von Gesamt-RNA erfolgte wie unter B 2.1.11 angegeben.

2.1.17.3 Northern-Blot-Verfahren

Die Membran (Tropilon Plus, positively charged) wurde kurz in 20 x SSC eingeweicht und
die DNA nach SAMBROOK et al. (1989) durch Kapillarkriafte auf die Membran transferiert.
Der Transfer erfolgte iiber Nacht in 20 x SSC. Transferierte RNA wurde durch doppeltes
Kreuzvernetzen (1200 pJ x 100) im UV STRATALINKER®2400 fest an den Membranen
verankert, die Membran kurz mit DEPC-Wasser gespiilt und an der Luft trocknen gelassen.
Die Membran wurde anschlieend eingeschweil3t und bei -20°C gelagert oder direkt zur

Hybridisierung verwendet.

2.1.174 Markierung der Sonde

Als Sonde zur Hybridisierung kam cghl zum Einsatz, die aus dem Plasmid HF 4 durch
Restriktionsverdau (EcoRl/Xhol), Agarosegelelektrophorese und Isolierung der DNA aus
der Agarose gewonnen wurde.

Die Markierung wurde mit dem High Prime DNA Labeling Kit durchgefiihrt, wobei
100 ng DNA und Digoxigenin markiertes dUTP in den Polymerisationsansatz gegeben
wurden. Der Ansatz wurde 24 h bei 37°C inkubiert und anschliefend die DNA mit 0,1 VT
4 M LiCl-Losung und 3 VT 96 % Ethanol fiir 16 h bei -20°C gefillt. Danach wurde die
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DNA zentrifugiert (10000 x g, 15 min, 4°C), mit 70 % Ethanol gewaschen und nach einer
erneuten Zentrifugation an der Luft getrocknet. Die DNA wurde in 50 pl TE-Puffer pH 8,0
aufgenommen und bei —20°C gelagert.

Die Effektivitit der Markierung wurde mittels Dot-Blot-Verfahren iiberpriift und damit

gleichzeitig die einzusetzende Sondenkonzentration abgeschitzt.

2.1.17.5 Hybridisieren und Waschen der Blots

Zunidchst wurde die Membran in 20 ml Hybridisierungspuffer fiir 3 h bei 50°C im
Hybridisierungsofen (Biometra) vorhybridisiert. AnschlieBend wurde die Sonde fiir 10 min
gekocht und nach kurzem Lagern auf Eis dem Hybridisierungspuffer hinzugefiigt. Die
Hybridisierung erfolgte wie die Vorhybridisierung fiir 3 h bei 50°C.

Die Membran wurde wie folgt gewaschen: 2 x 5 min mit 2 x SSC; 0,1 % SDS bei RT;
2x15min 1 x SSC; 0,1 % SDS bei 60°C und 1 x 15 min 0,1 SSC; 0,1 % SDS bei 60°C.

Hybridisierungslosung: 1 M NaCl; 1% SDS; 10 % Dextransulfat; 50 % Formamid
(entionisiert); 100 pg/ml Heringssperma-DNA

2.1.17.6 Detektion der Signale

Nach einer flinfminiitigen Inkubation in Waschpuffer wurde die Membran fiir 60 min in
Block-Losung gelegt. Dem Waschpuffer wurde dann der Anti-DIG-Alkalische
Phosphatase Antikorper (1:20000 verdiinnt) zugegeben und fiir weitere 30 min inkubiert.
Nach 2 x 15 min Waschen der Membran in Waschpuffer, wurde die Membran fiir 5 min in
Detektionspuffer inkubiert. Zum Detektionspuffer wurde CDP®-STAR (1:3000 verdiinnt)
gegeben und die Membran mit dieser Losung 5 min im Dunkeln {ibergossen. Die
getrocknete Membran wurde in Folie eingeschweillit und die Membran zusammen mit
einem Film (REFLECTION™ Autoradiography Film, NEB) in eine Filmkassette
eingelegt, wobei die Belichtungsdauer etwa 15 min betrug. Danach wurden die Filme

entwickelt.
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Waschpuffer: 150 mM NaCl; 100 mM Maleinsaure; 0,3 % Tween® 20; mit NaOH
auf pH 7,5 eingestellt

Detektionspuffer: 100 mM Tris/HCI; 100 mM NaCl; mit HCI auf pH 9,5 eingestellt

Block-Losung: 1 g Block-Reagenz in 100 ml Waschpuffer

2.1.17.7 Kontrollhybridisierung

Zur Kontrolle gleicher RNA-Konzentrationen wurde die Membran mit dem Plasmid
pDB 18 (DOBROWOLSKI et al., 1989), das eine 18S RNA-Teilsequenz enthilt, unter
gleichen Bedingungen hybridisiert.

2.1.18 Southern-Blot-Analyse

2.1.18.1 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde nach der CTAB-Methode von ROGERS und BENDICH (1994)
isoliert.

8 g Blattmaterial wurden in einem Morser unter fliissigem Stickstoff mit dem Pistill
zerrieben. Nach dem Verdampfen des Stickstoffs wurde das Material in ein Falcon-
Rohrchen iiberfithrt und mit 1 VT 2 x CTAB-Puffer, der vorher auf 65°C erhitzt wurde,
versetzt. AnschlieBend wurde 1 VT Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugefiihrt und zur
Bildung einer Emulsion vorsichtig geschiittelt. Durch Zentrifugation (5000 x g, 5 min,
4°C) wurden die Phasen getrennt und die Oberphase in ein neues Falcon-Rohrchen
gegeben. Diese Phase wurde mit 0,1 VT 10 % CTAB-Lo6sung versetzt, gemischt und
erneut wie oben angegeben mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Zu der
abgenommenen Oberphase wurde 1 VT CTAB-Prézipitationspuffer hinzugefiigt und
gemischt. Die Losung wurde fiir 45 min auf Eis gelagert und danach zentrifugiert
(5000 x g, 2x 2 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2 ml
Hochsalz-TE-Puffer geldst. Durch Zusatz von 2 VT 96 % Ethanol wurden die
Nukleinsduren prézipitiert und durch Zentrifugation (5000 x g, 30 min, 4°C) abgetrennt.
Der Uberstand wurde verworfen und die Nukleinsiduren mit dem gleichen Volumen 80 %

Ethanol gewaschen, wieder zentrifugiert (5000 x g, 15 min, 4°C) und nach Verwerfen des
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Uberstands das Pellet fiir 45 min an der Luft getrocknet. Die Nukleinsduren wurden in
200 pl 0,1 TE-Puffer gelost und mit 2 pl RNase-Losung fiir 1 h bei 37°C behandelt. Die
DNA wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die genomische DNA wurde in ihrer Konzentration und Reinheit bestimmt und vor und
nach Verdau mit Restriktionsendonukleasen in 0,8 %igen Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur Priifung auf Verunreinigungen wurde im UV-Wellenldngenbereich von

200 bis 400 nm ein kontinuierliches Spektrum aufgenommen.

Losungen:
2 x CTAB-Puffer: 2 % CTAB; 100 mM Tris, pH 8,0; 20 mM EDTA,
pH 8,0; 1,4 M NaCl; 1 % PVP Mg 40000
10 % CTAB-L&sung: 10 % CTAB; 0,7 M NaCl
CTAB-Prizipitationspuffer: 1 % CTAB; 50 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA,
pH 8.0
Hochsalz-TE-Puffer: 10 mM Tris, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0; 1 M NaCl
0,1 x TE-Puffer: 1,0 mM Tris, pH 8,0; 0,1 mM EDTA, pH 8,0
2.1.18.2 Restriktion genomischer DNA

Genomische DNA wurde in folgenden Ansétzen verdaut:

2,5 ul DNA (8ug/ul DNA)

20 pl 10 x Puffer

2,5 ul Restriktionsendonuklease (40 U/ul)
175 pl gereinigtes Wasser

Es wurden 5 Reaktionen angesetzt, wobei die DNA jeweils mit einem der folgenden
Restriktionsendonukleasen in den dazugehorigen Puffern verdaut wurde: BamHI, Bglll,
EcoRl, Kpnl, Xhol. Die Ansétze wurden fiir 10 h bei 37°C inkubiert, danach mit 1 pl der
jeweiligen Restriktionsendonuklease (40 U/ul) versetzt und nochmals fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 0,1 VT 3 M Natriumacetat
pH 5,2 und 3 VT Ethanol 96 % 24 h bei —20°C gefillt. Durch Zentrifugation (13000 x g,
15 min, 4°C) wurde die DNA abgetrennt, getrocknet und mit 100 pul Ethanol 70 %

gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (13000 x g, 10 min, 4°C) wurde
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die DNA kurz an der Luft getrocknet und je Ansatz in 30 ul TE-Puffer pH 8,0 aufge-

nommen.

2.1.18.3 Elektrophoretische Trennung von genomischer DNA im Agarosegel

Zu den Ansitzen wurden jeweils 3 pl 10 x DNA-Stoppuffer gegeben. Die DNA wurde in
einem 0,8 %igen Agarosegel, das Ethidiumbromid (0,4 pg/ml) enthielt, bei 16 mV {iber
16 h in 1 x TAE-Puffer, der stindig umgepumpt wurde, elektrophoretisch getrennt. Parallel
dazu wurde der READY-LOAD = A DNA/Hind III Fragments (GibcoBRL) als Standard mit
aufgetragen. Das Gel wurde im UV-Licht photographiert.

2.1.18.4 Southern-Blot-Verfahren

Das Gel wurde danach wie folgt behandelt: 10 min in 0,25 M HCIl, 2x 15 min in
Denaturierungslosung und 2 x 15 min in Neutralisierungslosung geschwenkt, wobei
zwischen den einzelnen Schritten das Gel kurz mit gereinigtem Wasser gespiilt wurde. Die
Membran (Tropilon Plus, positively charged) wurde kurz in 20 x SSC eingeweicht und die
DNA nach SAMBROOK et al. (1989) durch Kapillarkréfte auf die Membran transferiert. Der
Transfer erfolgte tiber Nacht in 20 x SSC. Zum Schlufl wurde die DNA durch doppeltes
Kreuzvernetzen (1200 pJ x 100) im UV STRATALINKER®2400 fest an den Membranen
verankert, die Membran kurz in gereinigtem Wasser gespiilt und an der Luft trocknen
gelassen. Die Membran wurde entweder eingeschweiflt und bei -20°C gelagert oder direkt

zur Hybridisierung verwendet.

2.1.18.5 Markierung der Sonde

Als Sonden kamen entweder cghl 374 oder cghl zum Einsatz, die aus den jeweiligen
Plasmiden (HF 1 bzw. HF 4) durch Restriktionsverdau (Nofl/Pstl bzw. EcoRI1/Xhol),

Agarosegelelektrophorese und Isolierung der DNA aus der Agarose gewonnen wurden.
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Die Markierung und Reinigung der Sonden erfolgte wie in B 2.1.16.4 angegeben, wobei
50 ng Sonde und 10 pl [a-**P] dATP 3000 Ci/mmol (NEN) in den Polymerisationsansatz

gegeben wurden.

2.1.18.6 Hybridisierung und Waschen der Blots

Zunichst wurde die Membran in 50 ml Church-Puffer, dem vorher Heringssperma-DNA
(100 pg/ml) zugesetzt wurden, fiir 2 h bei 65°C vorhybridisiert. AnschlieBend wurde die
markierte Sonde fiir 10 min gekocht und nach kurzem Lagern auf Eis dem Church-Puffer
hinzugefiigt. Die Hybridisierung erfolgte liber Nacht bei 65°C.

Nach dem Hybridisieren wurden die Filter wie folgt gewaschen: 5 min bei RT in 2 x
SSC und 0,1 % SDS und dann fiir 10 min 55°C in 1 x SSC und 0,1 % SDS.

Die Filter wurden nach dem Waschen kurz auf Filterpapier getrocknet, in Folie einge-
schweit und zusammen mit einem NEF585 X-Omat Blue Film in eine Autoradiographie-

kassette flir 5-7 Tage eingelegt. Danach wurden die Filme entwickelt.

Church-Puffer: 1 mM EDTA; 0,5 M Na,HPO.; pH 7,2; 7 % SDS
2.1.19 Heterologe Expression in E. coli
2.1.19.1 Konstruktion der Expressionsplasmide HF 6, HF 8 undHF 10

Um die Expressionsplasmide HF 6, HF 8 und HF 10 zu konstruieren, wurde zunichst die
kodierende Sequenz cghl vom Plasmid HF 4 mittels PCR amplifiziert, wobei sich an den
verwendeten Primern palindromische Sequenzen fiir Restriktionsendonukleasen befanden.
Zur PCR waren in einem 50 pl-Ansatz enthalten:

dNTP’s (200 uM je Nukleotid), 1 x PCR-Puffer, Plasmid HF 4 (100 ng), das Primerpaar
CghlBamHI/CghlKpnl fiir das Plasmid HF 6, 60Vorn/60Hin fiir das Plasmid HF 8 und
GSTBamHI/GSTXhol fiir das Plasmid HF 10 (jeder Primer 0,5 uM), 2,5 U Pfu-Polymerase
und gereinigtes Wasser ad 50 ul. Bis auf die Polymerase wurden sdmtliche Komponenten

zusammengefiigt, abzentrifugiert und in den Mastercycler gestellt. Nachdem die initiale
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Denaturierungstemperatur (95°C) erreicht war, wurde die Polymerase zupipettiert. Das

PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten:

1. Initiale Denaturierung 95°C 45 sec

2. Zyklen: 30x
Denaturierung 95°C 45 sec
Primeranlagerung 50°C 45 sec
Kettenverldngerung 72°C 6 min

5. Finale Kettenverldngerung 72°C 10 min

6. Lagerung 4°C bis zur Entnahme

Danach wurden 20 pl der Ansitze mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die PCR-
Produkte wurden aus dem Gel isoliert und anschlieBend mit dem TOPO-T/A-Cloning® Kit
kloniert. Die generierten Plasmide (HF 5, HF 7, HF 9) wurden préipariert und durch
Restriktionsanalyse identifiziert. Die Inserte wurden durch Restriktionsverdau (HF 5 —
BamHUKpnl, HF 7 — Ncol/Bglll, HF 9 — BamHI/Xhol) aus den Plasmiden geschnitten,
durch Agarosegelelektrophorese getrennt, aus der Agarose isoliert und in die jeweiligen
Vektoren subkloniert (pQE 30 — HF 6, pQE60 — HF 8, pGEX-5X-3 — HF 10). Die
Plasmide (HF 6, HF 8, HF10) wurden in XL1-Blue MRF’-Zellen propagiert, prépariert und

sequenziert.

2.1.19.2 Expression von cghl in E. coli

Kompetente SG13009[pREP4]-Zellen wurden mit den Plasmiden HF 6 und HF 8
transformiert, wihrend das Plasmid HF 10 zur Transformation von BL21-Zellen verwendet
wurde. Die Transformationsansédtze wurden auf LB-Agarplatten, die Antibiotika enthielten
(SG13009[pREP4]-Zellen: 100 ng Ampicillin/ml + 25 pg Kanamycin/ml; BL21-Zellen:
50 ug Ampicillin/ml), ausgestrichen und fiir 16 h bei 37°C inkubiert. Einzelne Klone
wurden in 3 ml LB-Medium, das die entsprechenden Antibiotika enthielt, fiir weitere 16 h
bei 37°C inkubiert. 50 ul davon wurden in 3 unterschiedlichen 5 ml LB-Medium, das
vorgewdarmt war und wiederum die entsprechenden Antibiotika enthielt, gegeben und bis
zu einer ODgoo = 0,5 wachsen gelassen. AnschlieBend wurden den 3 Kulturen pro Klon
entweder 1 mM IPTG, 0,2 mM IPTG oder 0,1 mM IPTG zugefiigt und dementsprechend
entweder fiir 5 h bei 37°C, 16 h bei 17°C oder 96 h bei 4°C inkubiert.

Exprimierende Klone wurden in 50 ml LB-Medium, das die entsprechenden Antibiotika

enthielt, fiir 16 h bei 37°C kultiviert. Die 50 ml wurden zu 1 L vorgewdrmtem LB-
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Medium, das wiederum die entsprechenden Antibiotika enthielt, gegeben, bis zu einer
ODgoo = 0,5 wachsen gelassen und nach Zugabe von 0,1 mM IPTG fiir 96 h bei 4°C
inkubiert.

2.1.19.3 Analyse der Expression

Die Expression wurde sowohl durch SDS-PAGE als auch im Enzymassay fiir Cardenolide
tiberpriift. Zur SDS-PAGE wurde wie in B 2.2.2 angegeben verfahren, zum Aktivitatstest
wurden die Zellen zentrifugiert (5000 x g, 5 min, RT) und anschlieBend in 1/100 des
originalen Volumens PBS-Puffer (1 % Triton X-100, 1 mM PMSF) resuspendiert.

Bei den 5 ml Kulturen wurden die Suspensionen 5 mal fiir je 45 sec ins Ultraschallbad
(Bandelin Sonorex Super RK 103 H) und anschlieend fiir je 25 sec auf Eis gestellt. Die
Zellriickstinde wurden abzentrifugiert (13000 x g, 10 min, 4°C) und der Uberstand
unmittelbar zur Aktivititsbestimmung (B 2.2.3) eingesetzt.

Den 1 L Kulturen wurde eine Tablette des Proteasen-Inhibitor-Cocktail Complete, Mini,
ETDA-free (Qiagen) hinzugefiigt. Die Zellen wurden dreimal in der French press durch
Druck aufgeschlossen und anschlieBend die Zellriickstinde mittels Zentrifugation
(13000 x g, 10 min, 4°C) abgetrennt. Die Uberstéinde wurden aliquotiert und entweder zum
Aktivititstest verwendet oder bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C eingefroren.

Die exprimierten Proteine mit einem 6 x His-tag wurden mittels des Anti-His Antibody

Selector Kit und des Ni-NTA Spin Kit (jeweils Qiagen) untersucht.

2.1.20 Mutagenese

2.1.20.1 Konstruktion der Expressionsplasmide HF 11 und HF 12

Um aus dem Expressionsplasmid HF 6, d.h. aus der Sequenz cghl, die Aminosduren von
205-300 (cghl 4205-300) bzw. von 491-495 (cghl 4491-495) zu deletieren und die

Expessionsplasmide HF 11 und HF 12 zu konstruieren, wurde die Methode der PCR

angewendet. In einem 50 pl-Ansatz waren enthalten:
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dNTP’s (200 uM je Nukleotid), 1 x PCR-Puffer, Plasmid HF 6 (18 ng), das Primerpaar
Dell/Del2 fiir das Plasmid HF 11 und Del3/Del4 fiir das Plasmid HF 11 (jeder Primer
125 ng), 2,5 U Pfu-Polymerase und gereinigtes Wasser ad 50 pl. Bis auf die Polymerase
wurden sdmtliche Komponenten zusammenpipettiert, abzentrifugiert und in den Master-
cycler gestellt. Nachdem die initiale Denaturierungstemperatur (95°C) erreicht war, wurde

die Polymerase zupipettiert. Das PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten:

1. Initiale Denaturierung 95°C 30 sec

2. Zyklen: 20x
Denaturierung 95°C 30 sec
Primeranlagerung 55°C 1 min
Kettenverldangerung 72°C 12 min

5. Finale Kettenverldngerung 72°C 10 min

6. Lagerung 4°C bis zur Entnahme

Nach Beendigung des Programms wurden zu den Ansitzen je 5 U Dpnl zugefiigt und fiir
1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden Aliquote der Ansétze mit 0,1 VT 10 x DNA-
Stoppuffer versetzt, mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die PCR-Produkte
wurden aus dem Gel isoliert, wobei die DNA in 20 pl gereingtem Wasser aufgenommen
wurde. Zu 10 ul davon wurden 1 x Ligations-Puffer und 10 U T4 DNA Ligase (NEB)
gegeben und die Reaktion fiir 48 h bei 16°C inkubiert. Danach wurden dem Ansatz 2 pl
entnommen und damit One Shot TOP10 transformiert. Positive Klone wurden kultiviert,

deren Plasmide pripariert und sequenziert

2.1.20.2 Konstruktion des Expressionsplasmids HF 13

Um in dem Expressionsplasmid HF 6, d.h. in der Sequenz cghl, die Aminosdure Alanin
187 gegen Prolin (cghl A187P) auszutauschen und das Expessionsplasmid HF 13 zu
konstruieren, wurde sich wiederum der Methode der PCR bedient. In einem 50 pl-Ansatz
waren enthalten:

dNTP’s (100 uM je Nukleotid), 1 x PCR-Puffer, Plasmid HF 6 (7,5 ng), die Primer
PMvor und PMrev (jeweils 1 uM), 2,5 U Pfu-Polymerase und gereinigtes Wasser ad 50 pl.
Bis auf die Polymerase wurden simtliche Komponenten zusammengefiigt, abzentrifugiert

und in den Mastercycler gestellt. Nachdem die initiale Denaturierungstemperatur (95°C)
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erreicht war, wurde die Polymerase zupipettiert. Das PCR-Programm bestand aus

folgenden Schritten:

1. Initiale Denaturierung 95°C 30 sec

2. Zyklen: 12x
Denaturierung 95°C 30 sec
Primeranlagerung 55°C 1 min
Kettenverldngerung 72°C 14 min

5. Finale Kettenverldngerung 72°C 10 min

6. Lagerung 4°C bis zur Entnahme

Nach Beendigung des Programms wurden 10 pul des Ansatzes mittels Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt und die PCR-Produkte im UV-Licht analysiert.

Dem Rest das Ansatzes wurden 5 U Dpnl zugefiigt und fiir 3 h bei 37°C inkubiert.
Danach wurden vom Ansatz 5 pl abgenommen und damit kompetente XL1-Blue MRF’

transformiert. Positive Klone wurden kultiviert, deren Plasmide prépariert und sequenziert.

2.1.20.3 Expression von cghl A205-300, cghl A491-495 und cghl A187P in E. coli

Kompetente SG13009[pREP4]-Zellen wurden jeweils mit den Plasmiden HF 11 (cghl

4205-300), HF12 (cghl 4491-495) und HF 13 (cghl A187P) transformiert. Die Klone

wurden wie B 2.1.19.2 angegeben kultiviert und in ihrer Expression analysiert.

2.2 Proteinchemische Methoden

221 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden nach der durch PETERSON (1977) modifizierten Methode

nach LOWRY et al. (1951) durchgefiihrt. Dazu wurde der PROTEIN ASSAY KIT P5656
(Sigma) verwendet, bei dem BSA als Standard fungiert.
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2.2.2 SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophoresen (SDS-PAGE) wurden mit dem Puffersystem
von LAEMMLI (1970) durchgefiihrt. Es kamen ausschlieBlich 10 %ige Gele zur
Anwendung; die Proteine wurden danach mit Coomassie gefirbt. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts wurden die Eichproteine des LMW Calibration Kit verwendet; die

Gele wurden in Cellophan eingespannt und am Schluf3 getrocknet.

2.2.2.1 Herstellung der Gele

Fiir das Trenngel wurden 4 ml gereinigtes Wasser; 2,5 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8; 100 pl
SDS (10 %); 3,33 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel 30 — Roth);
100 ul APS (10 %) und 5 pl TEMED gemischt, in die Mini-Protean II Slab Cell (Bio-
Rad)-Apparatur gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nachdem das Gel
polymerisiert war, wurde der Isopropanol abgegossen und fiir das Sammelgel 6,1 ml
gereinigtes Wasser, 2,5 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 6,8; 100 ul SDS (10 %); 1,3 ml 30 %
Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel 30 — Roth); 100 ul APS (10 %) und
10 ul TEMED gemischt. Das Sammelgel wurde tiber das Trenngel gegossen und
Probentaschen durch einen zugegebenen Kamm generiert. Nach der Polymerisation des

Gels wurden die Proben in die Probentaschen gegeben.

2.2.2.2 Probenvorbereitung

Von den E. coli-Kulturen wurde je 1 ml abgenommen und zentrifugiert (5000 x g, 5 min,
RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl Laemmli-Puffer suspendiert.
Die Suspension wurde fiinfmal fiir je 45 sec ins Ultraschallbad und anschliefend fiir je

25 sec auf Eis gestellt. Vor dem Auftragen wurden die Proben fiir 10 min gekocht.

Laemmli-Puffer: 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8; 10 % B-Mercaptoethanol; 20 % Glycerol,
0,01 % Bromphenolblau; 4 % SDS
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2.2.2.3 Proteinstandard

Als Eichproteine zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden die Proteine des LMW

Calibration Kit verwendet:

Phosphorylase b 94,5 kDa
Albumin 67,0 kDa
Ovalbumin 42,0 kDa
Carbonic anhydrase 29,0 kDa
Trypsin inhibitor 20,1 kDa
a-Lactalbumin 14,4 kDa

Die lyophilisierten Proteine wurden in Laemmli-Puffer gelost und fiir 5 min gekocht. Pro
Tasche wurden 70 pg des Proteingemisches aufgetragen.

2.2.24 Laufbedingungen

Die elektrophoretische Trennung der Protein-SDS-Aggregate erfolgte zunichst fiir etwa
15 min bei 100 V/ 20 mA bis die Proben ins Sammelgel eingelaufen waren; danach wurde

fiir etwa eine Stunde bei 200 V/ 100 mA elektrophoretisch getrennt.

Laufpufter: Glycin 28,8 g/l; Tris-Base 3,02 g/l; SDS 1,00 g/l

2.2.2.5 Farbung der Proteine

Fiir die Farbung der Proteine kam die Coomassie-Firbung zur Anwendung. Die Gele

wurden fiir etwa 1 h in Féarbeldsung geschiittelt und danach sukzessiv entférbt.

Coomassie-Losung:

Coomassie Brillant Blau R 250 20¢g
Coomassie Brillant Blau G 250 0,5¢g
Vergillter Ethanol 425 ml
Methanol 50 ml
Essigsdure 100 ml

Gereinigtes Wasser 425 ml



B Material und Methoden 42

2.2.2.6 Aufbewahrung der Gele

Die Gele wurden 0,5h in Trockungslosung geschwenkt und im folgenden zwischen

Cellophanfolien zum Trocknen eingespannt.

Trocknungslosung: 6 ml Glycerol; 40 ml Methanol; 10 ml Essigsdure; 44 ml gereinigtes

Wasser

223 Aktivititsbestimmung

Zum Nachweis der Aktivitit rekombinanter Klone wurde die Aktivitit gegeniiber
Lanatosid C (LC) bestimmt. Fiir die Bestimmung kinetischer Parameter kamen neben
Lanatosid C auch Desacetyllanatosid C (DLC) und Lanatosid A (LA) zum Einsatz.

Der Enzymtest wurde wie bei SCHONIGER et al. (1998) durchgefiihrt. Fiir qualitative
Bestimmungen wurden die Proben mit Mcllvaine CP/2 pH 5,0 (0,05 % Triton X-100, 10
mM B-Mercaptoethanol) auf 150 pl verdiinnt. Nach Zugabe von 1 mM Cardenolid-
Glykosid (Stammlésung in DMSO) wurden die Ansétze fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die
Cardenolide wurden dann mit 150 pl Ethylacetat ausgeschiittelt und mittels
Diinnschichtchromatographie getrennt und durch Kedde-Reagenz (KEDDE, 1947)
detektiert.

Fiir quantitative Bestimmungen wurden die Proben mit Mcllvaine CP/2 pH 5,0 (0,05 %
Triton X-100, 10 mM B-Mercaptoethanol) auf 300 pl verdiinnt. Nach Zugabe von 1 mM
Cardenolid-Glykosid wurden die Ansdtze fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Hinzufligen von 310 pul Methanol gestoppt und die Proben zentrifugiert
(17500 x g, 15min, 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und die sich darin
befindenden Cardenolide mittels HPLC bestimmt.

Der Enzymassay flir quantitative Bestimmungen wurde je nach dem zu untersuchenden
Parameter (pH-Optimum, Temperaturoptimum, Temperaturstabilitit, K,-Werte) variiert.

Samtliche MefBergebnisse sind Mittelwerte aus einer Dreifachbestimmung.
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Diinnschichtchromatographie

30 ul der Ethylacetat-Phase wurden auf DC-Fertigplatten Fass (Merck, 5x5cm)
aufgetragen. Als Vergleiche wurden 10 pl Lanatosid C und a-Acetyldigoxin (je 1 mg/ml
Methanol) auf die Platten aufgebracht.

Die chromatographische Trennung erfolgte in der Nano-DC-Kammer (Merck) mit dem
Gemisch Ethylacetat/Methanol/gereinigtes Wasser (88:11:8). Die Platten wurden an der
Luft getrocknet und die Cardenolide mit der Reaktion nach KEDDE et al. (1947) detektiert.

Kedde-Spriihreagenz: 3 % 3,5-Dinitrobenzoesdure in Ethanol und 2 M NaOH

unmittelbar vor dem Bespriihen 1:1 gemischt

Hochdruckflissigkeitschromatographie

Die Cardenolide wurden durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie quantifiziert.

Es kam das HPLC-System von Hewlett Packard (Serie 1050) zur Anwendung. Die
stationdre Phase bildete eine Reverse Phase (RP-18) HPLC-Fertigsdule 250 x 4 mm (CS-
Chromatographie Service GmbH), die mobile Phase bestand aus einem Gradientengemisch
von Wasser und Acetonitril, wobei die Fliissigkeiten durch einen Heliumstrom entgast
wurden. Nach erfolgter Trennung wurden die Cardenolide mit dem UV/VIS-Detektor

photometrisch bestimmt.

Trenn- und MeBbedingungen:

Stationére Phase: Waters Sherisorb 5 ODS2
Mobile Phase: A gereinigtes Wasser
B 84 % Acetonitril
Gradient 0 min 20% B
10 min 65%B

13,5 min 100 % B
8,5 min 100 % B

20,5 min 20% B

22 min 20% B
Injektionsvolumen: 20 pul
FlufBrate: 1 ml/min

MeBwellenlédnge: 220 nm
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C Ergebnisse

1 Klonierung der Cardenolid-16-O'-Glucohydrolase von D. lanata

1.1 RT-PCR

cDNA aus Blittern von D. lanata wurde fiir PCR-Versuche mit vollstindig degenerierten
Primern, die aus den Peptiden von CGH I (SCHONIGER et al., 1998) abgeleitet waren,
eingesetzt. Fiir alle sinnvollen Primerkombinationen (D 1.2) resultierten bei 3 unter-
schiedlichen Primer-Anlagerungstemperaturen (45°C, 50°C und 55°C) keine PCR-
Produkte.

Die Primer wurden danach in ihrer Struktur modifiziert (D 1.2) und diese nun

zusammen mit den vollstindig degenerierten Primern wie folgt kombiniert:

Kombination Primerpaar
I 5und lrev
11 5.1und 1 rev
111 5.1und 2
v 5.1und 4
\% 3 und Irev
VI 3.1 und lrev
VII 3.2 und lrev
VIII 3.1und 2
IX 3.2und 2

Tab.5: Eingesetzte Primerpaare nach Modifikation der Primer

Es wurden wiederum 3 Primer-Anlagerungstemperaturen (45°C, 50°C und 55°C) getestet,
wobei bei 45°C und 50°C 4 PCR-Produkte (etwa 400, 1100 und 1500 bp) zu erkennen

waren.



C Ergebnisse 45

[ 1II III IV V VI VIIVII IX M

——— 3000 bp
T 2000 bp

Q 1500 bp
1000 bp

T 500 bp

Abb.3: Agarosegel (im UV-Licht) der PCR-Produkte durch die Primerkombinationen
(I-IX) bei 50°C Primer-Anlagerungstemperatur; M — 1 kb DNA Leiter (NEB)

1.2  Klonierung der PCR-Produkte

Von den Amplimeren konnten nur die beiden kiirzeren (aus Primerkombination V bzw.
VII, beide etwa 400 bp) kloniert und anschlieBend sequenziert werden. Die PCR-Produkte
waren beide 374 bp lang und erwiesen sich als identisch. Nach Ubersetzung der DNA-

Sequenz in Aminosduren ergab sich folgende Sequenz:

GVDFMLYWEV EPIVTGKYPE RMVKRVGKRL PCEFTIEEEEM VRGSYDFLGV 50
NYYTTYYAIN LPIPPIAPPN YEFSDMGVLST PTRGGVPIGI QCGQGGWIYI 100
YPRGLYLILI EMTNKEFKDKN DQGP 124

Abb.4: Abgeleitete Aminosduresequenz von cghl 374
Unterstrichen sind die Peptide von CGH I (SCHONIGER et al., 1998), aus denen die

Primer abgeleitet wurden

AuBer den beiden Peptidfragmenten, aus denen die Primer abgeleitet wurden, konnte kein
weiteres Peptid der CGH I (SCHONIGER et al. 1998) in der Sequenz gefunden werden. Die

Sequenz wurde als cghl 374 bezeichnet.




C Ergebnisse 46

1.3  Homologien zu cghl 374

Zum PCR-Fragment cghl 374 wurden in der SpTrEMBL-Datenbank folgende homologe

Proteinsequenzen gefunden:

Sequenz- Funktion Organismus | Identitiit in %

eintrag

Q00326 Myrosinase Priakursor Brassica napus 44,1
P49235 B-Glucosidase, Chloroplastidirer Zea mays 43,5

Priakursor

P29738 Myrosinase MB2 Sinapis alba 43,5
P29092 Myrosinase MB3 Prikursor Sinapis alba 42,7
P29737 Myrosinase MB1 Sinapis alba 42,6
P26205 Cyanogene B-Glucosidase Prakursor | Trifolium repens 40

Tab.6: Homologe Proteinsequenzen zu cgh 374, Sequenzeintrage aus SpTrEMBL

Aufgrund der Homologien zu anderen pflanzlichen B-Glucosidasen wurde mit dem PCR-
Fragment eine cDNA-Bank aus Blittern von D. lanata auf einen vollstindigen Klon

durchsucht.

1.4  Screening der cDNA-Bank

Nach dem Primérscreening konnten etwa 30 Signale detektiert werden. Davon wurden
5 Phagenkolonien zufallig ausgewahlt und fiir ein Sekundérscreening verwendet. Die dabei
positiv reagierenden Phagenklone wurden danach der Methode nach SANG und THOMPSON
(1994) unterzogen (D 1.3), um die ldngsten Inserte zu bestimmen. Von den
5 Phagenklonen konnte bei 3 Klonen ein positives Signal gefunden werden, wobei die
Lange der Inserte etwa 2000 bp, 1900 bp und 1300 bp betrug. Alle 3 Phagenklone wurden

in einem Tertidrscreening als Einzelklone bestétigt.
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Die Sequenzen der 3 Klone erwiesen sich als identisch. Die beiden langen Inserte sind
vollstindige Klone, wéhrend das kiirzere Insert ein Fragment davon ist. Die kodierende

Sequenz wurde als cghl bezeichnet.

1.5  Die Sequenz cghl

Das lidngste Insert bestand aus 2198 bp. Davon entfielen auf die vollstindige, kodierende

Sequenz cghl 1954 bp. Der untranslatierte Bereich der cDNA enthélt 244 bp, wovon 24 bp
oberhalb des Translationsstartpunktes und 220 bp unterhalb des Stoppcodons liegen.

taaatcgtattataagtatctcaaatgactaacgaatccaatcataccgaccataacgtc 60

- I v L - VvV S Q M T N E S N H T D H N V 12
acacgtgccagttttaacttcagtaatggtgagaagtttgtctttggaagtgctacttca 120

T R A S F N F S N G E K F V F G S A T S 32
gcttatcagattgaaggttgtgctatggaatttggaaaaggccttagecgtatgggatact 180

AY 9 I £E G ¢ A M EF G K G L s VvV w D T 52
tggactctcgataaacctggacacattattgatggcaccaacggaaatgtcgctgcaaac 240

w T L D K P G H I I D GG T N G N V A A N 72
cagtaccacttgttcaaggaagatatgaagataatgaaaagagcaggtttagaggcatac 300

Q Yy H L ¥ K E D M K I M K R A G L E A Y 92
agattttcaatatcatggcctcgtatattgccaggtggaaaattgagcacgggcgtgaac 360

R F s I s W P R I L P G G K L S T G V N 112
aaagaagggatcaagtattacaatgatcttatcgacgcaatcatagccgaaggtatgcaa 420

K E 6 T K ¥ Yy N DL I DA I I A E G M Q 132
ccgtacgttactctgttccactgggatcttectttggectttagaattggaatatggtgge 480

p Yy v T L ¥ H W D L P L A L E L E Y G G 152
ttcctagacaaagacaaaagaattgtggaacattttegtgattacgecggaactgtgtttt 540

F L D K D K R I V E H F R D Y A E L C F 172
tgggaatttggagatagagtaaagcattggataacaataaatgaggcatggagctacacg 600

W BE F G DR V K H W I T TI N E A W S Y T 192
gtagaaggatatgtcaatggaacgtgtccacctggtcggggtgcatctgcaccgagcgac 660

v B G ¥y v N G T C P P G R G A S A P S D 212
gacatggcattacagactgcggaaatattaagaaaccgaactctctctacaatacttgat 720

pb M A L Q T A E I L R N R T L s T I L D 232
gcaatcgggtcacaagcaattgcagaactaaaagacatagagaaactcatttacactctg 780

A I G S Q A I A E L K D I E K L I Y T L 252
attccaaacaatattaaagatttgatttcaaagttccacatagaagagtttgtgaagaac 840

I P N NI K D L I S K F H I E E F V K N 272
ataattcctgaagttctaaagcaaaaatgtccccagctggtcgactttattgtggacata 900

I I p E V L K 0 K C P 0 L Vv D F I V D I 292
ttgcaatcttttcatgtcgattataagagaactggaatggcacgagcatgctctaatgga 960

L ¢ S ¥ H VvV D ¥ K R T G M A R A C S N G 312
gatccaggcacagaaccatacattgtggcacacaatatcatcttggctcatgctgectgca 1020

b p G T E P Yy I V A H N I I L A H A A A 332
gtcaggttgtataaaactaagtttcaggcatatcaaggaggaaagattggtatgacgaat 1080

v R L Y K T K F 0 A Y O G G K I G M T N 352

aatgtgacttactatttgccatacgatgaaaaataccatgaggatgtggaagcttctaaa 1140
N v T Y Yy L P Y D E K Y H E D V E A S K 372
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agaggtgttgattttatgctatattggttcttagaaccaattgtgactggtaagtaccct 1200

R G vD F M L Y W ¥ L. EP I V T G K Y P 392
gagaggatggtgaaacgagtcgggaaaagacttccttgtttcactgttgaagaggaagaa 1260

FEF R M V XK R V. G K R L P C F T V E E E E 412
atggtaagaggttcctacgacttcttgggagtaaattactacacaacttattatgcaata 1320
MV R G S Y D F L G V N Y Y T T Y Y A I 432
aatctgcccatacctccaattgcaccaccaaattacttcagtgatatgggggttttatca 1380

N L P I P P I A P P NY F S D M G V L S 452
actcctacacgaggaggagtgccgataggcattcaatgcggtcaaggaggctggatatac 1440

T Pp T R G G VvV P I G I Q0 C G Q@ G G W I Y 472
atctatccacggggattgtacttgatcttgattgaaatgacgaacaaatttaaggacaaa 1500

I v P R G L vy L I L I E M T N K F K D K 492
aatgatcagggtcctcttatttatattacagaaaatggggcaagcgaaaatgccaatacg 1560

N D Q G P L I ¥ I T E N G A S E N A N T 512
acgtttactgtttgtgaagcacggtatgatccaataagagttctgtaccacaatgaccat 1620

T ¥ T V C E A R Y D P I R V L Y H N D H 532
ctctggtacttgaagaaagcaatggaagatggtgtcaacttaaaaggttatttcatatgg 1680

L w vy L K K A M E D G V N L K G Y F I W 552
tcgttcgccgataattttgaatggaatgectggatacactagtcgatttggtatcttttat 1740

s ¥ A DN F E W N A G Y T S R F G I F Y 572
ggtgattttgtgaatggccaatacacaagatatcccaaaagctcagcattatggtggacg 1800

v D F V N G Q ¥ T R Y P K S S A L W W T 592
aatttcttgcatgatgtacaagaacttaaagttcccgatacctcaaatgttacgaacaaa 1860

N F L H DV ¢ E L K Vv p D T S N V T N K 612
agatcgcgtaacactgaagaggagaatgctacagctaaaaagcccaagaacaccagtgtg 1920

R S R N T E E E N A T A K K P K N T S V 632
aactcgctcggatttctggataatcttgactaagtgtgttttctggagaacgectctgagt 1980

N S L. G ¥F L D N L D - 642
atgcttgtgcttectttctttggtggtagggagtacaaaagcgtgcttatccttttcata 2040
tgttttaagcgttatcttcecgtttaaagecgtgcattcaactttaaatataataatatcga 2100
atgacgcgatgaataaaatgttatgtaataaactgcgacatcctgctcttttagetcata 2160
tgatccatgtttccttgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 2198

Abb.5: Die vollstindige Nukleotid- und abgeleitete Aminoséuresequenz von cghl
Unterstrichen sind der Translationsstartpunkt und das Stoppcodon; das erste
translatierte Methionin ist fett hervorgehoben; das Polyadenylierungssignal und der

poly(A)-Schwanz sind kursiv markiert

Die Sequenz wurde in die EMBL-Datenbank (DLA 133406) und die SpTrEMBL-
Datenbank (Q9ZPB6) eingetragen.

1.6  Sequenzunterschiede zwischen CGH I und cghl

Von den 5 Peptiden der gereinigten CGH I (SCHONIGER et al., 1998) konnten alle in cghl

wiedergefunden werden, wobei sich aber folgende Sequenzunterschiede offenbarten:
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Anzahl abweichender Aminosiuren

CGH I: HNHTDHNVTRASFN

A
cghl : 5 SNHTDHNVTRASFN 18 1
CGH I: RVTLEAYRAH
cghl : 86 RAGLEAYRFS 95 4
CGH I: PA?EPYTVAY
cghl : 314 PGTEPYIVAH 323 3
CGH I: RGVDFMLY
cghl : 373 RGVDEMLY 380 0
CGH I: NDQGPLIYITENG
cghl : 493 NDQGPLIYITENG 505 0

Abb.6: Aminosdureabweichungen zwischen CGH I und cghl
Fett gedruckt sind die abweichenden Aminoséduren in cghl; die Zahlen bezeichnen

die jeweiligen ersten bzw. letzten Aminosduren der Fragmente in cghl

Von den 54 zur Verfiigung stehenden Aminosduren von CGH [ waren in cghl

46 Aminoséuren identisch. Das entspricht einer Abweichung von etwa 14 %.

2 Heterologe Expression von cghl in E. coli

Zur Expression von cghl in E. coli kamen 2 Expressionssysteme, die das jeweilige Protein
als Fusionsprotein mit einem Anhang translatieren, zum Einsatz. Dabei wurde einerseits
ein Protein mit einen 6xHis-tag, andererseits ein Glutathion S-Transferase-Fusionsprotein

generiert.
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2.1  Expression von cghl als His-tag-Fusionsprotein

cghl wurde in den Vektor pQE30, der die cDNA mit einem 6xHis-tag am N-Terminus

exprimiert, kloniert, und das Expressionsplasmid danach zur Transformation von

SG13009[pREP4]-Zellen verwendet.

LC oA K -IPTG +IPTG

- - »

K -IPTG +IPTG M

a-Acetyldigoxin

Lanatosid C

i i

94.5

67

42

29

kDa

Nach einer Induktion mit 1 mM IPTG bei
37°C iber 5 h konnte bei 5 von 10 Klonen
in deren Zellysat eine induzierte Bande im
SDS-PAGE bei etwa 70 kDa beobachtet
werden. Im CGH I-Aktivitédtsassay
(B 2.2.3) wurde im Zellysat dieser Klone
selbst bei einer 16stiindigen Inkubation
keine Umsetzung von Lanatosid C zu
a-Acetyldigoxin festgestellt (nicht ge-
zeigt).

Wurden die Klone nach Zugabe von
0,2 mM IPTG bei 17°C iber 16 h inku-
biert, konnte bei 4 von 10 Klonen im
Zellysat eine induzierte Bande im SDS-
PAGE bei etwa 70 kDa gefunden werden.
Diese Lysate setzten in 16 h Lanatosid C

vollstindig zu a-Acetyldigoxin um.

Abb.7: Diinnschichtchromatographie und SDS-PAGE nach Expression von cghl in pQE30
in SG13009[pREP4]-Zellen durch Induktion mit 0,2 mM IPTG bei 17°C iiber 16 h

oben: Diinnschichtchromatographische Trennung des Enzymassay nach Detektion

mit Kedde-Reagenz: LC — Lanatosid C; oA — a-Acetyldigoxin

unten: SDS-PAGE nach Coomassie-Féarbung: Pfeil weist auf induzierte Bande bei
etwa 70 kDa hin

K: Kontrolle (SG-Zellen mit pQE30 ohne Insert); -IPTG — SG-Zellen mit
pQE30 + cghl ohne IPTG; +IPTG - SG-Zellen mit pQE30 + cghl mit IPTG
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Die Klone wurden ein drittes Mal, diesmal nach Zugabe von 0,1mM IPTG bei 4°C iiber

96 h induziert. Zwar konnte bei keinem

LC oA 1 2 3 Klon im SDS-PAGE eine induzierte

- "% a-Acetyldigoxin| Bande beobachtet ~werden (nicht
gezeigt), jedoch setzten die gleiche
Lanatosid C Proteinmenge im Zellysat derselben
Klone in einem 0,5stiindigen Enzym-

assay mehr Lanatosid C um, als die

nach der Expression bei 17°C.

Abb.8: Diinnschichtchromatographische Trennung des 0,5stiindigen Enzymassays
nachunterschiedlichen Expressionsbedingungen:
1-37°C, ] mM IPTG, 5 h; 2 - 17°C, 0,2 mM IPTG, 16 h; 3 - 4°C, 0,1 mM IPTG,
96 h; LC — Lanatosid C, aA — a-Acetyldigoxin

Klone mit CGH I-Aktivitdt wurden in 1 L-Kulturen nach Zugabe von 0,1 mM IPTG bei
4°C tiiber 96 h geschiittelt. Danach wurden die Zellen mittels French Press lysiert und die
Zellriickstande abzentrifugiert. Zwar konnte im Zellriickstand die meiste Aktivitit
nachgewiesen werden, jedoch war auch im I6slichen Uberstand CGH I-Aktivitit zu finden.
Der Uberstand wurde auf eine Ni-NTA-Siule gegeben. Es konnte weder durch
Aktivitatsbestimmung noch durch SDS-PAGE eine Bindung von rCGH I an die Séule
festgestellt werden. Im Immunoblot konnte mit einem Penta-His-Antikérper weder in
Uberstand noch im Zellriickstand der 6xHis-tag nachgewiesen werden.

Deshalb wurde cghl in den Vektor pQE60, der die cDNA mit einem 6xHis-tag am C-
Terminus exprimiert, kloniert, und das Expressionsplasmid wurde danach zur
Transformation von SG13009[pREP4]-Zellen verwendet. Die Zellen wurden wie oben
angegeben kultiviert und die cghl exprimiert. Es konnte bei den 3 unterschiedlichen
Expressionsbedingungen (s. oben) bei keinem Klon CGH I-Aktivitdt oder eine induzierte

Bande im SDS-PAGE beobachtet werden.
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2.2 Expression mit dem GST-System

cghl wurde in den Vektor pGEX-5X-3, der die cDNA mit einer Glutathion S-Transferase
aus Schistosoma japonicum am N-Terminus exprimiert, kloniert. Das Expressionsplasmid
wurde danach zur Transformation von BL21-Zellen verwendet. Die Zellen wurden wie

oben angegeben kultiviert und die cghl exprimiert.

Es konnte unter keiner der 3 Expressionsbedinungen (C 2.1) weder im Zellriickstand
noch im Uberstand eine induzierte Bande im SDS-PAGE-Gel nachgewiesen werden.

Schwache CGH I-Aktivitit wurde nur bei 4°C iber 96 h im Zellriickstand und im

Uberstand gefunden.

3 Bestimmung enzymkinetischer Daten von rCGH 1

3.1 pH-Optimum

Die pH-Abhéngigkeit der Aktivitdt von rCGH I wurde gegeniiber dem Substrat Lanatosid
C im pH-Bereich von pH 3,0 bis 7,5 bestimmt. Die hochste Aktivitidt wurde dabei bei pH

4,5 gemessen.

w H [¢)] [e2]
o o o o
| |
t

Aktivitat [nkat g~ 1]

N
o
|
t

T

o 3 4 5 6 7 6
pH-Wert
Abb.9: Aktivitit von rCGH I in Abhéngigkeit vom pH-Wert
Substrat: 0,5 mM Lanatosid C
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3.2  Temperaturoptimum und -stabilit:it

Die Temperaturabhingigkeit der Aktivitdit von rCGH I wurde gegeniiber dem Substrat
Lanatosid C im Temperaturbereich von 15°C bis 85°C bestimmt. Die hochste Aktivitit war

bei einer Temperatur von 70°C zu verzeichnen.

200 it
180 +
160 +

N
N
o

120 +
100 +
80 -
60 -
40 -
20 A

O A e S e e e
010 20 30 40 50 60 70 80 90

Aktivitat [nkat g™ ]

Temperatur [°C]

Abb.10: Aktivitit von rCGH I in Abhdngigkeit von der Temperatur
Substrat: 0,5 mM Lanatosid C

Die Temperaturstabilitdt von rCGH I wurde iiber einen Zeitraum von 300 min bestimmt.
Wihrend die Umsetzungen bei Temperaturen bis 60°C anndhernd linear waren, 148t sich

bei 70°C nach etwa 90 min eine Aktivitdtsabnahme von rCGH I beobachten.

1,50
v
—_ —e— 40°C -
£ 125+ 0+ 50°C P
é —v— 60°C e
> 100 —+ 70°C x
3 100 ¢
©
€ 075
£
g 0,50 +
1]
£
D 0,25 +
0,00 f f f f f f
0 50 100 150 200 250 300

Inkubationszeit [min]

Abb.11: Umsatz zu Digoxin in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit
Substrat: 15 mM Desacetyllanatosid C
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3.3 K, ,-Werte

Fiir die Substrate Lanatosid C (LC), Lanatosid A (LA) und Desacetyllanatosid C (DLC)

wurde deren Affinitdt zur rCGH I untersucht.

0,20 50
0,16 __ 40
= kS
= 012 = 301
2 008 g 2071
2 <
0,04 - 10 +
0,00 t t t } } 0 t t } }
0 1 2 3 4 5 5 0 5 10 15 20 25
Lanatosid C [mM] 1/Lanatosid C [mM]

350

300 +

250 +

200 +

150 + [

100 +

Aktivitat [ukat]
1/Aktivitat [ukat™]

50 + -

10 20 30 40 50

o

0 1 2 3 4 5 -10
Lanatosid A [mM] 1/Lanatosid A [mM'1]

Aktivitat [ukat]
5 g 8 B

1/Aktivitat [ukat ]
3

N
o

o

0 1 2 8 4 5 5 0 5 10 15 20 25
Desacetyllanatosid C [mM] 1/Desacetyllanatosid C [mM'1]

Abb.12: Michaelis-Menten-Plot (links) und Lineweaver-Burk-Plot (rechts) von rCGH 1
fiir die Substrate Lanatosid C, Lanatosid A und Desacetyllantosid C
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Fiir LC und LA konnte eine SubstratiiberschuBhemmung beobachtet werden, wobei diese
bei LC ab einer Konzentration von 1 mM und bei LA ab einer Konzentration von 0,5 mM
im Ansatz erkennbar war. Insgesamt fiel die UberschuBhemmung bei LC stirker als bei
LA aus. Bei dem Substrat DLC war sie nicht zu beobachten.

Zur Bestimmung der kinetischen Daten durch lineare Regression wurden nur die
MeBwerte verwendet, die aullerhalb der SubstratiiberschuBhemmung lagen. Es wurden

folgende K,-Werte bestimmt: LC (301 uM), LA (264 uM) und fiir DLC (505 uM).

4 Isoenzyme der CGH I

Der experimentelle Nachweis flir Isoenzyme der CGH I sollte mit unterschiedlichen

Methoden erfolgen (D 2.3).

4.1 Southern-Blot-Analyse

Genomische DNA von D. lanata wurde mit der CTAB-Methode nach ROGERS und
BENDICH (1994) isoliert. Dabei konnten aus 8 g Pflanzenmaterial 1,74 mg DNA extrahiert
werden. Der Proteinindex P; (Ajze/Azgo) wurde mit 2,0 bestimmt. Im kontinuierlichen
UV-Spektrum von 200-400 nm wurde ein symmetrischer Peak bei 260 nm nachgewiesen,
die Verunreinigungen bei 230 nm waren gering.

Die genomische DNA konnte mit den Restriktionsendonukleasen BamHI, Bg/Il, EcoRl,
Kpnl, Xhol verdaut, im Agarosegel aufgetrennt und danach auf einen Filter geblottet
werden.

Trotz unterschiedlicher Sonden und Hybridisierungsbedingungen konnten im Southern-

Blot keine Signale detektiert werden.

42 PCR

Die lingeren PCR-Produkte (C 1.1) (aus Primerkombinationen II bzw. IV, etwa 1100 bzw.

1500 bp) wurden kloniert und anschlieBend sequenziert. Die PCR-Produkte waren 1121

bzw. 1478 bp lang und erwiesen sich als identische Fragmente von cghl.
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Mit Primern (D 2.3.1) bzw. mit deren sinnvollen Kombinationen, die nur mit der cDNA
von CGH I Amplimere ergeben hitten, wurden RT-PCR-Versuche bei 3 unterschiedlichen
Anlagerungstemperaturen (45°C, 50°C und 55°C) durchgefiihrt. Es resultierten daraus eine
Vielzahl von Amplimeren unterschiedlicher Grofe, deren Spezifitit auch bei hoherer
Anlagerungstemperatur nicht zunahm. Die PCR-Produkte, die den erwartenden Grof3en am
nichsten kamen, wurden kloniert und sequenziert. Keines der PCR-Produkte wies eine

Homologie zu B-Glucosidasen auf.

4.3  Sekundirscreening weiterer Primirphagenklone

Alle Phagenklone des Primdrscreenings der cDNA-Bank (C 1.4) wurden bis zu
Einzelphagenklonen hybridisiert und in Plasmide konvertiert. Die Plasmide wurden mit
den Restriktionsendonukleasen Dpnl und A/ulll einer Restriktionsanalyse unterzogen.
Dabei zeigten alle Plasmide zueinander und zu dem Parallelverdau von cghl das gleiche
Restriktionsmuster. 2 Klone wurden zufillig ausgewéhlt und vom 5’-Ende sequenziert. Die

erhaltenen Sequenzen waren zu cghl identisch.

5 Northern-Blot-Analyse

Die mRNA-Expression von cghl wurde einerseits in den verschiedenen Pflanzenteilen von
einer einjdhrigen bzw. zweijdhrigen D. lanata, anderseits in Verlauf der somatischen
Embryogenese von proembryogenen Massen (PEMs) von D. lanata (Erhaltungskultur des

Stammes VIII) untersucht.

5.1 mRNA-Expression der cghl in Pflanzenteilen von D. lanata

Die mRNA-Expression der cghl wurde in einjdhrigen Blittern (Rosettenblétter) und
Wurzeln, zweijdhrigen Bléttern (Stengelblétter) und Wurzeln sowie in Sprof3, Bliiten und
Friichten untersucht.

Die stidrksten Hybridisierungssignale konnten dabei in einjdhrigen Bléttern und

Friichten detektiert werden. Schwichere Signale waren in zweijdhrigen Bléttern und
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Bliiten zu finden, wihrend im Sprof3 sowie in ein- und zweijahriger Wurzel keine mit cghl

hybridisierende RNA beobachtet wurde.

1 — Blatter einjahrig

5 6 7 8
2 — Blatter zweijahrig
3 — Sprol3

' hi
. - € 4 — Wurzel einjahrig
5 — Wurzel zweijahrig
6 — Frichte
“ 155 rRNA 7 - Bliiten

8 — PEMs

Abb.13: Northern-Blot-Analyse verschiedener Pflanzenteile von D. lanata mit cghl
oben: Hybridisierung der RNA aus den jeweiligen Pflanzenteilen mit cghl

unten: Kontrollhybridisierung mit der Sonde pPBD18 (DOBROWOLSKI et al., 1989)

Wenn man die densitometrische Intensitit des Signals (Sigmagel) fiir die einjdhrigen
Blitter gleich 100 % setzt, ergeben sich fiir die Friichte 97 %, fiir die zweijdhrigen Blétter

38 % und fiir die Bliiten 19 % an densitometrischer Intensitat.

5.2 mRNA-Expression der cghl im Verlauf der somatischen Embryogenese von

PEMs von D. lanata

Die mRNA-Expression der cghl wurde im Verlauf der somatischen Embryogenese von
proembryogenen Massen (PEMs) von D. lanata (Erhaltungskultur des Stammes VIII)
untersucht, d.h. es wurden PEMs, die zuerst 4 Wochen auf Medium M, und danach fiir

12 Wochen auf Medium M;s kultiviert wurden, auf cghl-Transkripte untersucht.
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1 - PEMs
2 — nach 1 Woche auf Mg
3 — nach 2 Wochen auf My

172 34 56 7 8 9 10111213 14 4 — nach 3 Wochen auf M,
5 — nach 4 Wochen auf Mg

. cghl 6 — nach 1 Woche auf Mys
7 — nach 2 Wochen auf Mys

8 — nach 4 Wochen auf Mys
9 — nach 6 Wochen auf Mys

- ‘ 10 — nach 8 Wochen auf Mys
* I8STRNA 11 _nach 10 Wochen auf Mys
. 12 — nach 12 Wochen auf Ms
13 — Keimlinge

14 — Blatter einjahrig

Abb.14: Northern-Blot-Analyse der somatischen Embryogenese von proembryogenen
Massen (PEMs) von D. lanata mit cghl
oben: Hybridisierung der RNA in unterschiedlichen Stadien der somatischen
Embryogenese mit cghl
unten: Kontrollhybridisierung mit der Sonde pBD18 (DOBROWOLSKI et al., 1989)

In keinem der untersuchten Embryogenesestadien konnte eine mit cghl hybridisierende

RNA detektiert werden. Die RNA von etwa 6-8 Wochen alten Keimlinge von D. lanata

zeigten eine dhnlich starke Hybridisierung mit cghl wie die einjihriger Blétter.

6 Konstruktion und Expression von cghl-Mutanten

6.1  Konstruktion von cghl 4205-300, cghl A491-495 und cghl A187P

Die Expressionsplasmide (HF12, HF13, HF14), die Deletionen (A205-300, A491-495)

bzw. eine Punktmutation (A187P) des Inserts cghl enthielten, wurden mittels PCR aus dem

Plasmid HF4 (cghl in pQE30) generiert. Die Konstrukte wurden durch Sequenzierung

iiberpriift.

6.2  Expression von cghl 4205-300, cghl A491-495 und cghl A187P

Die Sequenzen cghl 4205-300, cghl A491-495 und cghl A187P wurden wie in C 2.1

beschrieben in E. coli exprimiert.
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Bei einer Sstiindigen Expression bei 37°C nach einer Induktion mit 1 mM IPTG konnten
im SDS-PAGE im Lysat der Klonen verstidrkte Banden in den zu erwartenden Grof3en
beobachtet werden. Die Lysate von je 10Klonen pro Ansatz zeigten keine
CGH I-Aktivitdt. Wurden dieselben Klone 96 h, bei 4°C, nach einer Induktion mit 0,1 mM
IPTG induziert, konnten im SDS-PAGE keine induzierten Bande im Lysat der Klone
nachgewiesen werden. Nur bei 4 der 10 Klone der nicht mutierten Sequenz CGH [ konnte

CGH I-Aktivitat bestimmt werden.

a-Acetyldigoxin

Lanatosid C
1 Kontrolle
" 2 rCGH I
kDa M 3 rCGH I A205-300
94,5 wae w= wu 4 rCGH 1 A491-495
67 5 rCGH I A187P
42 -

Abb.15: Darstellung der Expression der cghl-Mutanten in E. coli

oben: Diinnschichtchromatographie nach Expression der cgh/-Mutanten bei 4°C
iiber 96 h nach einer Induktion mit 0,1 mM IPTG; O0,5stlindiger
Enzymassay mit Lanatosid C (LC) zu a-Acetyldigoxin (aA)

unten: SDS-PAGE nach Expression der cghl/-Mutanten bei 37°C {iber 5 h nach
einer Induktion mit 1 mM IPTG; M — Proteinmarker; die Pfeile markieren
die exprimierten Proteine: oberer Pfeil — rCGH I, rCGH I A491-495 und
rCGH I A187P; unterer Pfeil — rCGH I A205-300; es wurden gleiche

Proteinmengen aufgetragen
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D Diskussion

1 Klonierung der Cardenolid-16-O'-Glucohydrolase von D. lanata

1.1 Allgemeines zur Klonierungsstrategie

Um cDNAs bzw. Gene zu klonieren, konnen unterschiedliche Wege beschritten werden.

Zur Klonierung der Cardenolid-16-O'-Glucohydrolase (CGH 1) waren bereits durch
SCHONIGER (1998) einige Vorversuche unternommen worden. Weiterhin stand eine
cDNA-Bank aus Blittern von D. lanata zur Verfiigung (WERLE, 1995), die mit einer
geeigneten Sonde durchsucht werden sollte. Als Sonde wiren dabei z. B. der Antikdrper
gegen die CGH I (SCHONIGER et al., 1998), die cDNA einer anderen B-Glucosidase oder
Oligonukleotide in Frage gekommen.

Es wurde bereits von SCHONIGER (1998) versucht, den Antikdrper gegen die CGH I in
seiner Reaktivitit gegen E. coli-Proteine zu reduzieren, indem er den Antikorper gegen ein
E. coli-Lysat sittigte. Dennoch gelang es danach nicht, im Immunoscreening der cDNA-
Bank das Signal-Hintergrund-Verhéltnis so zu verdndern, dafl einzelne Phagenklone
identifiziert werden konnten.

Zum Screening der cDNA-Bank mit einer heterologen Sonde, d.h. der cDNA einer
anderen [-Glucosidase, schien die Homologie der einzelnen p-Glucosidasen auf
Nukleinsdureebene zueinander nicht ausreichend. Ebenso wurde ein Screening mit
Oligonukleotiden (25-30 bp) aus den Peptidfragmenten (SCHONIGER et al., 1998) oder aus
homologen Bereichen von B-Glucosidasen nicht in Betracht gezogen.

Deshalb sollte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) ein cDNA-Fragment der CGH 1
amplifiziert werden, um das Fragment als homologe Sonde zum Screening der cDNA-

Bank zu verwenden.

1.2 RT-PCR

Die Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) verwendet als Matrix fiir
die Reaktion cDNA, die vorher enzymatisch aus mRNA synthetisiert wird. Der Vorteil der
Methode liegt darin, daB man aus dem Stadium, in dem die groBte enzymatische Aktivitét

gemessen wurde, d.h. in dem auch die stirkste mRNA-Expression zu vermuten ist, RNA
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isoliert und dadurch oft viel mehr Matrix als z. B. bei einer PCR mit genomischer DNA im
PCR-Ansatz zur Verfiigung steht. Das wirkt sich hdufig in einer hoheren Effektivitdt der
PCR aus.

In D. lanata konnte die grofite Glucosidase-Aktivitit gegeniiber Primirglykosiden in
Rosettenblittern detektiert werden. Dabei nahm innerhalb der Rosette die Aktivitit von
den jungen, inneren Bléttern zu den dlteren, duleren ab (MAY und KREIS, 1997). Versuche,
die Glucosidase-Aktivitdit in Suspensions-, SproB- oder Kalluskulturen durch
Phytohormonbehandlung zu induzieren, fiihrten entweder zu geringer oder keiner Aktivitit
(MAY und KREIS, 1990; KREIS, 1991). Deshalb wurde aus den inneren Bléttern der Rosette
von D. lanata Gesamt-RNA isoliert.

Die Primer fiir die PCR-Versuche wurden aus den Peptidsequenzen von CGH I
(SCHONIGER et al., 1998) abgeleitet. Entgegen dem Ansatz von SCHONIGER (1998) wurde
dabei auf Inosin (KNOTH et al., 1988) verzichtet und aus den Peptidsequenzen
(HNHTDHNVT/ARASFN, RGVDFMLY, NDQGPLIYITENG) vollstindig degenerierte
Primer mit einer Linge von 17 bp abgeleitet (B 1.8 — Primer 1-5). Die Peptide
PA?EPYTVAY und RVTLEAYRAH wurden aufgrund der hohen Degenerierung der
korrespondierenden Nukleinsduren fiir Primer nicht in Betracht gezogen.

Das Molekulargewicht von CGH I wurde mit 70 kDa bestimmt (SCHONIGER et al.,
1998). Das entspricht einer kodierenden cDNA von etwa 1850 bp. Zur vermutlichen Lage

der Peptide in CGH I konnte folgendes angenommen werden:

1. Das Fragment HNHTDHNVT/ARASFN mufte in unmittelbarer Ndhe zum
N-Terminus des Proteins liegen, da es sich nach Abspaltung eines etwa 3 kDa
kleinen Bruchstiicks durch N-terminale Sequenzierung vom 67 kDa grofen
Restprotein ergab (SCHONIGER et al., 1998).

2. Das Fragment NDQGPLIYITENG konnte in Ubereinstimmung mit anderen
B-Glucosidasen bei etwa 1450 bp vermutet werden.

3. Dementsprechend konnte sich das Fragment RGVDFMLY entweder oberhalb
oder unterhalb des Fragments NDQGPLIYITENG befinden.
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5 ca. 1850 bp (70 kDa) 3’
5— 37— 1— 37—
H,N_ HNHTDHNVT/ARASEN RGVDFMLY __ NDQGPLIYITENG __ RGVDFMLY __ COOH
—4? 2 —4?

Abb.16: Mogliche Lage der Peptide in CGH I und sich daraus ergebende Primer
Die Pfeile geben die Orientierung der Primer an, d.h. (—) = Primer auf 5'—3'

Strang; («—) = Primer auf 3'—=5' Strang

Somit waren die Primerkombinationen 2/5, 4/5, 1/4 und 2/3 sinnvoll.

Nachdem mit keiner Primerkombination PCR-Fragmente amplifiziert werden konnten,
wurde versucht, die hohe Degenerierung der Primer herabzusetzen. SOMMER und TAUTZ
(1989) zeigten, dafl das 3'-Ende eines Primers genau der Zielsequenz entsprechen muf,
wihrend am 5'-Ende eine Festlegung der Nukleotide in Ubereinstimmung mit dem Codon
usage des jeweiligen Organismus eine Amplifikation meistens noch ermoglicht. Fiir einen
Codon usage von D. lanata standen zum Zeitpunkt der Experimente folgende Sequenzen
zur Verfiigung:

DLAJ2525 (Phytochrom A — Teilsequenz, THORINGER, unverdffentlicht), DLAJ2526
(Chalkonsynthetase — Teilsequenz, THORINGER, unverdffentlicht), DLJ002221
(Phenylammoniumlyase, THORINGER, unverdffentlicht ), DLCYCLO (Cyclophilin,
SCHOLZE et al., 1999) DLCYP18 (CYP 18 Gen, SCHOLZE et al., 1999) und DLALD
(RICHTER, 1997). Daraus ergab sich fiir 3 fiir die Primerauswahl relevanten Aminosauren

folgender Codon usage:
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Aminosiure Codons Codon usage
T ACA 23
ACC 34
ACG 19
ACT 30
G GGA 47
GGC 49
GGG 39
GGT 37
Vv GTA 11
GTC 25
GTG 47
GTT 64

Tab.7: Codon usage einzelner Aminosduren von D. lanata

Die Primer wurden darauthin wie folgt verandert:

Primer Peptidsequenz — Primersequenz Degenerierung
R G \Y% D F M L Y

3 5 -GGN-GTN-GAY-TTY-ATG-YT-3" 128

3.1 5 -GGC-GTK-GAY-TTY-ATG-TT-3~ 8

3.2 5 -GGC-GTK-GAY-TTY-ATG-CT-3~ 8
H N H T D H N VT/ARASFEFN

5 5"-CAY-AAY-CAY-ACN-GAY-CA-3~ 64

5.1 5"-CAY-AAY-CAY-ACY-GAY-CAY-AA-3~ 64
N D Q G P L IYITENG

1 5 -AAY-GAY-CAR-GGN-CCN-YT-3" 256

lrev |3 -TTR-CTR-GTY-CCN-GGN-RA-5" 256

Tab.8: Verdnderte Primer nach Einbeziehung des Codon usage von D. lanata
Fett gedruckt sind die innerhalb der Primer verdnderten Basen

N=A+C+G+T; Y =C+T; R=A+G; K=G+T

Aus Primer 3 wurden die Primer 3.1 und 3.2 generiert. Da sich in zweiter Position zum
3'-Ende entweder ein Cytosin oder ein Thymin befinden mufte, sollte einer dieser Primer
genau binden. In Anlehnung an SOMMER und TAUTZ (1989) wurden am 5'-Ende des
Primers bei den Aminosduren Valin und Glycin entsprechend dem Codon usage die
Nukleotide Guanin und Thymin bzw. Cytosin gewidhlt. So konnte die Degenerierung der
Primer 3.1 und 3.2 auf 8 gesenkt werden.

Fiir den Primer 5 bot sich die Verlingerung auf 20 bp an, wobei fiir die Aminosdure

Threonin im Rahmen des Codon usage jetzt Thymin und Cytosin die Degenerierung
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iibernahmen. Der Primer (5.1) war damit zwar nicht geringer degeneriert als Primer 5, aber
er bestand nun aus 20 bp.

Die hohe Degenerierung des Primers 1 lag vor allem am 3'-Ende der Primers. Durch
einfache Umkehrung des Primers konnte zwar nicht die Degenerierung des Primers
verdndert werden; sie konnte jedoch an das fiir die Primerbindung weniger wichtige
5'-Ende gelegt werden.

Die Kombination der Primer fiihrte zu 4 PCR-Produkten (C 1.1), von denen nur die
beiden kiirzeren (beide etwa 400 bp) kloniert werden konnten (C 1.2). Da es sich bei dem
verwendeten Cloning Kit (pCR-Script™Amp SK(+) Cloning Kit) um eine Klonierung mit
glatten Enden handelt, miissen grofle Insert-Vektor-Verhiltnisse fiir eine erfolgreiche
Ligation vorliegen. Je linger das Insert ist, desto mehr Insert wird bendtigt. Vermutlich
konnten deshalb die ldngeren PCR-Fragmente (etwa 1100 bzw. 1500 bp ) anfénglich nicht
kloniert werden.

Die beiden PCR-Fragmente erwiesen sich als identisch, was aufgrund der abgeleiteten
Primer (aus Primer 3 — Primer 3.1 und 3.2) nicht iiberraschend war. Die Sequenz wurde
als cghl 374 bezeichnet. Dal} innerhalb von cghl 374 keine weiteren Peptide der CGH I zu
finden waren, erstaunte nicht, da das Fragment nur etwa 20 % der vollstdndigen Sequenz
cghl darstellen konnte. Durch die ausgewiesenen Homologien von cghl 374 zu anderen
B-Glucosidasen (C 1.3) konnte das PCR-Fragment zum Screening der cDNA-Bank

verwendet werden.

1.3  Screening einer cDNA-Bank aus Bléittern von D. lanata

Im Primérscreening der Blatt-cDNA-Bank konnten etwa 30 Signale detektiert werden, was
auf eine starke mRNA-Expression der cghl in Blittern hinwies. Diese starke Expression
konnte spéter in der Northern-Blot-Analyse (C 5.1) bestitigt werden.

In cDNA-Banken, die auf E. coli amplifiziert wurden, sind ldngere cDNAs oft
unvollstindig enthalten. Um den Klon mit dem lédngsten Insert zu isolieren, wurden nach
dem Sekundirscreening 5 Phagenklonkolonien mit dem Verfahren nach SANG und
THOMPSON (1994) untersucht. Dabei werden die Inserte der Phagenklone durch PCR mit
vektorspezifischen Primern vervielfdltigt und nach Auftrennung der Fragmente im

Agarosegel in einer Southern-Blot-Analyse mit der jeweiligen Sonde (cghl 374)



D Diskussion 65

hybridisiert. Dadurch kann man die Lidnge der Inserte bestimmen und am Ende des
Screenings die ldngsten cDNAs isolieren.
Von 3 Phagenklonen konnte auf diese Weise die Lange der Inserte bestimmt werden, deren

Sequenz sich am SchluB} als identisch erwies (C 1.4).

1.4  Die Sequenz cghl

Der offene Leserahmen der cDNA konnte aufgrund seiner Lange bzw. der zuzuordnenden
Peptide aus CGH 1 eindeutig festgelegt werden (C1.5). Da das Peptid
HNHTDHNVT/ARASFN (SCHONIGER et al., 1998) in unmittelbarer Ndhe zum 5'-Ende der
cDNA liegt, und kurz oberhalb der Leserahmen erst beginnt, konnte das erste Methionin
(C 1.5) eindeutig als Startpunkt der Translation identifiziert werden. Somit umfafit der
offene Leserahmen 1954 bp und codiert fiir ein Protein mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 73,2 kDa. Im untranslatierten mRNA-Bereich konnten am 3'-Ende
die Poly-A-Sequenz und kurz davor das wahrscheinliche Polyadenylierungssignal
AATAAA ausgemacht werden, wihrend am 5'-Ende keine Consensussequenz erkannt
wurde. Die fiir eukaryotische mRNAs hdufige TATA-Box liegt ca. 25-30 bp oberhalb der
Initiationsstelle fiir die Transkription. Dieser Bereich ist in der cDNA nicht mehr
verfligbar, so daf3 diesbeziiglich keine Aussagen getroffen werden konnten. Die kodierende
Sequenz wurde als cghl bezeichnet.

Die Peptide von CGH I (SCHONIGER et al., 1998) konnten alle in der kodierenden
Sequenz wiedergefunden werden. Jedoch waren von den 56 Aminosduren der Peptide der
CGH I nur 46 in cghl iibereinstimmend (C 1.6), d.h. es lag zwischen CGH I und der cDNA
cghl eine ungefihre Abweichung von 14 % vor. Geht man davon aus, dal die Peptide
RGVDFMLY (1), RVTLEAYRAH (2), PA?EPYTVAY (3) und NDQGPLIYITENG (4)
sich durch N-terminale Sequenzierung nach einem LysC-Verdau ergaben, d.h. vor ihnen
normalerweise die Aminosdure Lysin zu finden sein miifite, wiirde die Abweichung noch
groBer ausfallen, da vor den Peptiden (2) und (3) in cghl kein Lysin zu finden ist. Die
Sequenzabweichung 146t die Existenz von CGH I-Isoformen vermuten. Die Thematik von
Isoenzymen wird in D 2 diskutiert.

Wihrend der Reinigung der CGH I konnten nach dem 2. und 3. Reinigungsschritt (SP-
Sepharose bzw. Q-Sepharose) neben einer Bande bei 70 kDa jeweils eine Doppelbande bei

34 und 36 kDa beobachtet werden. Immunologisch konnte nachgewiesen werden, dal} es
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sich bei der Doppelbande um die Spaltprodukte des 70 kDa-Proteins handelt (SCHONIGER
et al., 1998). Diese Doppelbande wurde nach einem LysC-Verdau N-terminal sequenziert,
wobei folgende Peptide resultierten (GRIMM, unverdftentlichte Ergebnisse):

DLISK, P/A G/Q H/Y /R 1/D D/T A/L, Q/P A/NY/N Q/1G/K

Eine Zuordnung dieser Peptide zu Sequenzabschnitten in cghl ergibt folgendes Bild:

CGH I: DLISK

cghI: 259 DLISK 263

CGH I: P/A G/Q H/Y I/R I/D D/I A/L
cghlI: 58 P G H I I D G 64
CGH I: Q/P A/N Y/N Q/I G/K

cghlI: 341 Q A Y Q G 345

254 P N N I K 258

Abb.17: Zuordnung der cghl zu den Peptiden der 34/36 kDa Doppelbande
Fett gedruckt ist die abweichende Aminoséure in cghl; die Zahlen bezeichnen die

jeweiligen ersten bzw. letzten Aminosduren der Fragmente in cghl

Bis auf die Sequenz AQYRDIA/L lieBen sich die Peptide eindeutig in Abschnitten der
cghl wiederfinden. Da Sequenzierfehler unwahrscheinlich sind (GRIMM, personliche
Mitteilung), kann eine Uberlagerung durch eine weiteres Protein vermutet werden.
Dennoch kann durch die in der Doppelbande gefundenen Peptide die Aussage bestdtigt
werden, daB es sich bei der Doppelbande bei 34 und 36 kDa um Spaltprodukte der CGH I
handelt. Fiir die von MAY und KREIS (1997) fiir die CGH I postulierten Untereinheiten (26;
37 und 77,5 kDa) liegt damit die Vermutung nahe, dal es sich bei der von ihnen
beschriebenen 37 kDa-Bande um die etwa gleich groen Spaltprodukte der CGH I handelt.
Die von MAY und KREIS (1997) gefundene 26 kDa-Bande konnte bei SCHONIGER (1998)
nicht beobachtet werden. SCHONIGER et al. (1998) beschrieben die CGH 1 als ein Protein
mit monomerer Quartirstruktur, das aus einer 70 kDa-Einheit besteht. Dieses Monomer
konnte mit dem theoretischen Molekulargewicht von 73,2 kDa des durch cghl kodierten

Proteins bestétigt werden.
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Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den meisten B-Glucosidasen. Sie
bestehen hdufig aus Monomeren von 55-65 kDa (ESEN, 1993), die nativ als Mono-, Di-
oder Oligomere vorkommen konnen (SELMAR et al., 1987; FALK und RASK, 1995; GuUs-
MAYER et al., 1994).

1.5  Zuordnung der cghl zur Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen

Die beiden Consensussequenzen fiir Mitglieder der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen

(HENRISSAT, 1991; HENRISSAT und BAIROCH, 1993, 1996) sind in cghl vorhanden:

1. Die Consenussequenz fiir das putative aktive Zentrum in Vertretern der Familie 1 der
Glykosyl-Hydrolasen (PROSITE PS00572) wird in cghl durch die Aminoséuren I 499-
S 507 reprisentiert.

PS00572  [LIVMFSTC]-[LIVFYS]-[LIV]-[LIVMST]-E-N-G-[LIVMFAR]-[CSAGN]
cghl -1 ) - T--E-N-G A----S

Abb.18: Vergleich der Aminoséduren 1499-S 507 in cghl mit der Consensussequenz 1
der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen; Fett gedruckt ist die konservierte

Glutaminsaure

Untersuchungen an einer B-Glucosidase von Agrobacterium faecalis von WITHERS et al.
(1990) und TRIMBUR et al. (1992) bewiesen die Beteiligung der Glutaminsiure (E 358)
als Nukleophil an der Enzymkatalyse. An der Kristallstruktur der einzigen bisher
kristallisierten pflanzlichen PB-Glucosidase, einer cyanogenen [-Glucosidase aus
Trifolium repens, konnte die Beteiligung der entsprechenden Glutaminsiure (E 397) an
der Enzymkatalyse bestitigt werden (BARRETT et al., 1995). Diese Glutaminsédure ist in
allen Mitgliedern der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen in der Consensus-Sequenz 1
enthalten (HENRISSAT, 1991). Darauthin 146t sich in cghl die Glutaminsdure E 503 als

Nukleophil und die sie umgebenden Aminoséuren als aktives Zentrum vermuten.

2. Die zweite Consensussequenz fiir Vertreter der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen

beschreibt ein konserviertes Motiv in der Ndahe des N-Terminus (PROSITE PS00653).
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In cghl wird diese Consensussequenz in den Aminosduren F 25-C 39 wiedergefunden.
Auffillig ist jedoch, daB3 die letzte Aminosdure (C 39) der Consensussequenz nicht mehr

entspricht.

PS00653 F-x-[FYWM]-[GSTA]-x-[GSTA]-x-[GSTA](2)-[FYNH]-[NQ]-x-E-x-[GSTA]
cghl ~ F-V-F G S A--T---S-—-A Y Q—I-E-G---C----

Abb.19: Vergleich der Aminoséduren F 25-C 39 in cghl mit der Consensussequenz 2 der
Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen; Fett gedruckt ist die abweichende

Aminoséure in cghl

Die Funktion der Consensus-Sequenz 2 der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen ist

bisher unbekannt.

Mit dem Auffinden der Consensussequenzen der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen in der
cDNA konnte die Zuordnung der CGH I zu dieser Familie (SCHONIGER et al., 1998)

bestdtigt werden.

1.6 Subzellulire Lokalisation der CGH I

Eine sogenannte Signalsequenz zur Adressierung des Proteins in der Zelle konnte mit den
Programmen des Internets fiir die cghl nicht erkannt werden. Eine sich meist am
N-Terminus befindende Signalsequenz ist unwahrscheinlich, da das im nativen Protein
gefundene Peptid HNHTDHNVT/ARASFN nur 5 Aminosduren vom putativen
Translationsstartpunkt in cghl entfernt ist. Signalsequenzen bestehen meist aus 15 bis 26
Aminosduren mit einer Abfolge hydrophober Aminosduren (10-15), die mit dem
jeweiligen Protein translatiert werden und die die Adressierung des Proteins in der Zelle
tibernehmen. Nach der Translation an den Ribosomen wird das Protein noch im rauhen
endoplasmatischen Retikulum prozessiert, d.h. die Signalsequenz wird durch die
Einwirkung einer spezifischen Signalpeptidase abgespalten und ist dann im reifen Protein
nicht mehr zu finden (LOFFLER und PETRIDES, 1997).

Fiir die Lanatosid-15'-O-Acetylesterase (LAE) von D. lanata, einem weiteren die

Zuckerkette von Cardenoliden modifizierendem Enzym, wurde der Nachweis erbracht, daf3
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es sich um ein zellwandgebundenes Enzym handelt (HOLz, 1992). In der zugehdrigen
cDNA konnte anschlieBend eine Signalsequenz fiir die Adressierung des Proteins in die
Zellwand identifiziert werden (KANDZIA, 1999).

Die CGHI ist zuerst als ein an der Chloroplastenmembran gebundenes Protein
beschrieben worden (BUHL, 1984). Eine Signalsequenz fiir einen Transport in den
Chloroplasten konnte in cghl nicht erkannt werden (EMANUELSSON et al., 1999) und
scheint wegen des oben aufgefiihrten Grundes auch unwahrscheinlich, obwohl die
Unzuldnglichkeit der momentanen Methoden zur Vorhersage plastiddrer Proteine im
Rahmen des Arabidopsis thaliana Genome Projekts gezeigt werden konnte (THE
ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000). Wire die CGH I innerhalb des Chloroplasten
lokalisiert, wiirde die industrielle Methode der Fermentierung der Primidr- zu den
Sekundérglykosiden in dieser Form nicht moglich sein, da zur Zerstérung des
Chloroplasten zur Freisetzung des Enzyms viel groere Krifte notwendig wiren
(KLOSGEN, personliche Mitteilung).

Bei weiteren Untersuchungen wurde die CGH I nach einer Zellfraktionierung auch an
anderen Membranen detektiert (MAY-HERTL, 1991). Die Notwendigkeit der Verwendung
des nichtionischen Detergenz Triton X-100 zur Solubilisierung des Proteins scheint dies zu
bestitigen und wies auf ein integrales Membranprotein hin (SCHONIGER, 1998). Integrale
Membranproteine weisen in ihrer Sequenz hydrophobe Doménen von etwa 9-12
Aminosduren auf, die das Protein in der Membran verankern. In einem
Hydrophobizititsblot nach KYTE und DOOLITTLE (1982) konnte in cghl in keinem Bereich
eine durchgingige Hydrophobizitit erkannt werden. Transmembrane Dominen konnten
fiir die cghl nicht identifiziert werden (VON HEUNE, 1992). Das 146t, soweit die CGH I ein
membrangebundenes Protein darstellt, eher auf ein assoziiertes als auf ein integrales
Membranprotein schliefen. Vermutungen, die cghl konnte fiir die losliche Form der
membrangebundenen CGH I kodieren, sind widerlegbar, da die Expression der mRNA
cghl in Pflanzenteilen von D. lanata nachgewiesen werden konnte (C4.1) bzw. das
rekombinante Protein die gleichen enzymkinetischen Parameter wie die native CGH I hatte
(C 3). Eine losliche CGH I hitte sich demnach mit Puffer ohne Detergenz aus Bléttern von
D. lanata solubilisieren lassen miissen.

Die Lokalisation von B-Glucosidasen in Plastiden scheint fiir monokotyle Pflanzen
typisch zu sein (ESEN, 1993). Sie konnte z. B. fiir die Avenacosidase aus Avena sativa
(GUS-MAYER et al., 1994) oder die Dhurrinase aus Sorghum bicolor (THAYER und CONN,

1981; CISEK und ESEN, 1998) experimentell ermittelt und durch Signalsequenzen in den
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jeweiligen cDNAs bestitigt werden. Eine Furostanolglykosid-26-O-B-Glucosidase aus
C. speciosus weist in ihrer cDNA eine aus 51 Aminosduren bestehende N-terminale
Signalsequenz fiir Mitochondrien auf (INOUE et al., 1996). Im Gegensatz dazu ist bisher
keine plastidire PB-Glucosidase in dikotylen Pflanzen nachgewiesen bzw. eine
Signalsequenz in den zugehorigen cDNAs gefunden worden. Die cyanogene B-Glucosidase
Linamarase von 7. repens ist z. B. in der Zellwand lokalisiert (KAKES, 1985), wihrend
Prunasin-Hydrolase und Mandelnitril-Lyase von Prunus serotina in den Vakuolen von
Phloem-Parenchym-Zellen gefunden wurden (SWAIN und POULTON, 1994). Fiir die
Strictosidin-B-Glucosidase aus C. roseus konnte am C-Terminus das Motiv K-K-X-K-X-X
ausgemacht werden, das als Retentionssignal fiir transmembrane Proteine im
endoplasmatischen Retikulum angesehen wird (JACKSON et al., 1990). Darauthin
durchgefiihrte Experimente bestétigten die Bindung des Proteins, dem eine zentrale Rolle
in der Indolalkaloid-Biosynthese zugeschrieben wird, an das endoplasmatische Retikulum
(GEERLINGS et al., 2000). Das Motiv K-K-X-K-X-X kann auch am C-Terminus von cghl
gefunden werden; es entspricht im Abstand zum C-Terminus jedoch nicht den geforderten
3-5 Aminoséduren (JACKSON et al., 1990). Eine Bindung der CGH I an Membranen des
endoplasmatischen Retikulums wiirde die Probleme beim Solubilisieren der CGH I
erkldren. Retentionssignale, allerdings fiir 16sliche Proteine, fiir das endoplasmatische
Retikulum ([KHR]-[DE]-E-L; PELHAM, 1989) konnten am C-Terminus einer
B-Glucosidase aus A. thaliana (STOTZ et al., 2000) und einer Zeatin-O-Glucosidase aus
Brassica napus (FALK und RASK, 1995) ausgemacht werden.

Histochemische Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisierung der CGH I mit dem
Antikorper (SCHONIGER et al., 1998) brachten keine eindeutigen Ergebnisse, da bereits mit
dem Priimmunserum eine Immunreaktion vorlag (HAUSE und LINDEMANN,
unverdffentlichte Ergebnisse).

Damit kann aus der cDNA-Sequenz cghl und den experimentellen Daten die
Lokalisation der CGH 1 nicht eindeutig festgelegt werden, 14t aber eine plastiddre

Lokalisation unwahrscheinlich erscheinen.

1.7  Auswertung moglicher Eigenschaften von cghl

Das theoretische Molekulargewicht (Mg 73,2 kDa) und der berechnete Isoelektrische Punkt
(pI 5,76) fiir cghl (WILKENS et al., 1998) entsprechen etwa den fiir das gereinigte Protein
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bestimmten Daten (Mg 77,5 kDa, pl 5,8 - MAY und KREIS, 1997; Mg 70 kDa, pl 5,8 -
SCHONIGER et al., 1998). Die fiir die CGH II bestimmten Werte (Mg 65 kDa, pl 6,2 -
HORNBERGER et al., 2000) weichen dagegen stirker von denen der cghl ab.

In der PROSITE-Datenbank (BAIROCH et al., 1997) konnten fiir die cghl Sequenzen fiir
mogliche posttranslationale Modifikationen, wie N-Glykosylierung (11), Protein- Kinase-
C-Phosphorylierung (6), Casein-Kinase-II-Phosphorylierung ), Tyrosin-
Phosphorylierung (3), N-Myristilierung (10) und Amidierung (1) gefunden werden.

Auffillig ist dabei die hohe Zahl (11) von putativen N-Glykosylierungsstellen (N-{P}-
[ST]-{P}) in cghl. Eine Glykosylierung von CGH 1 konnte experimentell nicht
nachgewiesen werden (SCHONIGER, personliche Mitteilung). Das von ESEN (1993)
aufgestellte Postulat, daf B-Glucosidasen in dikotylen Pflanzen glykosyliert sind, wihrend
die B-Glucosidasen monokotyler Pflanzen nicht glykosyliert sind, ist seit der Beschreibung
von B-Glucosidasen ohne Glykosylierung in dikotylen Pflanzen (WARZECHA et al., 1998)
nicht mehr aufrechtzuerhalten und scheint auch fiir die CGH I aus D. lanata nicht zu

gelten.

1.8  Sequenzvergleiche von cghl

1.8.1 Homologien von cghl zu Sequenzen der Datenbanken

Zu cghl wurden in der EMBL- bzw. der SpTrEMBL-Datenbank folgende Sequenzen mit

der héchsten Homologie gefunden:

Sequenzeintrag Funktion Organismus Identitit

Q9SPP9 Raucaffricin-O-B-D-Glucosidase Rauwolfia 44,8 %
serpentina in 606 AS

Q40984 Amygdalin-Hydrolase Isoform AH 1| Prunus serotina 41,2 %
Priakursor (Fragment) in 600 AS

QIMS5X5 Prunasin-Hydrolase Isoform Prunus serotina 40,9 %
Prakursor in 607 AS

QIM7TN7 Strictosidin-B-Glucosidase Catharanthus 40,5%
roseus in 618 AS

Q42707 Furostanolglykosid-26-O-f- Costus speciosus 39,9%
glucosidase in 579 AS

Tab.9: Homologe Proteinsequenzen zu cghl, Sequenzeintrdge aus SpTTEMBL
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1.8.2 Vergleich der cghl mit den homologen B-Glucosidasen

Zum Vergleich wurden die homologen Sequenzen an der cghl ausgerichtet:

cghI

Q9SPP9
Q40984
QI9M5X5
Q42707
QO9M7N7

cghI

Q9SPPY
040984
Q9M5X5
Q42707
QOM7N7

cghI

Q9SPP9
040984
QIM5X5
Q42707
Q9M7N7

cghI

Q9SPPY
040984
Q9M5X5
Q42707
Q9M7N7

cghI

Q9SPP9
040984
Q9Mb5X5
Q42707
QOM7TN7

cghI

Q9SPP9
Q40984
QIM5X5
Q42707
Q9M7N7

cghI

Q9SPP9
040984
QI9M5X5
Q42707
Q9M7N7

... TKLGSLL
.. .MAMQLGS
RVVFARVVPV
KDDQSLVVAI

LCALLLAGFA
LCAMLLIGFA
DGSVGFAGSS
SPAAEPNGNH

FVEFGSATSA
FIMGTGSSA
FIFGTASAA
FIFGTASAA
FIFGAASAA
FTLGAGGSA

vHoNoNoNwE-

YQOIEGCAMEF
YQOIEGGARDG
YQOFEGARAKED
YQVEGARANEG
YOVEGAWNEG
YOCEGA[YNEG

Consensus?2

YHLFKEDMKI
YHLYKEDVNI
YHRYKEDVRI
YHRYKEDVGI
YKKYKEDVKL
YNLYKEDIKI

DATIAEGMQP
DGLLANGIKP
NEILRNGLKP
NELLRNGITP
NELLKNGIRP
DELLANGIKP

EFGDRVKHWI
EFGDRVKHWM
KFGDRVKHWI
EFGDRIKHWI
EFGDRVKHWI
EFGDKVKEWT

NRTLSTILDA

....MATQSS
LTNSKAAKTD
LRNTNAVRTD
TEQETAVESA
SVPIPFAYPS

GKGLSVWDTW
GRGPSIWDTF
GRGPSIWDTY
GRGPSIWDAY
GRGPSIWDTF
NRGPSIWDTF

MKRAGLEAYR

LKNLGLDAYR
MKKMGFDAYR
MKNMGLDSYR
LKDLGLDSYR
MKQTGLESYR

YVTLFHWDLP
FVTLFHWDVP
FVTIYHWDLP
FVTLFHWDVP
MVTLEFHWDVP
FATLFHWDLP

TINE
TOHNE
TONE
TOHNE
TONE
TENE

PD

WSYTV
WTESV
YTESS
YAVSH
WSLST
HTYVA

IGSQATAELK

FSISWPRILP
FSISWSRVLP
FSISWSRVLP
LSISWSRLLP
FSISWSRILP
FSISWSRVLP

LALELEYGGF
QALEDEYGGF
QALEDEYGGF
QALVDEYGGF
QALEDSYKGF
QALEDEYGGF

EGYVNGTCPP
HGYATGLYAP
SGYAYGVHAP
HGYAIGIHAP
MGYAFGRHAP
SGYATGEFAP

DIEKLIYTLI

ESNHTDHNVT

100
RASENFSNGE

AVIDSNDATR
PPIHCASLNR
PPSHCPVLNR
TPTAVPSKVV
IPIQPRKHNK

TLDKPGHIID
THRRPDMIRG
THNHSERIKD
THNHPERIKD
THDHPEKIAD
TNRYPAKIAD

GGKLSTGVNK
GGRLSGGVNK
NGKVSGGVNE
NGKLSGGVNK
KGTLOGGINQ
GGNLSGGVNK

LDKDKRIVEH
LSP..RIVDD
LSP..NIVDH
LSP..RIVDH
RSS..EIVND
LSD..RIVED

GRGASAPSDD

. . ISRSDFPA
. .SSFDALEP
. .SSFESLVP
. .LGRSSFPR
PIVHRRDFPS

150
GTNGNVAANQ
GTNGDVAVDS
GSNGDVAVDQ
RSNGDIAIDQ
HSNGDKATDS
GSNGNQAINS

200
EGIKYYNDLI
EGINYYNNLT
DGIKFYNNLI
EGIEYYNNLT
EGIQYYNDLI
DGVKFYHDFI

250
FRDYAELCFEW
FCEYAELCEW
FRDYANLCFK
YKDYTELCFK
FKDYADICFK
FTEYAEFCFEW

300
MALQTAEILR

350
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cghI

Q9SPP9
Q40984
QI9M5X5
Q42707
QO9M7N7

cghI

Q9SPP9
Q40984
Q9M5X5
Q42707
QO9M7N7

cghI

Q9SPP9
040984
Q9M5X5
Q42707
QOM7TN7

cghI

Q9SPP9
Q40984
QIM5X5
Q42707
Q9M7N7

cghI

Q9SPPY
040984
Q9M5X5
Q42707
Q9M7N7

cghI

Q9SPP9
040984
Q9M5X5
Q42707
QOM7N7

cghI

Q9SPP9
Q40984
Q9M5X5
Q42707
Q9M7N7

IPEVLKQKCP
NHPTVQHRCS

NITLAHAAAV
HLLLAHAAAV
HQLLAHAAAV
NQLLAHASTV
NLLLAHANAV
NLLLSHKAAV

GVDFMLYWEV
ALDFMLGWEM
SLDFIFGWEFM
YLDFMFGWEM
ALDFMFGWYM
GLDFMLGWFI

NYYTTYYAIN
NYYTASYVTN
NYYTTRYASN
NYYSARYASD
NYYTSNYAQH
NYYTTTYVSN

WIYIYPRGLY
WLLIYPEGIR
WLYVYPKGIH
WLYVYPEGIY
WIYFYPRGLK
WQHVVPSGLY

NTTFTVCEAR
NTNLTLSEAR
DPKLSMEEAL
NPKLSLEEAL
KEK...GVPL
KTNILLTEAR

NAGYTSRFGI
GEGYGVRFEFGI
DAGYTVRFGI
NSGYTVRFEGI
DKGYTERFGL
NLGYICRYGI

QLVDFIVDIL

RLYKTKFQAY
ELYKNKFQRG
KLYKDEYQAS
KVYKDKYQAS
KIYRDNYKAT
EVYRKNFEFQKC

EPIVTGKYPE
EPITSGDYPK
DPLTNGNYPH
SPLTIGDYPH
DPLVNGDYPF
EPLTTGEYPK

LPI....PPI
AST..NSSGS
APK..ITSVH
FSN..DYIAP
APV..TEDHT
ADKIPDTPGY

LILTEMTNKEF
KILVYTKKTY
DLVLYTKEKY
KLLLHTKETY
ELLLYVKRRY
NLLVYTKEKY

YDPIRVLYHN
KDSMRLKYLQ
KDTNRIDFYY
NDTMRIDYYY
HDPERKEYLT
HDKLRVDFLQ

FYVDEVNGQY
IHIDY.NDNF
NYVDY .NDNL
NYVDY .DNGL
IYIDY.DKDF
IHVDY. .KTF

QOSFHVDYKRT

QOGGKIGMTNN
QEGQIGISHA
ONGLIGITLV
ONGVIGITVV
ONGEIGITLN
QOGGEIGIVLN

RMVKRVGKRL
SMKKEFVGSRL
LMRSIVGERL
SMRHLVGERL
IMRALVRDRL
SMRALVGSRL

APPNYFSDMG
NNESYNTDIH
A..SYITDPQ
P..SYLTDHR
PDNSYF.DSY
ETDARINKNI

GMARACSNGD
. .QCICSTGN
. .KLNCTGGN
.A..CLGGD
....GCPAGD
. GGADGKGE

VIYYLPYDEK
TQWMEPWDEN
SPWFEPASE.
SHWIEPASK.
SLWYEPYSK.
SMWMEPLNE .

PCFTVEEEEM
PKFSPEQSKM
PNFTEEQSKL
PVFTEEQSKL
PFFTHAESEL
PEFSTEVSEK

VLSTPTRGGV
VITYETDRNGV
VNATAELKGV
ANVTTELNGV
VNQSGEKNGV
FVKKVDGKEV

KDKNDQGPI|

YITENGASEN

I
I
I
NN..... PUT
I
I

YVTENGVDDV
YITENGVDEF
YITENGIDEF
YITENGTAEV
YVSECGVVEE

Consensusl

DHLWYLKKAM
DHIFNVRQAM
RHLCYLQAAT
HHLCYLQAAT
YHLAQVLQAT
SHLASVRDAT

TRYPKSSALW
ARYPKDSAVW
KRHSKLSTYW
KRRSKESAHW
NRQPKDSTKW
QRYPKDSAIW

EDGVNLKGYF
NDGVNVKGYF
KKGSKVKGYF
KDGVRVKGYF
REGVRVKGHF
DDGVNVKGFF

WINFLHDVQE
LMNSFHKNIS
FTSFLKKYER
LKNFLKNYSG
FSKFLRT...
YKNFISEGEV

400
PGTEPYIVAH
PGTEPYWVTH
SATEPYLVTH
SATIEPYLVTH
SANEPYEVTH
PGKEPYIATH

450
YHEDVEASKR
SASDVEAAAR
AEEDINAAFR
SKEDIDAASR
SHEDVEAATR
TKEDIDARER

500
VRGSYDFLGV
LKGSYDEVGL
LKGSFDFIGL
LNGSFDFIGL
IKGSYDFIGI
LTGCYDFIGM

550
PIGIQCGQGG
PIGPQSG.SD
PIGPMAA.SG
PIGPRGA.SD
PIGPLQG.S.
RIGEPCY.GG

NRTNILLTEG

650
IWSFADNFEW
AWSLLDNFEW
AWSFLDNFEW
AWSVLDNFEW
TWALTDNFEW
VWSEFEFDNFEW

700
LKVPDTSNVT
KLPAVKRSIR
STKEIQMFVE
SKKEIRVRVD

TNTAKKREFRE
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732
cghI NKRSRNTEEE NATAKKPKNT SVNSLGFLDN LD
Q9SPP9 EDDEEQVSSK RLRK...... ..o voon.
040984 SKLEHQKFES QOMMNKVQSSL AVVV......
Q9M5X5 DNARDTKAGY EI........ ivieunnnn
0 O
QOMTN7 EDKLVELVKK QOKY....... oo,

Abb.20: Vergleich der vollstindigen Aminosduresequenz der cghl mit homologen
pflanzlichen B-Glucosidasen unter Anwendung von MULTALIGN (CORPET, 1988)
Blau unterlegt sind die beiden Inserte (A205-300 und A491-495) in cghl; die
grauen unterlegten Rahmen kennzeichnen die beiden Consensus-Sequenzen der
Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen, fett sind darin die von der
Consensussequenz abweichenden Aminosduren gekennzeichnet; rot sind die
Glutaminsduren, die vermutlich an der Enzymkatalyse beteiligt sind; PD steht
fiir Protonendonator; unterstrichen sind die Peptidfragmente der CGH I in cgh/
Verwendete Datenbank-Eintrage (SpTrEMBL): Q9SPP9 - Raucaffricin-O-B-D-
Glucosidase aus R. serpentina; Q40984 — Amygdalin-Hydrolase Isoform AH I
Prékursor (Fragment) aus P. serotina; QIMS5XS5 — Prunasin-Hydrolase Isoform
Prakursor aus P. serotina; QIMTNT — Strictosidin-B-Glucosidase aus C. roseus;

Q42707 — Furostanolglykosid-26-O-B-Glucosidase aus C. speciosus

Die Ausrichtung der cghl mit anderen B-Glucosidasen zeigt die Existenz von 2 Inserten
(A205-300 und A491-495) in cghl, die in anderen pflanzlichen B-Glucosidasen bisher nicht
gefunden wurden. Vor allem das lange Insert (A205-300) erklirt die GroBenunterschiede
der CGH I zu anderen B-Glucosidasen (73 kDa zu 55-65 kDa). Eine Suche in der EMBL-
Datenbank nach homologen Sequenzen zu dem langen Insert (A205-300) blieb ohne
Ergebnis.

Die Beteiligung zweier Carboxylat-lonen im aktiven Zentrum von B-Glucosidasen gilt
als sicher (SINNOTT, 1990), wobei fiir die Katalyse ein Nukleophil und ein Protonendonator
erforderlich ist. Die konservierte Glutaminsdure in der Consensus-Sequenz 1 der Glykosyl-
Hydrolasen scheint auch in cghl (E 503) das putative Nukleophil bei der Enzymreaktion zu
sein (D 1.6). Als Protonendonator kommt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
KERESZTESSY et al. (1994), die in einer cyanogenen -Glucosidase aus Manihot esculenta
die Glutaminsédure (E 198) als potentiellen Protonendonator identifizierten, in cghl nur die

konservierte Glutaminsdure (E 186) in Frage. Aufgrund der Kristallstruktur der einzigen
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bisher kristallisierten pflanzlichen B-Glucosidase, einer cyanogenen B-Glucosidase aus
T. repens, konnte die Beteiligung der entsprechenden Glutaminsdure (E 183) an der
Enzymkatalyse bestitigt werden (BARRETT et al., 1995). Auffillig ist jedoch, dal diese
Glutaminséure in cghl (E 186) von Asparaginsdure und Alanin (NEA) und nicht wie in den
anderen B-Glucosidasen von Asparaginsdure und Prolin (NEP) umgeben ist. In allen
Thioglucosidasen, sogenannten Myrosinasen, ist die Glutaminsdure gegen ein Glutamin
ausgetauscht (BURMEISTER et al., 1997).

Die Kristallstruktur der cyanogenen B-Glucosidase aus 7. repens bewies weiterhin die
unterschiedlichen pK,-Werte fiir die beiden Glutaminséuren (E 183 und E 397), da das
Nukleophil deprotoniert vorliegen muf3, wihrend der Protonendonator ein Proton fiir die
Reaktion zur Verfiigung stellt. Der Abstand zwischen diesen beiden Glutaminséuren
konnte mit 5,2 A bestimmt werden (BARRETT et al., 1995). Er bestitigt den fiir die
Mitglieder der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen postulierten Reaktionsmechanismus, bei
dem die anomere Konfiguration des Zuckers bestehen bleibt (HENRISSAT et al., 1995;
JENKINS et al., 1995). Die Umkehrung der anomeren Konfiguration wiirde einen Abstand
von 10 A erfordern (DAVIES und HENRISSAT, 1995). Ein Reaktionsmechanismus, bei dem
die anomere Konfiguration des Zuckers erhalten bleibt, ist damit auch fiir die CGH I zu
vermuten.

Die einzige B-Glucosidase aus einer monokotylen Pflanze im Sequenzvergleich ist die
Furostanolglykosid-26-O-B-Glucosidase aus C. speciosus (Q42707), die durch ihre

N-terminale Signalsequenz auffillt.

2 Isoenzyme der CGH I in D. lanata

2.1 Allgemeines

Die Abweichungen in der Aminosduresequenz zwischen dem nativen Enzym (CGH I) und
der isolierten cDNA (cghl) (C 1.6) 146t die Existenz von Isoformen fiir dieses Enzym in
D. lanata vermuten.

In D. lanata konnten bereits fiir Acyl-CoA-bindende Proteine (Metzner et al., 2000;
GRUNER, unveroffentlichte Ergebnisse) und Cyclophiline (LIEBAU, 1995; SCHOLZE et al.,

1999) Isoenzyme sowohl als Proteine, als auch als mRNAs, d.h ¢cDNAs, nachgewiesen
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werden. Bei einer phospho-spezifischen Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase wurden
Isoformen vermutet (METZNER, 2000).

Die Existenz von Isoenzymen ist auch bei pflanzlichen B-Glucosidasen ein durchaus
verbreitetes Phidnomen. So konnte fiir senfdlspaltende B-Glucosidasen, sogenannte
Myrosinasen, in Brassicaceae eine Gen-Familie mit zwei Untergruppen gefunden werden
(XUE et al., 1992; THANGSTAD et al., 1993). Aus S bicolor sind 2 cyanogene
B-Glucosidasen gereinigt worden (HOSEL et al., 1987). Die Abweichungen zwischen der
Sequenz des gereinigten Enzyms und der isolierten cDNA lieen fiir eine Cytokinin-f3-
Glucosidase (BRZOBOHATY et al., 1993) aus Zea mays und eine Furostanolglykosid-26-O-
B-Glucosidase aus C. speciosus das Vorkommen von Isoformen annehmen. Interessant ist
in diesem Zusammenhang die Furostanolglykosid-26-O-B-Glucosidase aus C. speciosus.
Sie ist die einzige klonierte B-Glucosidase, die wie die CGH I Glykoside, die als Aglykon
ein Steroid aufweisen, spaltet (INOUE et al., 1996). Bei dieser B-Glucosidase konnten in
PCR-Versuchen 5 Produkte amplifiziert werden, die in Bezug auf die vollstindige cDNA
eine Sequenziibereinstimmung von 74,8 %, 96,6 %, 88,1 %, 91,8 % und 91,1 % aufwiesen.
Da sich diese Vielzahl von PCR-Produkten nicht mit der Fehlerrate der Tag-Polymerase
(<1 %) erkléren lieB, wurde die Existenz von Isoenzymen postuliert (INOUE et al., 1996).
Die vollstindige ¢cDNA der Furostanolglykosid-26-O-B-Glucosidase aus C. speciosus
konnte anschlieBend sowohl in E. coli (INOUE et al., 1996) als auch in Nicotiana tabacum

(ICHINOSE et al., 1999) funktionell exprimiert werden.

2.2 Vorkommen von B-Glucosidasen in Arabidopsis thaliana

Im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit ist das Genom von A. thaliana als erstes Genom einer
Pflanze vollstindig sequenziert worden. Die Sequenzen stehen im Internet zur Verfiigung
und bieten ein gutes Werkzeug fiir viele Fragen des Pflanzenforschung.

Erste Auswertungen der Sequenzen (THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000)
zeigen z. B., dal der Anteil der single-copy-Gene in A. thaliana nur noch 35,0 % betréagt;
sie also wesentlich seltener sind als in Haemophilus influenzae (88,8 %), in
Saccharomyces cerevisiae (71,4 %), in Drosophila melanogaster (72,5 %) oder in
Coenorhabditis elegans (55,2 %). Demgegeniiber ist die Anzahl der Genfamilien mit mehr
als 5 Mitgliedern in A. thaliana (37,4 %) viel groBer als in den anderen bekannten

Genomen (H. influenzae 1,4 %; S. cerevisiae 8,4 %; D. melanogaster 12,1 %; C. elegans
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24,0 %). Die Unterschiede in den Genomen zwischen 2 verschiedenen A. thaliana-
Kultivaren betrugen neben Insertionen-Deletionen etwa 1 SNP (single nucleotide
polymorphism) auf 3,3 kb.

Eine Suche in der A. thaliana-Datenbank mit der Sequenz cghl fithrt zu etwa

50 Eintrdgen. Homologe Sequenzen werden in der folgenden Tabelle aufgezeigt:

Sequenzeintrag Maogliche Funktion Identitit in %
AB023032 putative B-Glucosidase 39,4 % in 574 AS
AB024024 putative B-Glucosidase 39,1 % in 574 AS
AC006053 putative B-Glucosidase 38,2 % in 600 AS
AF159376 B-Glucosidase 36,4 % in 574 AS
AF183827 B-Glucosidase Homologes 34,0 % in 582 AS
AJ251301 B-Glucosidase 33,8 % in 582 AS

Tab.10: Homologe Sequenzen zur cghl in der A. thaliana-Datenbank

Die Sequenzen zeigen deutlich, da3 fiir B-Glucosidasen in A. thaliana eine Genfamilie mit
mehr als 5 Vertretern angenommen werden kann.
Mit den bisherigen Auswertungen des ersten vollstindig sequenzierten Pflanzen-

Genoms 148t sich beziiglich der B-Glucosidasen in D. lanata folgendes annehmen:

1. Die Wahrscheinlichkeit, daB in D. lanata mehrere Gene fiir B-Glucosidasen kodieren,
ist relativ hoch.

2. Die Annahme, daf3 die Unterschiede in der Aminosaduresequenz zwischen CGH I und
cghl auf die Verwendung unterschiedlicher Kultivare zurlickzufiihren ist, kann
aufgrund der groBen Sequenzabweichung zwischen CGH I und cghl (14 %)

ausgeschlossen werden.

Daher wurde mit verschiedenen Ansétzen nach Isoenzymen der CGH I gesucht.
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2.3 Versuche zum Nachweis von Isoenzymen

23.1 PCR

Die Vielfalt der PCR-Produkte bei der Klonierung der Furostanolglykosid-26-O--
Glucosidase aus C. speciosus (D 2.1) warf die Frage nach unterschiedlichen PCR-
Produkten fiir die CGH I von D. lanata auf. Die PCR-Fragmente (1121 bzw. 1478 bp)
(C 1.1) wurden dazu kloniert (C 4.2); sie erwiesen sich aber als identische Fragmente der
cghl.

Da von SOMMER und TAUTZ (1989) die Bedeutung des 3'-Endes des Primers fiir die
Bindung an die gewiinschte Zielsequenz gezeigt werden konnte, wurden Primer generiert,

die nur die cDNA der CGH I amplifiziert hétten.

Primer Peptidsequenz — Primersequenz
Isol cghT A G L E A Y
CGH I v T L E A Y
3 -CAN-TGN-RAN-CTY-CGG-AT-5"
Iso?2 cghI E A Y R F S
CGH I E A Y R A H
5" -GAG-GCN-TAY-MGN-GCN-CA-3~
Iso3 cghI P Y I \Y A H
CGH I P Y T \Y A Y
5"-CCG-TAY-ACN-GTN-GCN-TA-3"

Tab.11: Modifizierte Primer zur Amplifikation der CGH I-cDNA

Fett gedruckt sind die abweichenden Aminoséuren in CGH I zur cghl

Da die Lage der Peptidfragmente in cghl bekannt war, konnte die Lange der PCR-Produkte

vorhergesagt werden. Von den resultierenden PCR-Fragmenten (C 4.2) wies keines eine

Homologie zu B-Glucosidasen auf.

2.3.2 Analyse weiterer Phagenklone

cDNAs fiir Isoenzyme von Myrosinasen konnten in Sinapis alba beim Screening einer

cDNA-Bank erhalten werden (XUE et al., 1992). Deshalb sollten die im Primérscreening
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erhaltenen Phagenklonkolonien auf mdgliche Isoformen durchsucht werden. Es wurde, wie
in C 4.3 beschrieben, verfahren. Die sequenzierten Klone waren jedoch zu cghl identisch.
Vermutlich waren die beim Primirscreening gewéhlten Bedingungen (68°C
Hybridisierungstemperatur, 65°C Waschtemperatur) so stringent, dall nur die zum PCR-
Fragment cghl 374 homologen Phagenklone hybridisierten. Diese hohe Stringenz war
allerdings berechtigt, da das Fragment cghl 374 urspriinglich als Teil der cDNA der CGH I

angesehen werden konnte.

2.3.3 Southern-Blot-Analyse

Die iibliche Methode, um Isoenzyme auf genomischer Ebene nachzuweisen, ist die
Durchfithrung einer Southern-Blot-Analyse. Genomische DNA wurde dazu mit guter
Ausbeute und Reinheit isoliert (C 4.1). Die Abwesenheit von Zuckern, die enzymatische
Reaktionen stdren konnen, konnte im kontinuierlichen UV-Spektrum gezeigt werden
(C 4.1). Die von SCHOLZE (1999) beschriebenen Probleme bei der Restriktion der DNA
wurden nicht beobachtet. Zur Hybridisierung wurden sowohl cghl als auch das PCR-
Fragment cghl 374 eingesetzt. Trotz der Variation der Hybridisierungstemperaturen (65°C,
60°C) und der Waschtemperaturen (60°C, 55°C, 50°C) konnten keine hybridisierenden

Banden detektiert werden.

3 Expression der cghl in E. coli

Um den Nachweis zu erbringen, dall das von der cghl codierte Protein (rCGH I) CGH I-

Aktivitit hat, muflte es heterolog exprimiert werden.

3.1  Wahl des Expressionssystems und Optimierung

Fiir cDNAs aus D. lanata (SCHOLZE, 1999; METZNER, 2000) und andere pflanzliche
B-Glucosidasen (INOUE et al., 1996; KERESZTESSY et al., 1996; CISEK und ESEN, 1999;
ZOUHAR et al., 1999; WARZECHA et al., 2000) konnte FE. coli erfolgreich als

Wirtsorganismus verwendet werden.
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Deshalb wurde die Sequenz cghl in den Expressionsvektor pQE 30, der Proteine mit einem
N-terminalen 6xHis-tag translatiert, kloniert und mit dem Plasmid anschlieBend E. coli-
Zellen transformiert. Die Expession bei 37°C {iber 5 h nach einer Zugabe von 1mM IPTG
resultierte zwar in einer Bande in der SDS-PAGE bei etwa 70 kDa, Aktivitit gegeniiber
Lanatosid C war aber weder im Riick- noch im Uberstand zu messen (C 2.1). Das lieB auf
die Existenz von ,,inclusion bodies* schlieBen, die schon bei der heterologen Expression
der Linamarase aus M. esculenta (KERESZTESSY et al., 1996), bei der Furostanolglykosid-
26-0-B-Glucosidase aus C. speciosus (INOUE et al., 1996) und einer Cytokinin-f-
Glucosidase aus Z. mays (ZOUHAR et al., 1999) beobachtet wurde.

Die Bildung von ,,inclusion bodies* kann oft durch verénderte Expressionsbedingungen
teilweise verhindert werden. Dafiir bieten sich 3 Variationen an: 1. Verringerung der
Konzentration des Induktors (IPTG) 2. Verringerung der Expressionstemperatur und
dementsprechend 3. Verldngerung der Expressionsdauer. Unterschiedliche Expressions-
bedingungen wurden daraufhin getestet (C 2.1). Fiir die Expression der cghl bei 4°C iiber
96 h nach 0,1 mM IPTG-Zugabe konnte im Zelliiberstand die hochste Aktivitit gegeniiber
Lanatosid C beobachtet werden. Es gelang jedoch nicht, rCGH I an eine Ni-NTA-Sédule zu
binden. Da der His-tag mittels eines Anti-His-Antikorpers nicht nachgewiesen werden
konnte, wurde die cghl in den Expressionsvektor pQE 60, der einen 6 His-tag am
C-Terminus der Proteins mittranslatiert, kloniert und konnte damit nicht exprimiert werden
(C2.1).

Die Linamarase aus M. esculenta (KERESZTESSY et al., 1996) wurde als GST-
Fusionsprotein exprimiert und gereinigt. Da die GST-Doméne das exprimierte Protein
16slicher macht, wurde die cghl in einen Expressionsvektor mit GST-Domine (pGEX-
5X-3) kloniert und wiederum verschiedene Expressionsbedinungen getestet. Nur bei 4°C

konnte im Uberstand sehr wenig Aktivitit gefunden werden (C 2.2).

3.2  Bestimmung Kinetischer Parameter von rCGH I

Aus dem Zelliiberstand wurden fiir rCGH I einige enzymkinetische Parameter bestimmt

(C 3). Die Ergebnisse werden in der folgenden Tabelle mit den Ergebnissen der CGH I

verglichen:
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1) CGH I aus Blittern |2) CGH I aus Blittern | 3) rCGH I

von D. lanata von D. lanata

Sorte ,,Boehringer* Sorte ,,Dresdner*
pH-Optimum 4,5 4,5 4,5
Temperatur-Optimum 55°C 65°C 70°C
K-Werte
LC 146 uM 203 uM 301 uM
DLC 154 uM 840 uM 505 uM
LA 21 uM 140 uM 264 uM

Tab.12: Vergleich der fiir die CGH I bestimmten Parameter mit denen der rCGH 1
1) MAY und KREIS (1997)  2) SCHONIGER et al. (1998) 3) siche C 3

Die fiir rCGH I bestimmten Parameter sind in recht guter Ubereinstimmung mit den fiir die
gereinigte CGH I bestimmten Werten (MAY und KREIS, 1997; SCHONIGER et al., 1998).
Die K.,-Werte weisen daraufhin, dall auch rCGH 1 eine hohere Affinitdt fiir in der
Zuckerkette acetylierte Cardenolide (Lanatosid A und C) als fiir desacetylierte Cardenolide
(Desacetyllanatosid C) aufweist. Fiir die cardenolidspaltenden B-Glucosidasen in
D. purpurea war eine Priferenz fir die desacetylierten Cardenolide erkennbar
(SCHONIGER, 1998). In D. purpurea sind im Gegensatz zu D. lanata in der Zuckerkette
acetylierte Cardenolide weniger verbreitet, so da3 die unterschiedlichen Affinititen der
Enzyme damit erkldrt werden kdnnen.

Die von SCHONIGER et al. (1998) beschriebene erstaunliche Temperaturstabilitit des
Enzyms konnte auch fiir rCGH I (5 h bei 60°C, 90 min bei 70°C) beobachtet werden
(C3.2). Fir die CGHII konnte keine Umsetzung fiir in der Zuckerkette acetylierten
Cardenolide gezeigt werden (HORNBERGER et al., 2000). Aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften (D 1.7) kann ausgeschlossen werden, daf3 die cgh/ fir die CGH II kodiert.

3.3 Mutanten

Die beiden in der cghl gefundenen Inserte (A205-300, A491-495) (D 1.8.2), die in anderen

pflanzlichen B-Glucosidasen nicht vorkommen, wurden in cghl deletiert (C 6.1) und die

entsprechenden Expressionsplasmide in E. coli exprimiert. Die Expression wurde im SDS-
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PAGE nachgewiesen; jedoch konnte selbst bei unterschiedlichen Expressionsbedingungen
keine Aktivitéit gegeniiber Lanatosid C beobachtet werden (C 6.2).

Die Experimente weisen daraufhin, daB3 die beiden Inserte (A205-300, A491-495)
wichtig fiir die ,,richtige* Konformation der CGH I und damit fiir die Substraterkennung
bzw. die Katalyse sind. Da vor allem das groBere Insert (A205-300) die GroBenunter-
schiede zu den anderen pflanzlichen B-Glucosidasen erkléart (C 1.8.2), konnte vermutet
werden, dal} sich aus einer ,,unspezifischen* B-Glucosidase durch Einschub von diesen 2
Inserten eine cardenolidspezifische B-Glucosidase entwickelt hat. Sollte es sich bei dem
langeren Insert um eine Insertion im Laufe der Evolution handeln, muf3 diese vor der
Bildung der Gattung Digitalis stattgefunden haben, da die CGH I in unterschiedlichen
Digitalis-Arten im Western Blot mit gleichem Molekulargewicht detektiert wurde
(SCHONIGER et al., 1998).

Derselbe experimtentelle Ansatz wurde gewihlt, um das Alanin am putativen
Protonendonator (NEA) in cghl (D 1.8.2) gegen ein Prolin (NEP), wie es die meisten -
Glucosidasen aufweisen, auszutauschen (C 6.1). Die Mutante cghl A187P wurde wiederum
exprimiert, wobei trotz nachweisbarer Expression zu keinem Zeitpunkt Aktivitét
gegeniiber Lanatosid C zu beobachten war (C 6.2). Das in anderen B-Glucosidasen
vorkommende Prolin nimmt unter den proteinogenen Aminosduren aufgrund seiner
Moglichkeit cis/trans-Isomere zu bilden eine Sonderstellung ein. Moglicherweise spielt das
Alanin, das sich unmittelbar neben dem putativen Protonendonator in cghl befindet, eine

Rolle bei der Erkennung des Aglykons.

4 mRNA-Expression der cghl

4.1 mRNA-Expression der cghl in Pflanzenteilen von D. lanata

Fiir die cghl konnte durch die Northern-Blot-Analyse eine gewebsspezifische Expression
nachgewiesen werden (C 5.1). Andere B-Glucosidasen, wie die Dhurrinase aus S. bicolor
(C1SEK und ESEN, 1998) und eine Myrosinase aus Raphanus sativus (HARA et al., 2000),
werden ebenfalls gewebsspezifisch exprimiert. Vergleicht man die in den
unterschiedlichen Geweben mit cghl hybridisierenden mRNAs mit dem Cardenolidgehalt
des jeweiligen Gewebes ergibt sich folgendes Bild:
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Cardenolid-Gehalt ! Prozel}tllale dens1t0n.1etr1sche
Gewebe (mg/100mg Trockengewicht) Intensitit der mit cghl
g g g hybridisierenden mRNA *
Rosetten-Blétter 500-1300 100
Stengelblitter 350-900 38
Bliiten 90-180 19
Friichte 300-450 97
SproBachse 20-40 0
Wurzel 10-20 0

Tab.13: Vergleich der Intensitdt der mit cghl hybridisierenden mRNAs mit dem
Cardenolid-Gehalt der jeweiligen Gewebe; " LUCKNER und WICHTL, 2000; ? siche
C 5.1 (aus FRAMM et al., 2000)

Eine Korrelation zwischen dem Cardenolidgehalt und der mRNA-Expression der cghl ist
eindeutig zu erkennen. Das gemeinsame Vorkommen der Cardenolide mit der mRNA der
sie hydolysierenden B-Glucosidase, wie es auch fiir Glucosinolate und die Myrosinase aus
R. sativus (HARA et al., 2000) beschrieben wurde, 148t Spekulationen iiber eine biologische
Funktion der CGH I zu. Cardenolide bieten Pflanzen der Gattung Digitalis einen effektiven
Schutz gegen FraBfeinde und sind verstirkt in den besonders exponierten Organen (z. B.
Blattern, Samen) zu finden (LUCKNER und WICHTL, 2000). Innerhalb der Zelle sind die
Cardenolide von der CGH I getrennt und kommen bei der Zerstérung der Zellstruktur in
Kontakt. Bei Pflanzen mit Glucosinolaten (RASK et al., 2000) und cyanogenen Glykosiden
(PouLTON, 1990) fiihrt diese Authebung der Kompartimentierung zur Freisetzung von
toxischen Verbindungen (Isothiocyanate, Nitrile u.a. bzw. Blausdure) durch
B-Glucosidasen aus ungiftigen Glykosiden. Diese toxischen Verbindungen koénnen
Angreifer abtoten.

Fir das Primérglykosid Lanatosid C und dessen Sekundérglykosid a-Acetyldigoxin
konnten zwar annihernd die gleiche LDsy (260-280 ng/kg Katze i.v., KREIS und STOLL,
1933) bestimmt werden, die Resorption des Sekundirglykosids ist jedoch um das 8-9fache
hoher als fiir das hydrophilere Primirglykosid (MOSER, 1999). Es liegen Untersuchungen
vor, die belegen, daB von dem Primérglykosid Lanatosid C im Darm von Sdugetieren
durch die Einwirkung von Mikroorganismen die Glucose und der Acetylrest abgespalten

werden, bevor es in Form des Digoxin resorbiert wird (HERRMANN und REPKE, 1969).
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Sowohl fiir eine B-Glucosidase aus Aspergillus wentii (HERRMANN und REPKE, 1975) als
auch fiir eine B-Glucosidase aus Hordeum vulgare (LEPOJEVIC und PEKIC, 1995) konnte
eine Abspaltung der Glucose aus Primirglykosiden beobachtet werden. Das wiirde
bedeuten, dal} erst durch die Einwirkung einer Glucosidase aus den Primédrglykosiden die
resorbierbaren und damit toxischen Sekundirglykoside werden. Es konnte sein, daB3 die
CGH I diese Funktion iibernimmt.

Es ist unwahrscheinlich, daf3 die Expression der CGH I auf der Ebene der Transkription
als Reaktion der Pflanze auf eine Verwundung reguliert wird. In einjdhrigen Blattern ist
ohne vorhergehende Verwundung eine sehr starke mRNA-Expression zu finden. Die
Induktion einer B-Glucosidase aus A. thaliana auf transkriptioneller Ebene konnte 10 h
nach der Verwundung der Pflanze durch eine Larve von Plutella xylostella gezeigt werden
(StOTZ et al., 2000). In Cucubita pepo konnte 4 Wochen nach dem Befall mit Bemisia
argentifolii und B. tabaci eine induzierte mRNA, die hohe Homologie zu B-Glucosidasen
aufwies, detektiert werden (VAN DE VEN et al., 2000). Die Substrate dieser B-Glucosidasen

sind jedoch bisher unbekannt.

4.2 mRNA-Expression der cghl im Verlauf der somatischen Embryogenese von

PEMs von D. lanata

In keinem der untersuchten Stadien der somatischen Embryogenese von PEMs von
D. lanata konnte eine mit cghl hybridisierende mRNA detektiert werden (C 5.2). Diese
Ergebnisse erstaunen nicht, da in keinem der Stadien enzymatische Aktivitit fiir die
Deglykosylierung von Primérglykosiden festgestellt werden konnte (PEINHARDT, 1994).
Zu diesem Zeitpunkt der Embryogenese findet keine nennenswerte Cardenolidbildung
statt, d.h. auch in diesem Fall ist ein gleichzeitiges Vorkommen bzw. eine gleichzeitige
Abwesenheit von Enzym (CGH I) und Substrat zu beobachten.

Fiir die CGH II wurde eine Expression auch in cardenolidfreien Geweben beschrieben
(THEURER et al.; 1994). Neben den schon genannten Punkten (D 3.2) kann auch durch die
Ergebnisse der Northern-Blot-Analyse recht sicher ausgeschlossen werden, dal3 die cghl

fir die CGH 1I kodiert.
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5 Abschlielende Diskussion und Ausblick auf weitere Arbeiten

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig ein ¢cDNA-Klon einer B-Glucosidase aus
D. lanata isoliert werden. Das in E. coli produzierte rekombinante Protein (rCGH 1) zeigte
CGH I-Aktivitdt und dhnliche Eigenschaften wie die CGH I. Die Sequenzunterschiede
zwischen der cDNA (cghl) und den Peptiden der gereinigten CGH I gaben einen ersten
Hinweis auf die Existenz von Isoformen flir dieses Enzym. Weiterhin konnte die mRNA-
Expression der cghl in Pflanzenteilen und im Verlauf der somatischen Embryogenese von
PEMs von D. lanata untersucht werden. Durch Muteine der rCGH I konnte die Bedeutung
einiger Sequenzabschnitte bei der Substraterkennung bzw. bei der Enzymkatalyse gezeigt
werden. Teile dieser Arbeit sind bereits veréffentlicht worden (FRAMM et al., 2000).

Dennoch bleiben einige Fragen ungeklért. So kann z. B. die Frage der Lokalisation des
Enzyms noch nicht befriedigend beantwortet werden, da einerseits die experimentellen
Ansdtze zu keinen eindeutigen Ergebnissen fiihrten, anderseits die cDNA keinen
Aufschluf} tiber eine Adressierung des Proteins in der Zelle gibt. Ein Ansatzpunkt fiir
weitere Untersuchungen wére nach der Reinigung des rekombinanten Proteins die
Herstellung eines Antikorpers gegen dieses Protein und dessen Verwendung in
histochemischen Experimenten.

Obwohl mit verschiedenen Ansétzen nach Isoformen der CGH I gesucht wurde, konnte
kein weiteres Isoenzym der CGH I gefunden werden. Es konnte versucht werden, mit der
cghl eine cDNA-Bank von D.lanata unter weniger stringenten Bedingungen auf
Isoformen der CGH I und auf weitere B-Glucosidasen zu durchsuchen. Der Nachweis von
Isoformen auf genomischer Ebene miiite durch Southern-Blot-Analyse oder durch
Isolation genomischer Klone erfolgen.

Die Bedeutung bestimmter Doméinen und Aminoséuren fiir die Substraterkennung bzw.
die Enzymkatalyse konnte gezeigt werden. In diesem Zusammenhang wére es interessant,
die bereits nachgewiesene CGH I aus D. purpurea (SCHONIGER, 1998) zu klonieren und
aufgrund der Sequenzabweichungen zur CGH I aus D. lanata herauszufinden, welche
Aminosduren die Affinitdit des Enzyms zur Acetylgruppe in der Zuckerkette der
Cardenolide begriinden.

Uber die biologische Funktion der CGH I kann bis zum jetzigen Zeitpunkt nichts sicher
festgestellt werden. Ein interessanter experimenteller Ansatz, der durch die Klonierung der
cghl moglich wird, ist die Herstellung von transgenen Digitalis-Pflanzen, die die mRNA

der cghl entweder reprimieren (anti-sense Orientierung) oder liberexprimieren (sense
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Orientierung). Nach einer transienten Expression der cghl in D. lanata soll untersucht
werden, ob sich das Verteilungsmuster der Cardenolide in den transgenen Pflanzen von
dem des Wildtyps unterscheidet. Damit kdnnten Aussagen getroffen werden, ob die CGH I

eine Rolle bei Transportprozessen spielt (LINDEMANN, personliche Mitteilung).
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E Zusammenfassung

Glykosidspaltende Enzyme aus Digitalis-Arten sind bereits Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen gewesen; dabei wurde aus Blittern von D. lanata ein Enzym gereinigt
und charakterisiert (MAY und KREIS, 1997; SCHONIGER et al., 1998), das die Reaktion von
Primér- zu Sekundirglykosiden katalysiert und aufgrund seiner Spezifitit als Cardenolid-
16"-O-glucohydrolase (CGH I) bezeichnet wurde.

Durch die Klonierung von Enzymen wird nicht nur deren vollstindige cDNA-Sequenz
zuginglich, sondern es er6ffnen sich damit auch molekularbiologische Methoden, mit
denen Aussagen iiber die Funktion, Lokalisation und Bedeutung eines Enzyms gemacht
werden konnen.

Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein cDNA-Klon der CGH I

isoliert und sowohl molekularbiologisch als auch biochemisch charakterisiert.

1. Aus cDNA von jungen, inneren Rosettenbléttern von D. lanata konnten mit Primern,
die aus Peptidfragmenten der CGH 1 abgeleitet waren (SCHONIGER et al., 1998),
mittels Polymerasekettenreaktion 4 PCR-Fragmente amplifiziert werden. Das PCR-
Fragment cghl 374 wurde kloniert und zeigte Homologien zu anderen pflanzlichen

B-Glucosidasen.

2. Eine cDNA-Bank von Blittern von D. lanata wurde mit cghl 374 auf einen
vollstindigen cDNA-Klon durchsucht, wobei 3 Klone isoliert werden konnten. Die
Sequenzen der Inserte erwiesen sich als identisch, das ldngste Insert bestand aus 2198
bp. Der offene Leserahmen umfasste 1954 bp und codierte fiir ein Protein mit einem
theoretischen Molekulargewicht von 73,2 kDa und einem sauren pl (5,76), wobei in
der Sequenz die Peptide der CGH I (SCHONIGER et al., 1998) wiedergefunden werden
konnten. Jedoch wich die Aminosduresequenz des cDNA-Klons um etwa 14 % von
der gereinigten CGH I ab. Mit den zur Verfiigung stehenden Programmen konnten
weder Signalsequenzen noch transmembrane Doménen erkannt werden. Die Sequenz
war zu anderen B-Glucosidasen homolog. Auffillig dabei war die Existenz von 2

Doménen (A491-495 und A205-300), die in anderen B-Glucosidasen nicht zu finden
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7.

waren und die die GroBenunterschiede der CGHI zu anderen B-Glucosidasen
erklérten.

Die cDNA-Sequenz wurde als cghl bezeichnet und in die EMBL- (DLA 133406) und
die SpTrEMBL-Datenbank (Q9ZPB6) eingetragen.

cghl wurde in den Expressionsvektor pQE 30 kloniert und die Sequenz in E. coli
exprimiert. Dabei konnte bei Expressionsbedingungen bei 37°C im SDS-PAGE eine
induzierte Bande bei 70 kDa beobachtet werden; in den Zellysaten war jedoch keine
CGH I-Aktivitit zu finden. Wurden Expressionsbedingungen bei 17°C und 4°C
gewahlt, konnte in den Zellysaten CGH I-Aktivitit detektiert werden.

Einige enzymkinetische Parameter, wie pH- und Temperaturoptimum, K,-Werte und
Temperaturstabilitdt, konnten fiir das rekombinate Protein (rCGH I) bestimmt werden.
Die Ergebnisse waren mit den fiir die gereinigte CGHI gemessenen Werten

vergleichbar.

Expressionsplasmide, in denen jeweils die Domidnen A491-495 bzw. A205-300
deletiert waren, wurden in FE.coli exprimiert. Es konnte unter keinen
Expressionsbedingungen im Zellysat CGH I-Aktivitdt gemessen werden, was eine
Rolle dieser Doménen fiir eine richtige Proteinfaltung und damit die

Substraterkennung bzw. die Enzymkatalyse vermuten 146t.

Da sich die putative Protonendonator-Region in cgh/ im Gegensatz zu anderen
Vertretern der Familie 1 der Glykosyl-Hydrolasen statt aus den Aminoséduren NEP aus
NEA konstituiert, wurde ein Expressionsplamid generiert, in dem Alanin gegen Prolin
ausgetauscht war. Es wurde unter unterschiedlichen Bedingungen in E. coli exprimiert;
CGH I - Aktivitdt konnte in keinem der Zellysate gefunden werden, so daf3 das Alanin
eine Bedeutung fiir die Substraterkennung bzw. die Enzymkatalyse der cghl haben

konnte.

Aufgrund der Sequenzabweichungen zwischen der gereinigten CGHI und der
Sequenz cghl wurde die Existenz von CGH I-Isoformen postuliert. Isoenzyme von
B-Glucosidasen konnten in anderen Pflanzen bereits nachgewiesen werden. Trotz

unterschiedlicher Vorgehensweisen (Southern-Blot-Analyse, PCR, Bank-Screening)
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konnte kein weiterer experimenteller Nachweis fiir [Isoformen der CGH I in D. lanata

erbracht werden.

8. Mittels Northern-Blot-Analyse wurde die Expression von cghl in unterschiedlichen
Geweben der Pflanze und im Verlauf der somatischen Embryogenese von
Proembryogenen Massen (PEMs) von D. lanata untersucht.

Dabei konnten die meisten cghl-Transkripte in 6-8 Wochen alten Keimlingen,
einjdhrigen Blittern und Friichten detektiert werden. Schwéchere Signale waren in
zweijdhrigen Bldttern und Bliten zu finden. Im Verlauf der somatischen
Embryogenese wurden in keinem Stadium cghl-Transkripte gefunden.

Die gewebsspezifische Expression der cghl korreliert mit dem Gehalt des jeweiligen

Gewebes an Cardenoliden.
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