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Einleitung 1

1. Einleitung

Pflanzen produzieren eine bunte Vielfalt an nied#ekularen Verbindungen als Pro-
dukte eines Sekundarstoffwechsels, die so genai@#kunndarstoffe. Klassischerweise wird
dieser Sekundarstoffwechsel dem Primarstoffweclyggenibergestellt, der essentielle
Stoffwechselwege wie z. B. die Atmung und Photdsgs¢ beinhaltet. Der Primarstoff-
wechsel der Pflanzen wird als universell, unifornd kkonservativ charakterisiert. Dagegen
gilt der Sekundéarstoffwechsel als singular, vidiaund adaptiv (Richter 1996; Hartmann
2007). Lange Zeit wurden Sekundarstoffe als einigiSger Natur”, als ,Abfallprodukte
eines Uberschdumenden Stoffwechsels” oder auchEatgiftungsprodukte angesehen
(Mothes 1955; Wink 2003; Hartmann 2007). Diesesl Bat sich stark gewandelt und heute
ist die essentielle Bedeutung der Sekundarstoffedéis Uberleben der Pflanze in ihrer
Umwelt weitgehend akzeptiert (Wink 2003; Hartmar@®?). Sekundare Inhaltsstoffe tra-
gen vielfaltige 6kologische Funktionen. Die Farlffistodie den Bluten die prachtvollen Far-
ben verleihen, sind ebenso Sekundarstoffe wie zaispiel Aconitin, ein Alkaloid aus dem
Blauen EisenhutAconitum napellug. (Ranunculaceae). Wahrend die Farbstoffe zuoAn|
ckung der Bestauber dienen, macht die Akkumulatimm Aconitin den Eisenhut zu einer
der giftigsten Pflanzen der nérdlichen Hemisphére Fall des Eisenhutes tUbernimmt der
sekundare Inhaltsstoff eine Schutzfunktion gegeniiberbivoren. Man spricht auch von
chemischer Verteidigung. Weitere 6kologische Fumién sind z. B. der Schutz vor patho-
genen Organismen und UV-Strahlung, die Anlockung Bestdubern durch Duftstoffe und
auch die Allelopathie — der Kampf zwischen den ifén (Harborne 1993; Pichersky und
Gang 2000; Wink 2003; Jenett-Siems et al. 2005). $sutz vor Fral3feinden stellt nach
Harborne (1993) allerdings einen Hauptaspekt detadiischen Rolle der Sekundarstoffe
dar. Fur den Menschen liegt der Reiz dieser Stoffm einen in der Nutzbarmachung als
Insektizide, zum anderen gelten Pflanzen seit lamnigeder Volksmedizin als wichtige Arz-
neimittel zur Behandlung verschiedenster Krankhneite der modernen medizinischen For-
schung liefern Pflanzeninhaltsstoffe wichtige Grgediste, die mogliche neue Leitsubstan-
zen gegen Krebs, Infektionskrankheiten sowie weiteérankheiten darstellen. So birgt die
Vielfalt des Sekundarstoffwechsels einen Pool areneehemischen Strukturen fur die Ent-

wicklung diverser Anwendungeas darauf begriindete grof3e Interesse der Naticrstof
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miker fuhrte in den letzten Jahrzehnten zur Idemifung von geschatzten 200.000 Struktu-
ren des sekundaren Metabolismus aus héheren Ril§@ber 2005; Hartmann 2007).

Von zentralem Interesse ist die Frage nach derufieol der grof3en Vielfalt von Sekun-
darstoffen. Warum entwickelten sich die untersdiceén chemischen Strukturen? Hier lie-
fern die 6kologischen Funktionen der sekundaremltastoffe die Antwort. Die Struktur-
vielfalt resultiert aus einer andauernden Co-Evofuder Pflanzen und deren biotischen
Umwelt. Als sessile Organismen konnen Pflanzentmar Angriffen von Fral3feinden
flichten. Dieses Fehlen an Mobilitat mussten P#andurch andere Strategien kompensie-
ren, unter anderem auch durch chemische Interai@esonders hinsichtlich der mannig-
faltigen Verteidigungsstoffe ist von Harborne (192Be Phrase “co-evolutionary arms
race” eingefuhrt worden, die anschaulich die aenaé Evolution einer neuen Verteidi-
gungsbarriere der Pflanze und die Adaption der iderbn wiederspiegelt (Harborne 1993).
Infolge der Fortschritte in der Molekularbiologiedmet man sich heute vermehrt der Frage
nach dem ,Wie?“: Wie entwickelte die Pflanze di&elfalt? An der Biosynthese der ver-
schiedenen chemischen Strukturen ist eine Vielaahbpezialisierten Enzymen beteiligt.
Bei der Expression dieser Enzyme wiederum sindpesttende regulatorische Elemente
involviert (Ober 2005). Diese molekularen Grundlagkes Sekundarstoffwechsels aufzu-
klaren, stellt einen interessanten Aspekt der gegeigen Forschung dar. Viele wichtige
Stoffwechselwege zur Bildung von Sekundarstoffeml &iis heute auf enzymatischer Ebene
charakterisiert worden (Hartmann 2007), wie z. i&. Biosynthese der Phenylpropanoide,
sowie der verwandten Flavonoide (Hahlbrock 1981d umgnine (Grisebach 1981). Die
Gene einiger Schlisselenzyme wurden aufgeklart,ziBe Terpen-Synthasen der Terpen-
biosynthese (Cseke et al. 1998) oder die Chalcarth@gen der Flavonoidbiosynthese (Dur-
bin et al. 2003). Auch auf dem Gebiet der Alkaloadlynthese wurden bereits mehrere
Gene charakterisiert (De Luca und Laflamme 20019,2\B. einige an der Biosynthese von
Tropanalkaloiden beteiligte Gene (Facchini und i8t¥E 2005). Diese Fortschritte eréffnen
neue Perspektiven. Sie liefern die Basis fur Unterangen der molekularen Mechanismen,
die zur Evolution dieser Enzyme fuhrten (Picherakg Gang 2000). Fir tiefere Einblicke
ist die weitere Identifizierung von Schlisselgenes Sekundarmetabolismus ein wichtiger
Schritt. Bei bisherigen Untersuchungen erwieseh die Pyrrolizidin-Alkaloide (PAs) als

ein spannendes und geeignetes Modellsystem.
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1.1. Pyrrolizidin-Alkaloide

Die chemische Struktur der PAs ist durch 1-Hydrogsmglpyrrolizidin, die Necinbase,
als Grundbaustein charakterisiert. Diese ist nmeedder mehreren Necinsauren — kurzket-
tigen, aliphatischen aber auch aromatischen S&usnC7, C9 oder beiden Positionen ver-
estert (s. Abb. 1.1). Dadurch entstehen offenketitpno- und Diester sowie makrocycli-
sche Di- und Triester. Chemische Modifikationen shixan der Necinbase als auch an den
Necinsauren fuhren zu einer grofRen Vielfalt an&tmen. Bis heute wurden mehr als 350
verschiedene Derivate beschrieben (Hartmann und 2089; Reimann et al. 2004). In der
Pflanze liegt die Uberwiegende Mehrheit der PABanm von N-Oxiden vor. Diese polaren,
salzahnlichen Oxide eignen sich besser fur delkibet@ Transport sowie die sichere Lage-
rung in der Vakuole als die freie, tertiare Basedér unprotonierten Form ist die freie Base
aufgrund ihrer Lipophilitéat in der Lage, Zellmembea zu durchdringen (Hartmann und
Witte 1995).

HO_ CHs
S e
CH; O
—> T
TN
N
1-Hydroxymethylpyrrolizidin 3 Senecionin
Necinbase
ﬂ HsC_CHs

0 OJK(\CHs O = OH
] A\

X H S N

m 2 Lycopsamin

1 Isoipangulin A

Abb. 1.1 1-Hydroxymethylpyrrolizidin, die Necinbase als @dlbaustein der PAs. Beispielhaft fur die Vielfalt
der PAs sind Isoipangulin Al), Lycopsamin 2) und Senecionin3j dargestellt: Mono- und Diester der Ne-
cinbase mit aromatischef)(sowie aliphatischer?f Necinsduren sowie ein Makrozyklischer Dies@t Die
Necinbase ist in Rot hervorgehoben.
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Als typische Sekundarstoffe dienen PAs vermutlich\Zerteidigung gegen Herbivoren,
Insekten sowie Saugetieren (Hartmann und Witte 199 Mehrheit der PAs — genauer
der 1,2-Dehydropyrrolizidine — verursachen bei @rdlufnahme ernsthafte Erkrankungen
bei Nutztieren und Menschen. Sie besitzen einetbepasche Wirkung. Dabei sind die
1,2-ungesattigten PAs nicht direkt toxisch fur S#Higge, allerdings entstehen vermutlich
durch die Aktivitdt von Cytochrom P-450 Monooxygsea toxische Pyrrol-Derivate nach
der Ingestion. Diese instabilen PA-Pyrrole sindthagtive und alkylierende Strukturen.
Ihre Toxizitat beruht vermutlich auf der kovalentBmdung an essentiellen biologischen
Nukleophilen, wie z.B. Proteinen oder Nukleinsaunendurch Zellfunktionen bis hin zur
Bildung von Krebszellen verdndert werden konnen €Ewal. 2004). Die fur Saugetiere
hepatotoxischen PAs zeigen in Nicht-Sauger-SystewieretwaDrosophila melanogaster
(Drosophilidae) eine starke mutagene Wirkung (Eteail. 1992). Auch dieser cytotoxischen
Aktivitat liegt vermutlich die Transformation der2tungesattigten Form zu den aktiven
Pyrrol-Derivaten zugrunde (Hartmann und Witte 1999)r die Rolle zum Pflanzenschutz
mag diese Giftwirkung eher von indirekter Bedeutaam, da diese erst nach einer lAngeren
Zeitperiode eintritt (bis zu 18 Monaten). In ersténie scheinen die PAs jedoch fral3ab-
schreckend zu wirkend — auf Vertebraten, Saugevriesauf Insekten. Hier zeigten in Frafl3-
versuchen mit Raupen des Fichtentriebwickl€&hpristoneura fumiferangTortricidae),
PA-Derivate mit einer 1,2-ungesattigten Necinbase hidbchste Aktivitdt (Hartmann und
Witte 1995). Es gibt jedoch keine direkten expenta#len Hinweise auf den Effekt der
PAs fur den Schutz der Pflanze gegenuber Herbivdeeamen Beleg fur die 6kologische
Bedeutung der PAs liefern allerdings an PAs ang#pdesekten. Eine Reihe von Vertreten
aus so unterschiedlichen Ordnungen wie den LepédaptColeoptera, Orthoptera und
Homoptera nutzen PAs aus Pflanzen fur ihre eigellewehrmechanismen. Oft zeigen
diese Insekten eine typische, aposematische Wamfgiartmann und Witte 1995). PAs
stellen damit auch ein eindrucksvolles Beispiel dén zuvor erwahnten Begriff des ,co-
evolutionary arms race” dar — den standigen KangpfRflanze gegen ihre Fraldfeinde und

deren Adaptionen.

Das Vorkommen der PAs ist auf wenige, phylogenktigan einander entfernt stehen-
den Familien innerhalb der Angiospermen beschradkgefahr 95 % der mehr als 400
bekannten Strukturen kommen in den folgenden vaeniken vor: den Asteraceae (Tribus

Senecioneaand Eupatorieag, Boraginaceae (in vielen Gattungen wie ebaiothropium
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Cynoglosum Symphytury Fabaceae (hauptsachlich in der Gatt@rgtolaria) und den
Orchidaceae (neun Gattungen, ZHBalaenopsis Weitere Vorkommen sind fur die Fami-
lien der Apocynaceae, Convolvulaceae, Celastra¢tmanculaceae, Rhizophoraceae, San-
talaceae, Sapotaceae (Ober und Hartmann 1999mé&tantund Ober 2008) und der Poa-
ceae (Koulman et al. 2008) beschrieben. Angesitietses zerstreuten Vorkommens stellt
sich die Frage nach dem evolutiven Ursprung di&skundarstoffe. Sind PAs in diesen
Taxa unabhangig von einander und mehrfach entstarfdndelt es sich also um einen
polyphyletischen Ursprung und Konvergenz? OdedistFahigkeit, PAs zu produzieren,
sehr frih in der Evolution der Angiospermen en&mnund haben bis heute viele der
rezenten Familien diese Fahigkeit sekundar veribi2ie Aufklarung der Biosynthese, die
Identifizierung der beteiligten Enzyme und der lavdnden Gene kann Antworten auf diese
Fragen geben: die Phylogenie der Biosynthese-Gaegedt die Phylogenie der PAs wie-

der.

1.2. Biosynthese der Pyrrolizidin-Alkaloide

Die Biosynthese der PAs ist eng mit dem Aminosaurel Polyaminstoffwechsel ver-
bunden. Bezlglich der aliphatischen Necinsduremuwutst man eine Biosynthese ausge-
hend von den verzweigtkettigen Aminosauren Vakwojducin, Leucin und ihre Vorstufen.
Hingegen wird die Biosynthese der Necinbase aushOdaminen Putrescin und Spermidin
abgeleitet, wie in Abb. 1.2 dargestellt. Aus denstaihenden Homospermidin kann durch
anschlieRende Oxidation und Zyklisierung der Grdmg&r der Necinbase, 1-Formylpyrro-
lizidin, hergeleitet werderAuf der Basis dieser postulierten Necinbase-Bidsys¢ konnte
ein wichtiges Schlisselenzym identifiziert werddie Homospermidin-Synthase, HSS, EC
2.5.1.45 (Bottcher et al. 1993; Ober und Hartma®@0b). Mit der Bildung von Homosper-
midin katalysiert die HSS den ersten spezifischemi& in der PA-Biosynthese. Die Identi-
fizierung und Charakterisierung der HSS lieferte Basis fur die Untersuchung der Evolu-
tion der HSS, wodurch auch Rickschlisse auf diduieo der PAs gewonnen werden

konnten.
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HZN\/\/\NH2 HzNW\H/\/\NHz

Putrescin l Spermidin

NH,
NH,
Gy
H

Homospermidin

|

Iminium-Ionen

Vo

Necinbasen
N CH,OH H  CH,OH H CH,OH H CH,OH
1 (-)-Isoretronecanol 2 Lindelofidin =~ 3 (-)-Trachelanthamidin 4 Laburnin
Retronecanol l

5 Retronecin

Abb. 1.2 Postulierte Biosynthese der Necinbase aus den ibégPutrescin und Spermidin nach Hartmann
(1995; 2000). Zyklisierung von Homospermidin fuhur Bildung von vier isomeren 1-Hydroxymethyl-pyrro
lizidinen (1-4). Diese stellen die Grundkérper der 1,2-gesatiigr@s dar. Modifikationen fihren unter ande-
rem zu den bekannten 1,2-ungeséttigten PAs mit eiaigern Hydroxylgruppe an CB)wie z.B. Retronecin.

1.3. Evolution der Homospermidin-Synthase (HSS)

In Sequenzvergleichen zeigte die HSS eine hoheidikdit zur Desoxyhypusin-Synt-
hase (DHS, EC 2.5.1.46). Die DHS stellt dabei eichtiges Enzym des Primarstoffwech-
sels dar, das an der posttranslationalen Aktivigrdes eukaryontischen Initiationsfaktors
5A (elF5A) beteiligt ist (Ober und Hartmann 1999abei ist die Funktion und die Klassi-
fizierung als Initiationsfaktor dieses 18 kDa grofsegulatorischen Proteins derzeit noch in

Diskussion. Gesichert ist das ubiquitéare Vorkomnretukaryoten und Archaebakterien.
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Zudem ist bekannt, dass der aktivierte elF5A flllwaehstum und Teilung essentiell ist
(Chen und Liu 1997; Park et al. 1997).

Neben einer hohen Sequenzahnlichkeit besitzen el Geider Enzyme eine identische
genomische Organisation (Ober et al. 2003b). Zudemsen HSS und DHS einen identi-
schen Reaktionsmechanismus auf. In einer NABh&ngigen Reaktion wird ein Aminobu-
tylrest von Spermidin auf das bevorzugte Substbatrtiagen (s. Abb. 1.3). Wahrend die
HSS ausschlief3lich das Diamin Putrescin als AmitgiAkzeptor nutzt und damit die Bil-
dung von Homospermidin katalysiert, akzeptiert DS zwei Substrate: den elF5A, wobei
der Aminobutylrest auf einen spezifischen LysiniRas Initiationsfaktor Gbertragen wird,
und ebenfalls Putrescin, wobei wiederum Homospeamgebildet wird. Obwohl die Akti-
vierung des elF5A eindeutig die primare FunktiondelS darstellt, werden in Pflanzen als
Ergebnis der Nebenreaktion mit Putrescin als Sabatich geringe Mengen an Homosper-
midin gebildet. Dadurch erklart sich das Vorkomngeminger Mengen an Homospermidin
in einer Vielzahl von untersuchten PflanzenartebgiOet al. 2003a). Die HSS jedoch ist
nicht fahig, den elF5A als Substrat zu verwenddmeft al. 2003b).

Diese Ahnlichkeiten beziiglich der Sequenz und deskBonsmechanismus legen einen
evolutive Ursprung der HSS aus der DHS nahe. Algundeliegender Mechanismus wird
eine Genduplikation und anschlielende Subfunktisiealing angenommen (Ober und
Hartmann 1999b). Das Tochtergen, die HSS, vereudspringliche Fahigkeit der Aktivie-
rung des elF5A und die ehemalige Nebenreaktion evawml Hauptfunktion des neuen Gens.
Damit gilt die Evolution der HSS als eindrucksvsllBeispiel der Theorie, dass Gene des
Primarmetabolismus als Pool fir die Entstehung n&ese des Sekundarstoffwechsels die-
nen konnen (Pichersky und Gang 2000). Tatsachbbleist solch eine Rekrutierung von
Genen aus dem Primérstoffwechsel nach einem Duidiisereignis immer wieder, unab-
hangig und mehrmalig in nicht verwandten Pflanzeeh stattzufinden. Ein Prozess, der im
Englischen als ,repeated evolution” bezeichnet W@deke et al. 1998; Pichersky und Gang
2000; Zhang 2003; Ober 2005). Durch diesen Mechamskdnnte auch das zerstreute und
isolierte Vorkommen vieler sekundarer Inhaltsstoffenicht verwandten Taxa erklart wer-
den. Im Falle der PAs wurden bisher vier unabhangtgkrutierungen der HSS beschrie-
ben: einmal innerhalb der Monokotylen (Orchidacd¥®alaenopsisp), einmal innerhalb
der Boraginaceae und zweimal innerhalb der Astemace den Triben Senecioneae und
Eupatorieae (Reimann et al. 2004).
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HZNW\NH
Putrescin Reaktionsmechanismus
Homospermidin-
HZN\/\/\H/\/\NHZ Synthase (HSS)
Spermidin NAD+
HoN__~_~NH,
Diaminopropan
HN A~ A~~~ NH2
H

Homospermidin

elF5A precursor
(inaktiv)

Nebenreaktion

elF5A precursor

H>N.
(inaktiv) PN

Putrescin
NHz/\/\H/\/\/NzH

@y Spermidin
HIN~NC~_NH;

Diaminopropan

N~~~ NH2
H

Homospermidin

Abb. 1.3 Vergleich der Reaktionsmechanismen von HomospénrSginthase (HSS, EC 2.5.1.45) und Des-
oxyhypusin-Synthase (DHS, EC 2.5.1.46). Beide Ermyibertragen in einer NABabhangigen Reaktion
einen Aminobutylrest von Spermidin auf ihr bevoraggSubstratA. Die HSS Ubertragt einen Aminobutylrest
auf Putrescin wobei Homospermidin entstéhtDie DHS Ubertragt einen Aminobutylrest auf eineezfi-
schen Lysin-Rest am eukaryontischen InitiationgfakélF5A), wobei Desoxyhypusin entsteht. Diesekiea
on ist der erste Schritt zur Aktivierung des ine&ti elF5A precursors. In einer zweiten Reaktiordwdas ent-
standene Desoxyhypusin zu Hypusin hydroxyliert sadhit der elF5A aktiviertC. Die DHS kann allerdings
auch Putrescin als Aminobutyl-Akzeptor verwendeunrdb diese Nebenreaktion erklart sich das geringe V
kommen von Homospermidin in einer Vielzahl untetgac Pflanzenarten.

Diese wiederholten Zyklen von Genduplikationen veurdbesonders fur groRe Genfamilien
wie die Terpen-Synthase-Familie postuliert und iteteeschrieben (Cseke et al. 1998). Da
die DHS aber als single-copy Gen in allen vollsigrsgquenzierten eukaryontischen Geno-
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men vorliegt, inklusive dem vafirabidopsis thaliangL.) Heynh. (Brasicaceae), sind diese

unabhangigen Urspriinge besonders erstaunlich (Reietzal. 2004).

Zusammenfassend konnte fur das Modellsystem derdd8s/erstreute Vorkommen in
einigen Familien auf konvergenter Evolution zuriefkdprt werden. Der zugrunde liegende
molekulare Mechanismus ist die sogeannte ,repeatetution” durch Genduplikation und
anschlielBende Subfunktionalisierung. Generell kaimnweiterer molekulare Hintergrund
eines zerstreuten Vorkommens jedoch auch eineaahiedliche Genexpression sein — die
Gene der Biosynthese sind vorhanden, aber nichinedgot. Denkbar wéare auch ein Szena-
rio, in dem viele der rezenten Arten einen bestiemBiosynthesewege sekundar verloren
haben, deren Vorfahren jedoch diese Fahigkeit ekedti hatten (Wink 2003; Zufall und
Rausher 2004; Ober 2005).

1.4. Thema dieser Arbeit

Diese Arbeit hat das Ziel, den Einfluss der zuvesdhriebenen Szenarien auf das Vor-
kommen der PAs am Beispiel der HSS zu untersuchdnnsgesamt das Bild Gber die Evo-
lution der PAs zu vertiefen. Dabei erwies sich leenilie der Convolvulaceae als geeigne-
tes Untersuchungsobjekt. Dartiber hinaus bot siehGailegenheit, die HSS in der Familie

der Apocynaceae zu charakterisieren.

1.4.1. Pyrrolizidin-Alkaloide in den Convolvulaceae

Die Convolvulaceae zeichnen sich durch ein versggeWorkommen der PAs innerhalb
der Familie aus. In den bisher untersuchten, PAsxakKkierenden Pflanzenfamilien der
Asteraceae und Boraginaceae sind PAs in vielennArtgtreten und charakteristisch fir
ganze Untergruppen, wie etwa das Vorkommen voniRAlen Senecioneae (Asteraceae).
Innerhalb der Convolvulaceae besitzen jedoch nunigeeArten PAs. In einem Screening
von 150 Arten aus 23 Convolvulaceen-Gattungen wurde in den Vertretern der Gattun-
genlpomoeasp., Merremiasp. undArgyreiasp. PAs nachgewiesen (Eich 2007). Innerhalb
der genannten Gattuhgomoea die Gber 600 Arten beinhaltet, akkumulieren wrede nur
wenige Arten der Untergattung Quamoclit, Sectio M{denett-Siems et al. 1998; Jenett-
Siems et al. 2005), sowie die Artmeyeri(Serenc) G.Don, Untergattung Ipomoea, Sectio
Pharbitis (Tofern 1999) PAs. Zudem kommen auchkairell unterschiedliche PAs in den
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Convolvulaceae vor. Nach Hartmann werden die PAsa@ah ihrer Struktur und ihrer
Bedeutung in der Phylogenie in 6 Grund-Typen ueiieifHartmann und Witte 1995; Hart-
mann und Ober 2008). Innerhalb einer Familie konmmeistens bevorzugt einer dieser
Typen vor. So findet man z.B. innerhalb der Borageae, der Asteraceae - Tribus Eupato-
rieae, und den Apocynaceae hauptsachlich Alkaloide Lycopsamin-Typs. Verwendet
man diese Klassifizierung der PAs, kommen innerll@ibConvolvulaceae jedoch vier bio-
genetisch verschiedene Typen vor. In Abb. 1.4 diede zusammengefasst dargestellt. Bei
Vertretern der Sectio Mina, wie z.B.neei (Serencg) O Donnect. und 1. lobata (Cerv.)
TreLL.,, kommen die sogenannten Ipanguline und Minalokore(Jenett-Siems et al. 1998;
Jenett-Siems et al. 2005). Diese bilden nach dasdffikation nach Hartmann und Ober
(2008) eine eigenstandige Gruppe, den Ipangulin-dgpPAs. Charakterisiert wird diese
Gruppe durch das Vorkommen von aromatischen Naaiasalnl. meyeri— der einzigen
Art au3erhalb der Sectio Mina — kommen Turneforeiderivate vor, wie etwa (-)-9-Tig-
loyltruneforcidin, welches bereits auSenecio racemosu®c. (Asteraceae) unter der
Bezeichnung Racemozin isoliert wurde (Tofern 199&ch der Einteilung von Hartmann
zahlt dieses Alkaloid zur Triangulin-Gruppe. Rderremia quinquefoliglL.) Hac. f. wurde
der dritte Typ beschrieben, die Alkaloide des Lygapin-Typs (Mann 1997). Letztlich
wurde mit den Lolin-Derivaten ausrgyreia mollis(Burm. f.) Croisy (Tofern et al. 1999)
ein vierter Typ identifiziert. Dieser ist durch ei&therbricke vom C-Atom C2 zu C7 sowie
dem Fehlen des C9 charakterisiert, wobei letztgegen eine Biosynthese mit Homosper-

midin als Vorstufe spricht (Hartmann und Witte 1295

Betrachtet man die Necinbasen der in den Convateala vorkommenden Alkaloide (s.
Abb. 1.4) so kommen in erster Linie Derivate mis@gigter Base vor. Diese unterscheiden
sich bezuglich Stereochemie und Substitution. inMi@a-Gruppekommen Ester von Pla-
tynecin und Trachelanthamidin vaér.meyeriakkumuliert Ester von Turneforcidin, Platyne-
cin, Trachelanthamidin und Isoretronecanol. Einaifyl. quinquefoliawurden Derivate der
Base Retronecin, mit der sonst fur die PAs charakigchen 1,2-Doppelbindung, nachge-
wiesen. Die in dieser Familie dominierenden 1,2agegen PAs gelten als nicht-toxisch,
zumindest bezlglich der P-450-abhangigen Bioaktivig zu aktiven Pyrrol-Derivaten.
Diese klassische Giftwirkung der PAs als Fral3sckateint eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Fur einige Ester von Trachelanthamidindeyedoch eine fraBhemmende Aktivitat
gegenuber Insekten beobachtet (Reina et al. 1997).
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Einteilung nach Hartmann (1995):
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Abb. 1.4 Pyrrolizidin-Alkaloide in den Convolvulaceae. Nadbr Einteilung nach Hart-
mann kommen vier biogenetisch verschiedene Striyiten ( — 1V) vor. A. In der Gat-
tung Ipomoea Sectio Mina wurden die sogenannten Minalobine yahguline nachge-
wiesen. Diese zeichnen sich durch Phenyl- und Bedite als aromatische Necinsauren
aus, die bisher nur in den Convolvulaceae nachgewigiurden. Als Necinbasen kommen
2 Isomere von 1-Hydroxy-methylpyrrolizidn vdB. In I. meyeriwurden nach der Eintei-
lung nach Hartmann PAs des Triangulin-Types nackegam. Als Necinbase kommen 4
Isomere von 1-Hydroxymethylpyrrolizidn vaE. Innerhalb der Gattuniglerremiawurden
Lycopsamin-Typ PAs nachgewiesen sowie weitere Retim-Derivate. Retronecin be-
zeichnet hier die 1,2-ungesattigten Necinb@seVertreter der Gattungrgyreia akkumu-
lieren PAs des Lolin-Typs mit einer charakteridiese Etherbriicke von C2 zu C7.

Eine weitere Aktivitdt umfasst die Inhibierung d&ndung anticholinergischer Drogen
am muskarinischen M3-Rezeptor (lkeda et al. 2008¢. biologische Aktivitat der 1,2-
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gesattigen PAs ist allerdings weitgehend unbekdbas. diese Derivate fur die Pflanze von
Okologischer Bedeutung sind, beweisen indirekt gadangepasste Motten (Arctiidae) (Fro-
lich et al. 2006). So werden z. B. von Larven veisgener Arctiiden-Arten nicht nur 1,2-
ungesattigte Alkaloide, sondern auch gesattigtavBtr aufgenommen und auch zur eige-
nen Verteidigung abgesondert (Hartmann et al. 2086RBerdem wurden ifPhalaenop-
sissp. ebenfalls gesattigte Derivate, die Phalaenepsiachgewiesen. Die hochste Konzen-
tration an Phalaenopsinen wurden in jungen und sexaten Geweben sowie Organen zur
Reproduktion (Bliten und Bliutenknospen) gefundeail{€h et al. 2006). Diese Akkumula-
tion in Pflanzenteilen, die fur das Uberleben unacstum von besonderer Bedeutung
sind, entspricht exakt einer Verteilung, die man Merteidigungsstoffen erwartet (Anke et
al. 2008).

Durch dieses isolierte Vorkommen von biogenetisetsehiedenen und in ihrer Toxizi-
tat unterschiedlich wirkenden PAs in wenigen Artgneten sich die Convolvulaceae
besonders flr die Untersuchung der Evolution. isseb zerstreute Vorkommen Resultat
konvergenter Evolution, wie etwa in den Asteracddie? wurden zwei unabhangige Dupli-
kationsereignisse der DHS nachgewiesen (Reimaah 2004). Oder kommen hier die bei-

den anderen, bereits erwahnten Mechanismen zuentrag

)] die Gene des PA-Biosyntheseweges sind vorhandemwardgen in vielen Con-
volvulaceen-Arten nicht exprimiert?

i) die Gene des PA-Biosyntheseweges wurden nachtnagieder verloren?

Die Aufklarung der Evolution der HSS als stellvetémdes Enzym der PA-Biosynthese

sollte Ruckschlisse auf diese Fragen erméglichen.

Zusatzlich kénnen am Modell DHS/HSS grundséatzlitechanismen der molekularen
Evolution beleuchtet werden. In wie weit tragt etp@sitive Selektion zur Entwicklung
einer neuen Funktion nach Genduplikation bei? MiteH/on Sequenzanalysen sollte der
Einfluss positiver Selektion am konkreten Beisi@lS/HSS in der Familie der Convolvu-

laceae untersucht werden.

Prinzipiell wurde ein molekularbiologischer Ansgewahlt. Erster Schritt war die Iden-
tifikation von DHS- und HSS-kodierenden Sequenzen/eértretern der Convolvulaceae.

Diese stellten die Basis fur phylogenetische Aretydar. Dabei war bereits aus der Art
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Ipomoea hederifolid.. eine DHS-kodierende cDNA bekannt (Reimann et2804). Aus
den Untersuchungen ausgeklammert wurde die Gatfuggreia Die in dieser Gattung
vorkommenden PAs des Lolin-Typs sind biochemisdhtmit den PAs im engeren Sinne
verwandt. Wie bereits erwahnt, spricht das Fehles @9 gegen eine Biosynthese Uber

Homospermidin (Hartmann und Witte 1995).

Einen weiteren Aspekt stellten vergleichende Exgoesstudien von HSS und DHS
dar. Vor dem Hintergrund, dass sowohl Priméar- alshaSekundarstoffwechsel einer stren-
gen Regulation unterliegen, féllt der Expressiaregiduplizierten Gens besondere Bedeu-

tung zu.

1.4.2. Pyrrolizidin-Alkaloide in den Apocynaceae

Im Rahmen der Arbeit bot sich die Mdglichkeit, i&-Biosynthese in der Familie der
Apocynaceae zu untersuchen. Einige Vertreter dieaerilie akkumulieren PAs des Lycop-
samin-Typs — jenes Typs, der auchNh quinquefolianachgewiesen wurde (Abe et al.
1991; Hartmann und Witte 1995). Analog zu den Conuaceae sollten mit Hilfe der Iden-
tifizierung der HSS und DHS Rickschlisse auf diel@on der PAs in dieser Familie
gezogen werden. Prinzipiell wurde eine zu den ClwoNaceen ahnliche Versuchsstrategie
verfolgt. Mit Hilfe einer PCR mit degenerierteni@arn sollten homologe Sequenzen iden-
tifiziert werden. Neben einer CharakterisierungsdieSequenzen und der kodierten Proteine
fur phylogenetische Analysen stellten auch hier rEgpionsstudien der identifizierten

Sequenzen Gegenstand dieser Arbeit dar.
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Alle untersuchten Arten (s. Tab. 2.1), mit Ausnahde beidenConvolvulusArten
C. arvensisundC. tricolor sowiel. alba, wurden in Sterilkultur unter kontrollierten Bedin
gungen bei einer Raumtemperatur von 25°C kultivieré Kultivierung der oberirdischen
Pflanzenteile erfolgte bei einem Tagesrhythmus 1®rStunden Licht und 8 Stunden Dun-
kelheit auf MS-Medium (Murashige und Skoog 1962) g Agar pro 1 Liter Medium (s.
Anhang). Die Wurzeln wurden dagegen unter permanddtinkelheit und Schiitteln (100
Upm) in MSOH-Flussigmedium (ohne Agar) gezogen. Etablierung der Sterilkulturen
wurden die Samen der Versuchspflanzen zuerst farMinuten in 70 % Ethanol und
anschlieBend fur 1-5 Minuten in 35 %igen Wassedistodxid (Roth) oberflachensterili-
siert. Diese sterilisierten Samen wurden Uber Natlastutoklaviertem Wasser vorgequellt
und danach unter sterilen Bedingungen auf MSOH-plgten zum Keimen gebracht. Die
Keimpflanzen wurden wie oben beschrieben kultivierd in einem Einmonatszyklus auf
neues Medium transferiert. Zusatzlich zu den S@tiiren wurden die Arten bei einer

Temperatur von 19-22°C angezogen im GewachshauBatanischen Gartens in Kiel,.

Tab. 2.1 Artenliste der verwendeten Pflanzen mit AngabeHkmkunft des Saatgutes.

Art Herkunft des Saatgutes
Apocynaceae
Parsonsia laevigat#lston Japan, Ritsuo Nishida;

Convolvulaceae

Ipomoea hederifolid.. Thailand, 1993, Panama 2000
Ipomoea neefSpreng.) O Donell Panama 1995

Ipomoea meyei({Spreng.) G. DON Panama, 1997

Ipomoea albd.. Panama, 1997

I[pomoea purpured. Madagaskar, 1990

Merremia quinquefoliglL.) H. HALL Panama, 1997

Convolvulus arvensik. Botanischer Garten der CAU zu Kiel
Convolvulus tricolorL. Botanischer Garten der CAU zu Kiel

3 gesammelt und dankenswerter Weise zur Verfiigunglijeson Prof. E. Eich, Freie Universitat Berlin
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2.2.  Molekularbiologische Techniken

2.2.1. Stammldsungen - Laborverbrauchsmaterialien Enzyme

Alle wassrigen Losungen und Puffer wurden mit emsiertem Wasser (Milli-Q Sys-
tem, Millipore) angesetzt. Wenn notig, wurden diesittels Rotilab8-Spritzenfilter mit
einer PVDF Membran (0,22 um Porengr6iRe), @ 33 stemilisiert. Alternativ dazu erfolgte
eine Sterilisierung der Lésungen durch Autoklaviefg21°C, 1,1 bar, 20 Minuten).

Stammldsungen von folgenden Chemikalien wurden seige

Ampicillin 50: 50 mg/ml HO, sterilfiltriert, Lagerung bei -20°C
Kanamycin 30: mg/ml kD, sterilfiltriert, Lagerung bei -20°C
0,5 M IPTG: 0,6 g/5 ml kD, sterilfiltriert, Lagerung bei -20°C
X-Gal: 40 mg/ml in Dimethylformamid, Lagerung b&0°C

Laborverbrauchsmaterialien aus Kunststoff stamnviem Sarstedt. Alle verwendeten
Grundchemikalien wurden von den Firmen Merck, Raotld Fluka bezogen. Die Lagerung

erfolgte nach Angaben der Hersteller.

Enzyme fur das molekularbiologische Arbeiten wiB. 2olymerasen und Restriktions-
enzyme sowie weitere Standardmaterialien wie dNW@slen von Fermentas und Invitro-
gen bezogen. Die Verwendung erfolgte nach AngalenHersteller. Auf Abweichungen
wird im Text hingewiesen. Die detaillierten Bezugslien der einzelnen verwendeten Kits,
Enzyme, DNA- und Proteinleitern sowie Materialendie Mikroskopie und die immunolo-

gischen Techniken sind an entsprechender Stelleexhangegeben.

2.2.2. Bakterienkultur
2.2.2.1. Maedien

Als Nahrmedium fur die Anzucht der verschiederiestherichia coliKulturen wurde
das von Bertani (1951) formuliert LB-Mediuwerwendet, jedoch ohne Glucose. Die
Abkirzung LB stammt dabei von der Bezeichnung ,fjesoy broth” (Bertani 2004).
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Die Zusammensetzung lautet wie folgt:

LB-Medium

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 5009

NacCl 10,09
Wasser ad 1000,0 mi

pH 7,5

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden 16 g Agao 1| Flissigmedium zuge-
setzt. Das fur Dauerkulturen bendtigte LB-Glycenaorde analog dem Flussigmedium in
einem Gemisch aus 6 Teilen Glycerin und 4 Teilers§¥a angesetzt. Samtliche Medien

wurden durch Autoklavieren sterilisiert.

Das fur die Regeneration der Zellen nach der Taansdtion benétigte SOC-Medium setzt

sich wie folgt zusammen:

SOC-Medium

Trypton 409
Hefeextrakt 10g

NaCl 116,90 mg
KCI 37,28 mg
50% (m/v) Glukose-Lsg 1,6 ml
Wasser ad 200,0 ml

pH 7,5

Der autoklavierten Losung wurde anschlie3end ltemllltrierte MgCl,-Losung (1 M)
und 1 ml sterilfiltrierte MgS®@LOsung (1 M) zugesetzt. Zur Sterilfiltration wurde
Rotilabd-Spritzenfilter (s. Kap. 2.2.1) verwendet.

2.2.2.2. Verwendete E. coli-Zelllinien

Top10 (Invitrogen) - GenotypE. Coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC)  galU  nupG
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 endAl galK rpsL (Str)
BL21(DE3) (Novagen) — GenotyfE. coli B F dcm ompl hsdS(rs™ me’) gal AM(DE3)

2.2.2.3. Herstellen kompetenter Zellen

Bakterienkulturen der gewiinschté&n coli-Zelllinie wurden in flissigem LB-Medium
bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm ¢JDvon 0,6 angezogen. AnschlielRend wurden
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die Zellen durch Zentrifugation geerntet und mitfédider Calciumchlorid-Methode che-
misch kompetent gemacht. Dazu erfolgte eine Inkabahit 0,1 M CaG+L6sung, die 15%
(m/v) Glycerin enthielt. Bei einer Inkubationsdawen 12-24 Stunden wurde eine optimale
Transformationseffizienz erreicht. Aliquots der chgch kompetenten Zellen (100 bis
200 pl) wurden in flissigem Stickstoff schockge#momund bis zur Verwendung bei —80°C
gelagert.

2.2.2.4. Herstellen von Dauerkulturen

Von ausgewahlten Klonen wurden Dauerkulturen heefjesind bis zur Wiederverwen-
dung bei -80°C gelagert. Dazu wurden 750 ul den@ankulturen mit 250 ul LB-Glyce-
rin (s. Kap. 2.2.2.1) versetzt und die Probenréé@nchnschlieend tiefgefroren. Im Falle
einer Wiederholung der Plasmid-DNA-Isolierung oder Expression konnten die entspre-

chenden Dauerkulturen zum Animpfen und Anzieheren&ulturen verwendet werden.

2.2.3. RNA-Isolierung

Das Pflanzenmaterial (Blatter, Sprossachse, Sgitassund Wurzeln) wurde unmittel-
bar nach dem Sammeln in flissigem Stickstoff scgefrtbren und bis zur weiteren Aufar-
beitung bei —80°C gelagert. Zur RNA-Isolierung wemdzwei unterschiedliche Kits bzw.
Methoden verwendet: das RNeasy Plant Minikit (Qmgend das TRIzol reagent (Invitro-
gen). In beiden Fallen musste das PflanzenmataitaMorser und Pistill unter flissigem
Stickstoff homogenisiert werden. Die weiteren Sthrerfolgten nach den Angaben der
Hersteller. Die Uberpriifung und Quantifizierung dalierten RNA erfolgte UV-photome-
trisch (s. Kap. 2.2.4). Die Qualitat der RNA wurdesatzlich mittels Gelelektrophorese
Uberpruft. Dabei wurde routineméaRig eine gewohekichgarose-Gel (s. Kap. 2.2.5) ohne
Formaldehyd verwendet. Bei einer intakten RNA sallkeine RNA-Degradationsprodukte
als niedermolekularer Schmier nachweisbar seindim@5S rRNA- und 18S rRNA-Banden
sollten als eindeutige, distinkte Banden in eingmgaidhren Intensitatsverhaltnis von 2:1 zu
erkennen sein. Bei Verwendung der 100 bp DNA Leitar Invitrogen lagen die entspre-
chenden Banden auf H6he von 1000 bp und 700 bmt&s#ke Verunreinigungen mit geno-
mischer DNA ergaben Banden im Bereich weit tibel02(f)
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2.2.4. Quantifizierung der Nukleinsauren

Die Gehaltsbestimmung der Nukleinsaure erfolgte pidtometrisch am Ultrospec
2100pro Spektrometer von Amersham Biosciences.1if0 verdinnten Proben wurden
bei 260, 280 und 230 nm vermessen. Grundsatzlisietbalie UV-photometrische Methode
zur Quantifizierung auf den spezifischen AbsorpgEigenschaften von Nukleinsauren. Bei
einer Wellenlange von 260 nm besitzen Nukleinsdereriokales Maximum in der Absorp-
tion. Eine Absorption von 1 bei 260 nm entspriclei RNA einer Konzentration von
40 pg/ml. Fir DNA entspricht diese Absorption eikenzentration von 50 pg/ml, fir ssD-
NA, wie z.B. cDNA, 33 pg/ml. Einen Hinweis auf miijle Proteinkontaminationen der
Nukleinsauren gibt das Verhaltnis der £4anzu ODsgo nm Saubere DNA- und RNA-Proben
sollten einen Quotienten vanl.8 aufweisen. Abweichungen von diesen Werten weasg
eine Verunreinigung mit Proteinen hin. Eine erhoAtesorption bei 230 nm gibt ebenso
Hinweise auf Proteinverunreinigungen, denn in die$¥ellenlangenbereich liegt das Ab-
sorptionsmaximum von Peptidbindungen. Darlber lEnaerden aber auch Kontaminatio-
nen mit Pufferbestandteilen in diesem Wellenlangesibh angezeigt, da Tris, EDTA und
andere Puffersalze ebenfalls bei einer Wellenlaraye 230 nm absorbieren. Der Quotient
aus ODgo nn{OD230 nm SOlIte bei RNA Proben > 1,0 sein. Ein niedrigéfégrt konnte neben
einer Kontamination mit Proteinen und Puffer aughane Verunreinigung mit Guanidini-
sothiocyanat hindeuten. Guanidinisothiocyanat isthgéufig in der RNA-Reinigung ver-
wendetes Reagens, das uber den Bereich von 230 rn2@bsorbiert. Zu beachten sind
hierbei nachteilige Effekte auf nachfolgende enzysche Reaktionen, wie z. B. die reverse

Transkription, den Guanidin ausuben kann.

Alternativ zum Ultrospec 2100pro Spektrometer wuadeh das NanoDr8pND-1000
Spektrometer (Peglab) verwendet. Der Vorteil digSegites lag an dem geringen bendétig-

ten Probenvolumen: Pro Messung wurde nur 1 pl davéPeingesetzt.

2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

RoutinemaRig wurden 1%ige Agarose-Gele (Rmtiose, Roth) mit 0,5 pg Ethidium-
bromid/ml Gel (Ethidiumbromidlésung 1%, Roth) fiie ualitats- und Quantitatskontrolle
von DNA und RNA sowie zur PCR-Kontrolle verwendats Leitern zur Grol3eneinschat-
zung der zu analysierenden DNA und RNA Molekiile &ardie 100 bpund diel kb DNA
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ladder (Invitrogen) zum Einsatz. Aufgetragen wurde DNA- und RNA-Proben mit Pro-
benpuffer im Verhéltnis 2:1. Als Elektrophoresepufivurde der fis-Borate-EDTA-Puffer
(TBE) verwendet. Die Trennung wurde standardmaBi@b mV durchgefuhrt, Laufzeit 30
Minuten, in Elektrophoresekammern der Firma Bioflslihi Sub Cell GT). Die Detektie-
rung erfolgte mit UV-Licht durch die Interkalatiates fluoreszierenden Ethidiumbromids
mit den Nukleinsauren im Multimage Light CabinBigzym). Die Dokumentation erfolgte

mit der Alpahimager Software (Version 4.1.0).

Der DNA Probenpuffer und TBE-Puffer setzten sicl falgt zusammen:

10x TBE-Puffer DNA-Probenpuffer

Tris-Base (89 mM) 108,09 Xylencyanol 0,25¢
Borsaure (89 mM) 55,0 ¢ Bromphenolblau 0,25¢g
EDTA (20 mM) 7,39 Ficoll 400 25049
Wasser ad 1000,0 mi EDTA (50 mM) 1,46 ¢
1:10 Verdunnung ergibt die GebrauchsMfasser ad 100,0 ml

sung von 1XTBE.

2.2.6. cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde 1 pg Gesamt-RNA aldager und ein oligo(dT}-Pri-
mer (0,1 uM, 5-dGTCGACTCGAGAATTC(H}-3’) verwendet, der sich an den Poly(A)-
Schwanz der mRNA anlagert. Als reverse Transkrgptaanen die RevertAid™ H Minus
M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas), Supgrserill und Il Reverse Transcrip-
tase (Invitrogen) zum Einsatz. Die Reaktionen gtéal in einem Gesamtvolumen von 20 pl
nach den Angaben der jeweiligen Hersteller. Hemvoeben ist die Superscript™ Il Tran-
skriptase. Sie ermoglicht eine cDNA-Synthese béC5Bei dieser Temperatur werden die
Sekundarstrukturen der RNA deutlich besser aufgdiano als bei 42°C, dem Temperatur-
optimum vieler reverser Transkriptasen. Das fulmtenanchen Fallen zur einer verlanger-
ten cDNA Strang-Synthese und damit zu vollstandigeanden.

Die cDNA konnte direkt als Vorlage in PCR-Reaktioreingesetzt werden. Bei grof3e-
ren PCR-Produkten (> 1 kb) wird jedoch vom Herstetine Entfernung der zur cDNA
komplementaren RNA empfohlen. Dazu wurden 1 — #sihicoli RNase H Invitrogen) zu

dem Reaktionsansatz pipettiert und fur 20 Minuten3@°C inkubiert.
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2.2.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

StandardmaRig wurde dieaqDNA-Polymerase (Invitrogen) fur die PCR-Vervietfal
gung verwendet. Zusatzlich kamen die ,proof-reatiDyA-PolymerasenPfu (Promega),
Platinum Pfx (Invitrogen) oder AccuTag™LA (Sigma) zum Einsa®CR-Puffer, dNTPs,
Salze (MgC)) sowie Primer wurden nach Angaben des Herstelleraiendet. Die PCR-

Reaktionen erfolgten standardmafig in einem Gesdurhen von 25 pl.

Generell wurde als Temperaturprogramm das sogemafdsic PCR Protocol/Hot-
start” verwendet. Hierbei werden cDNA und Primererst erhitzt und erst nach einer
initialen Denaturierungsphase von 3 Minuten bei®%/ird die Polymerase-Kettenreaktion
durch die Zugabe von Enzym und Puffer gestartetiubzn sollte das unspezifische Anla-
gern der Primer und somit die Artefaktbildung wvegert werden. Daruber hinaus sollte
auch eine vollstandige Denaturierung der VorlageADdithergestellt werden. In manchen
Fallen kam das sogenannte ,touch-down“ Protokobbr{(®t al. 1991) zum Einsatz. Hier
wurde die Annealing-Temperatur pro Zyklus reduziestandardméfig um 0,5°C pro
Zyklus, beginnend von einer Annealing-Temperatie,ider oder nahe der Schmelztempe-
ratur der Primer liegt. StandardméanRig wurden 20léyknit abnehmender Annealing-Tem-
peratur gewahlt, entsprechend einer Temperaturdiife von 10°C. Daran anschlie3end
erfolgten noch 15 bis 20 Zyklen der PCR-Amplifikattibei konstanter Annealing-Tempera-
tur, und zwar bei jener Temperatur, die im letzZtench-down Zyklus erreicht wurde. In
einigen Fallen konnte durch dieses touch-down Raditalie Produktspezifitat erhéht wer-

den.
Das Standardtemperaturprogramm fir die PCR, ini83® Zyklen angewandt, lautet wie
folgt:

Hot-start PCR touch-down PCR

Initiale Denaturierung 95°C 3 min 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 45s 95°C 45s
. o . x°C 1 min
Annealing x°C 1 min -0,5°C/Zyklus
Elongation 72°C 3 min §5k'| 40 72°C 3 min 20 Zyklen
en
Elongation 72°C 10 min Y 95°C 45s
x°C 1 min
° : 15-20
72°C 3 min Zyklen
72°C 10 min
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Diese Standardprogramme wurden fir die jeweiligesbén, besonders beziglich der
Annealing-Temperatur (im Standardtemperaturprogramitnx °C angegeben), optimiert.
Je nach eingesetzter DNA-Polymerase erfolgte diadétionsphase bei der vom Hersteller
empfohlenen Temperatur von 72°TCaf) und Pfu DNA-Polymerase) oder 68°C (Platinum
Pfxund AccuTag™LA DNA-Polymerase). Die Zeitspanne Hiemgation wurde bei langen
PCR-Produkten vergrof3ert. Die abschlieRende 104igmiElongationsphase diente der
Verlangerung jener PCR-Produkte, die in den Zyldamor nur unvollstandig amplifiziert

worden waren.

Hervorzuheben ist die besondere Eignung der PlatiRtx DNA-Polymerase fir die
,Hot-start” PCR. Das aktive Zentrum ist bei niegngTemperaturen durch einen Antikor-
per geschitzt, wodurch die Enzymaktivitat inhibieitd. Durch eine 3- bis 5-minitige
initiale Denaturierungsphase wird die Bindung dedil®rpers gelést und die Polymerase

aktiviert.

Fur die PCR wurden folgende Geréte verwendet:

GeneAmf PCR System 2400 und 9700 von AB (Applied Biosysiem
Mastercycler Modell ,personal” und ,gradient” vompendorf.

Der ,gradient” Cycler ermdglichte es, bis zu 12satriedene Annealing-Temperaturen
gleichzeitig innerhalb eines PCR-Laufes einzustellBadurch konnte zeitsparend eine

maoglichst optimale Annealing-Temperatur fur die R&Rplifizierung ermittelt werden.

2.2.8. Polymerase-Kettenreaktion mit degeneriertentimern (DOP-PCR)

Zur ldentifizierung homologer Sequenzen von HSS DS wurde die Polymerase-
Kettenreaktion mit degenerierten Primern verwenDét. degenerierten Primer wurden auf
der Basis eines Alignments von HSS- und DHS-Searenaus verschiedenen Organismen
entworfen. Die Primer-Bindungsstelle wurden dabebésonders hoch konservierte Berei-
che gelegt. In der PCR wurden verschiedene Konbiment an degenerierten Primern und
cDNA unterschiedlicher Pflanzenorgane der Versuitlispen eingesetzt. Standardmalig
erfolgte die Amplifizierung mit der rekombinantdimaq DNA-Polymerase (Invitrogen) in
einem Gesamtvolumen von 25 pl wie unter 2.2.7 redwén. Es wurden 1,0 bis 2,0 pl
cDNA und Primer in einer Konzentration von 0,8 pMgesetzt. Zur Klonierung wurden
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die PCR-Produkte elektrophoretisch gereinigt. D&daen das QIAEX Il Kit (Qiagen) oder
das NucleoSpihExtract Il (Macherey-Nagel) zum Einsatz.

2.2.9. Klonierung und Transformation

Fur die standardmaflige Klonierung von PCR-Produkisnzu einer GrofRe von 2 kb
und anschlieRendes Sequenzieren wurde der pGEMas$y Vector (Promega) verwendet.
Dieser Vektor nutzt die sogenannte TA-Klonierung.bEsitzt einen einzelnen 3'-T Uber-
hang an der Insertionsstelle. Dadurch ist eineaesséxte Ligationseffizienz gewahrleistet,
da sich der Vektor nicht wieder re-ligieren kanm@ariliber hinaus wird dadurch ein kompati-
bles Ende fir PCR-Produkte generiert. Bestimmte Eymerasen, darunter dieqund
AccuTag™ LA DNA-Polymerase, besitzen eine terminbtansferase-Aktivitat, die Vor-
lage-unabhéangig ein einzelnes Desoxyadenosin al-dawle der PCR-Produkte knupfen.
Bei Verwendung dePfu und PlatinumPfx DNA-Polymerase ohne terminaler Transferase-
Aktivitat konnten an die PCR-Produkte nachtragleih A-Tail gekniupft werden. Dazu
wurden die PCR-Produkte mitag DNA-Polymerase, Reaktions-Puffer, MgQind dATP
(Endkonzentration 0,2 mM) fur 15-30 Minuten bei €dhkubiert.

Die Ligation wurde nach Angaben des Herstellerseer Inkubation Uber Nacht bei
4°C durchgefuhrt. Die Transformation erfolgte irestisch kompetentE. coltTOP10-Zel-
len durch das Hitzeschock-Verfahren. Dazu wurderZeilen fir 45-60 Sekunden in einem
Wasserbad bei 42°C inkubiert. Nachdem die Zelle®@C-Medium (s. Kap. 2.2.2.1) bei
37°C unter Schitteln (230 Upm) fur die Dauer efstemde regeneriert wurden, erfolgte die
Ausplatierung der Zellen auf LB-Platten mit Amplicil(Roth), 100 pug/ml LB zur Selektion
positiver Klone. Das im pGEM-<TEasy Vector kodierte Lac-Operon ermdglichte zuisditz
ein blau/weild Screening. Dazu wurden die LB-Plattein0,5 mM IPTG (Roth) und X-Gal
(Roth) 80 ug/ml LB versetzt. Die Inkubation dertia erfolgte Gber Nacht (16-24 Stun-
den) bei 37°C.

Fir die Klonierung besonders groBer PCR-Produktelevder pCR-XL-TOPO® Vec-
tor verwendet. Ahnlich zum pGEMETEasy Vector kommt auch beim p&RL-TOPO®
Vector die TA-Klonierung zum Einsatz. Der lineagise pCR-XL-TOPO® Vector besitzt
ein 3-Desoxythymidin Uberhang. Zusatzlich fordert eimeden Vektor gebundene Topoi-
somerase | die Ligation (Shuman 1994). Im Gegermatz pGEM-T Easy Vector ermdg-
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licht dieser Vektor allerdings kein ,blau/weil3-senéng“, sondern die Selektion positiver
Klone beruht auf der Zerstérung des letéfertolFGenccdb(Bernard et al. 1994) bei einer
erfolgreicher Ligation. Zellen, die einen VektomehFremd-DNA tragen, knnen nach dem
Plattieren auf einer LB-Platte nicht Gberleben. ibar hinaus enthalt der Vektor Kanamy-
cin als selektiven Marker. Die Ligation erfolgtechaAngaben des Herstellers. Die Trans-
formation erfolgte ebenfalls in chemisch kompetdhteolr TOP10-Zellen durch das Hitze-
schock-Verfahren. Transformierte Zellen wurden a&fPlatten mit 50 pg Kanamycin
(Roth)/ml LB zur Selektion ausplattiert. Die Inktio® der Platten erfolgte tber Nacht (16-
24 Stunden) bei 37°C.

2.2.10. Isolierung von Plasmid-DNA und Identifizierung der gewtinschten Klone

Fur eine Isolierung der Plasmid-DNA wurden positi€lene in 7 ml LB Medium (flus-
sig) mit entsprechendem Selektionsmarker tber Naeh87°C unter Schitteln (230 Upm)
kultiviert. StandardmafRig wurde fir ein erstes 8cmeg der Klone bezlglich der
gewinschten Insertion die von Holmes und Quigle981) beschriebene ,rapid boiling
method”“ verwendet. Hierbei wurden Bakterien von iBd4Fltssigkultur durch Zentrifuga-
tion geerntet und in STET-Puffer resuspendiert.cbutugabe von Lysozym (Roth) wurden
die Zellen aufgeschlossen und anschlieBend fir éKurglen bei 95°C gekocht. Danach
wurden die unlésliche genomische DNA und die Zafjfinente durch Zentrifugation ent-
fernt, die Plasmid-DNA durch Isopropanol-Fallungvganen und in Tris-Puffer (10 mM
Tris-HCI, pH 8) resuspendiert.

Die verwendeten Puffer und Losungen setzen siclalge zusammen:

STET-Puffer Lysozym-Losung

Tris-HCI (10 mM, pH 8,0) 242 mg  Lysozym in Tris-HQIQ mM, 10 mg/ml
Na-EDTA (50 mM) 3,79 pHS8,0

8 % (w/v) Saccharose 16 g

0,5 % (v/v) Triton X-100 1ml  Ammoniumaceta{7,5 M) 58¢g
Wasser ad 200 ml  Wasser ad 100 ml

Mit Hilfe von Restriktionsanalysen der Plasmid-DNAnnten positive Klone identifi-
ziert werden. Je nach Fragestellung mussten hggeignete Enzyme ausgewahlt werden.

Bei der Auswahl der Enzyme waren im Internet veréirg Programme, die eine Vorher-
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sage der Restriktionsschnittstellen in einer betem®equenz erstellten, hilfreich. Im Rah-

men dieser Arbeit wurden folgende Internetseitemweadet:

http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/templatgpact=restriction_new
oder http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/RedinaMapper.pl

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Fetasebezogen und nach Herstel-
lerprotokoll verwendet. Es wurden 3,0 pl PlasmidAbbwie das Restriktionsenzym, der
geeignete Puffer und autoklaviertes Wasser bisern @esamtvolumen von 5,0 pl einge-
setzt. Die Reaktionsansatze wurden fur 1 Stundedyeilr das jeweilige Enzym optimalen
Temperatur inkubiert. Durch anschlieBende Agaroskel€ktrophorese wurde die Restrik-
tion analysiert. Von positiven Klonen wurde eineuBekultur (s. dazu Kap. 2.2.2.4) ange-
legt und bei -80°C aufbewabhrt.

Bei einem Screening nach einem Fremd-DNA-trageritlen bei einer Klonierung in
PGEM-T® Easy oder pCRXL-TOPO® Vektor kam standardmaRig das Restriktionsenzym
EcaRl zum Einsatz. In beiden Vektoren befindet sichbeiden Seiden der Insertionsstelle
Restriktionsschnittstellen fUEcoRIl. Durch einen Restriktionsverdau der Plasmid-DNA

EcoRI wurde die einligierte Fremd-DNA aus dem Vektesghnitten.

Fur Sequenzanalysen positiver Klone reichte dieniirei der durch die rapid-boiling
Methode isolierten Plasmid-DNA nicht aus. Fiur dre@aveck erfolgte die Isolierung der
Plasmid-DNA mit Hilfe des WizafdPlus SV Minipreps DNA Purification System (Pro-

mega) nach Angaben des Herstellers.

2.2.11. Amplifizierung der 3'- und 5'-Enden von cDNA

Auf der Basis der aus DOP-PCR resultierten interoBNA-Fragmente konnte die
gesamte kodierende Sequenz mit Hilfe der sogendRayal Amplification of dNA Ends
Technik (RACE-Technik, Life Technologies) identiG# werden. In Abb. 2.1 sind die
Schritte der 3'- sowie der 5-RACE-Technik schestitidargestellt. Die 3'-RACE-Technik
nutzt den Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende jeder mRNA. &isiert im Prinzip auf einer PCR
mit einem genspezifischen, vorwartsgerichteten eri(Bracefor) sowie einem riickwartsge-
richteten Oligo(dT), Primer, komplementar zu dem erwahnten Poly(A)-Soimvder
MRNA. Vorwarts- und riickwartsgerichtete Primer vegrdm Folgenden mit der englischen



Amplifizierung der 3'- und 5-Enden von cDNAs 25

Bezeichnung forward und reverse abgekiirzt. DerererSchritt der 3'-RACE stellte die
reverse Transkription der mRNA mit dem Oligo(dTPrimer dar. Danach wurde die
MRNA durch RNaseH degradiert und die verbleibendedistrang-cDNA (engl. single
stranded cDNA, ss cDNA) konnte in einer PCR alsldye eingesetzt werden. Durch den
3racefor-Primer, der sich an der internen, beregdkannten Sequenz anlagert, und den
Oligo(dT); reverse-Primer wurde der 3'-Bereich des Transdsipgnklusive der 3'-Untrans-
latierten-Region (UTR), amplifiziert. Die 5-RACEethnik ist etwas komplexer, da im 5'-
Bereich der mRNA kein bekanntes Sequenzmotiv li@je reverse Transkription der
MRNA erfolgte bereits mit einem genspezifischermiri (5racelrev). Nach Reinigung der
ss cDNA wurde durch dieefminal_agtoxynucleotidyl Tansferase (TdT, Invitrogen) an das
5' Ende ein oligo(dC)-Schwanz angekntipft. Diesensalifizierte cDNA wurde anschlie-
Rend als Vorlage in einer PCR mit einem genspehiis reverse-Primer (5race2rev) und
einem forward-Primer komplementar zum Oligo(C)-Sahwverwendet, dem so genannten
»=anchor Primer* (Abridged Anchor Primer, AAP). Dalist zu beachten, dass die Bin-
dungsstelle des 5Sraceve2-Primers oberhalb bzwewghvarts des Sracerevl-Primer liegt
(s. Abb. 2.1). Eine zweite Runde der PCR erhohgeSghezifitdt und Ausbeute. Dabei wurde
die sogenannte ,semi-nested“ PCR verwendet. Hientdilas Produkt einer ersten PCR-
Vervielfachung als Vorlage fiir eine zweite Ampldiion, wobei der zweite reverse Primer
gewissermal3en innerhalb des ersten Primers liegb(s 2.1). Im Falle der 5’RACE wurde
dazu ein dritter genspezifischer Primer (5race3muyesetzt sowie ein weiterer reverse-
Primer, der sogenannte ,adapter Primer* (Abridgediversal Amplification Primer,
AUAP), der sich an die AAP-Sequenz anlagerte. Atslage wurde die 1:10 bis 1:100 ver-
dunnte 1. PCR-Reaktion verwendet. Diese semi-neBER ermoglichte es, auch sehr
geringe Vorlagemengen nachzuweisen, ohne jedogbeaiiische Produkte zu amplifizie-
ren. Das entstehende PCR-Produkt sollte den S5iBedes Transkriptes mit dem Startco-
don des offenen Leserahmens (engl. ,Open Readengéd™ im Folgenden ,ORF* bezeich-
net) sowie einen Teil der 5-UTR enthalten. Dalimdt die Lange der 5-UTR vom Erfolg
der reversen Transkription ab. Diese wiederum hétagk von der Qualitat der mRNA und
der verwendeten reversen Transkriptase ab. Am megteignet waren die thermostabile

Superscript™ 1l und Il reverse Transcriptase vavitrogen (s. Kap. 2.2.6).
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Abb. 2.1. Prinzip der ,Rapid Amplification of dNA Ends" Technik. A. 3'-RACE B. 5'- Technik, mit den Ab
kiirzungen AAP fir Abridged Anchor Primer und AUABr fAbridged Universal Amplification Primer,
ss cDNA fur einzelstrangigesiigl. ,single stranded) cDNA und ds cDNA fir doppelstrangigengl. ,dou-
ble stranded) cDNA.

Die fur die Durchfuhrung der RACE-Technik noétigeangpezifischen RACE-Primer
wurden anhand der aus der DOP-PCR (s. Kap. 2.2 nmten internen Fragmente entwor-
fen. Pro Sequenz wurde ein 3'-RACE forward Primed drei 5-RACE reverse Primer
bendtigt.

Generell wurden fur die RACE-PCR dieq DNA-Polymerase (Invitrogen), die Plati-
num Pfx (Invitrogen) oder die AccuTaq™LA (Sigma) verwenddte PCR-Reaktionen in
einem Gesamtvolumen von 25 ul enthielten nebenRidferbestandteilen nach Angaben
der jeweiligen Hersteller Primer in einer Endkorteation von 0,4 bis 0,8 uM sowie 1,0 bis
2,0 ul Vorlage. Als Temperaturprogramme kamen dieeits unter Kap. 2.2.7 beschriebe-
nen Hot-start- und touch-down Programme zum Eindaiz PCR-Produkte wurden routi-
nemaRig zur Sequenzierung gereinigt (QIAEX Il Kiit) pGEM°-T Easy Vector (Promega)
ligiert und inE. coli TOP10-Zellen transformiert (s. 2.2.9). Positive #@owurden durch
Restriktionsanalysen der Plasmid-DNA identifizigyt Kap. 2.2.10).
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2.2.12. Amplifizierung des offenen Leserahmens firid heterologe Expression in

E. coli

Durch die DOP-PCR (s. Kap. 2.2.8) sowie die 3'- BRBRACE-PCRs (s. Kap. 2.2.11)
konnte die Sequenz des gesamten Transkriptes zusagasetzt werden. Auf der Basis die-
ser Sequenzen, die auch den 3'- und 5-UTR bearhalturden Primer fur die Amplifizie-
rung des kodierenden Bereiches (engl. open reddamye, ORF) und fir eine anschlie-
Rende Expression in einem geeigneten Expressidessyntworfen. Dazu enthielten diese
genspezifischen Expressionsprimer Restriktionssisteilen fur die nachfolgende Klonie-
rung der PCR-Produkte in entsprechende Expressétmen.

Als Expressionssystem wurde das pET-System (Noyagmmahlt, das urspringlich von
Studier et al. (1990) entwickelt wurde. Angrenzamddie Insertionsstelle (engl. ,multiclo-
ning-site*) beinhalten die pET-Vektoren Sequenz#ia,verschiedene Peptide (engl. ,pep-
tid-tags") kodieren, welche an das C- oder N-teat@rEnde der Fremd-DNA angeflugt wer-
den kénnen. Dadurch kénnen den Uberexprimierteneir®y kodiert durch die Fremd-
DNA, zusatzliche, fur nachfolgende Anwendungenreiédiche Eigenschaften hinzugefligt
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Anflggeas Histidin-Restes, bestehend aus
6 aufeinander folgenden Histidin-Aminosauren, augddt. Dieser Histidin-Rest, im Fol-
genden als 6xHis-tag bezeichnet, ermdglichte dimifeng der rekombinanten Proteine
Uber Metallchelataffinitatschromatographie, dazhanés unter Punkt 2.3.1. Benutzt wurden
die Vektoren pET28a, ein modifizierter pET28a(rRst) Vektor und der pET22b/pET23a
Vektor. Letzterer ist ein Mischkonstrukt aus deaghiden pET22b und pET23a, wobei die
multiple Klonierungsstelle von pET22b in den pET28zktor transferiert wurde. Im Vek-
tor pET28a(moBst) wurde eineNcd-Schnittstelle gegen einPst-Schnittstelle ausge-
tauscht. pET22b/pET23a ermdéglichte das Einfligease®-terminalen 6xHis-tag, wohinge-
gen pET28a sowie pET28a(nfesl) das Einfligen eines N- oder C-terminalen 6xHgsta
erlaubte. Bei der Herstellung der C-terminalen &xtdig-Konstrukts war auf den korrekten
Leserahmen des 5'-Startcodons und der am 3'-Erdlerenden 6xHis-tag Sequenz zu ach-
ten. Dartber hinaus durfte das Stoppcodon der &igeanden cDNA nicht in den Vektor
kloniert werden. Bei einem N-terminalen 6xHis-tagristrukt dagegen konnte das Stoppco-
don des zu klonierenden Fragments in der Sequelazde®m werden, jedoch musste ein
Vektor-kodiertes Startcodon fur die Initiation detpression verwendet werden, wobei auch

hier auf den korrekten Leserahmen zu achten war.
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Die eigentliche Expression erfolgte B. colrBL21(DE3) (Stratagene) Zellen. Diese
Zellen besitzen eine chromosomale Kopie der T7 RdMmerase unter Kontrolle des
lacUVS Die Transkription der rekombinanten cDNA auf &l Expressions-Plasmiden
wird durch die Induktion der Expression der T7 RRAlymerase durch IPTG im Wirts-
stamm eingeleitet. Dabei besitzt der pET28a-Vekioen kombinierten T7/lac-Promoter,
wodurch die Expression der rekombinanten cDNA udtgpelter Kontrolle steht. Dadurch
wird die Expressionshdhe im nicht induzierten Zndtaer Zellen reduziert. Generell ist
eine gewisse basale Expression zu beobachten]lgor bei Vektoren die nur einen einfa-
chen T7-Promotor besitzen, wie etwa pET22b/pET22dgrund der schlechten Transfor-
mationsraten voik. colrBL21-Zellen wurde eine Zwischen-Klonierung i col-TOP10-
Zellen durchgefuhrt, die jedoch auch der Verviéljging der Plasmid-DNA diente. Gene-
rell ist die Plasmid-Stabilitat ifc. colF-TOP10-Zellen héher als in BL21-Zellen. Dariber
hinaus besitzert. colr TOP10-Zellen keine T7 RNA-Polymerase, wodurch askeiner
Expression der eventuell fur die Wirtszellen tokise rekombinanten Gene kommt. Konn-
ten positive Klone irkE. colrTOP10-Zellen etabliert werden, erfolgte die Transfation
der aus ihnen isolierte Plasmide Bncoli-BL21-Zellen und die heterologe Expression in
LB-Flussigkulturen durch Induktion mit IPTG.

Zur weiteren Vorgehensweise:

Der gesamte ORF der jeweiligen cDNA wurde mit detsgrechenden Primern (jeweils
0.4 puM) und den DNA-PolymeraseRfu (Promega), PlatinunPfx (Invitrogen) oder
AccuTag™LA (Sigma) amplifiziert. Alle drei Polymesan besitzen eine Korrekturlese-
funktion durch eine 3’-5’ Exonukleaseaktivitat (€ngproof-reading). Die Fehlerraten die-
ser Polymerasen sind geringer als bei Enzymen dieser Korrekturlesefunktion, wie etwa
der Taqg DNA-Polymerase. Die fehlerfreie PCR-Amplifikatiovar besonders fur die nach-
folgende heterologe Expression GrundvoraussetZbolymerase-Puffer, ANTPs und Salze
(MgCl,, MgSQ) wurden jeweils nach Angaben der Hersteller vede¢nStandardmalig
kam das ,Hot-start” Temperaturprogramm zum EinsBlgben einer konstanten Primer-
Annealing-Temperatur wurde auch das ,touch-downfperaturprogramm verwendet (s.
Kap. 2.2.7). Als Vorlage wurde 1,0 pul der mit derig@-dT-Primer umgeschriebenen
cDNA (s. Kap. 2.2.6) verwendet. Die PCR-Produkteden anschlieend miNdd-Xha-
bzw. Pst-Xhd verdaut und in den mildd-Xhd- oderPst-Xhd linearisierten Vektor mit
Hilfe der T4 DNA-Ligase (Invitrogen) ligiert. Nactler Transformation der Konstrukte in
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E. coliTOP10-Zellen wurden die positiven Klone durch Rkgsbnsanalysen der Plasmid-
DNA ermittelt. Fur die Uberexpression wurde vongedProbe ein positives Konstrukt
gewahlt und in die eigentlichen ExpressionszelercolBL21(DE3) transformiert. Von
den positiverk. colFTOP10-Klonen sowie de. col-BL21(DE3)-Expressionsklonen wur-
den Dauerkulturen (s. Kap. 2.2.2.4) angelegt. Kimeekte Ligation und die Anknupfung
des 6xHis-tags wurde durch Sequenzierung des Kdistilberwacht. Dazu erfolgte, wie
bereits erwahnt (2.2.10), die Isolierung der PlasBINA mit Hilfe des Wizarl Plus SV
Minipreps DNA Purification System aus ddn colFTOP10-Klonen. Diese Sequenzen,
resultierend aus einer PCR-Amplifikation mit praekding DNA-Polymerasen, wurden in

spateren phylogenetischen Analysen verwendet.

Bei manchen Klonierungen stellte die Ligation imd@earisierten Vektor den schwie-
rigsten Schritt dar. Oft erwiesen sich nach dern$farmation die auf den LB-Platten
gewachsenet. coli TOP10-Klone als negativ — die Plasmid-DNA enthkgline Insertion.
Das konnte moglicherweise aus einer Selbstligatlea Vektors resultieren. Um diesen
Schritt zu unterbinden, wurde in manchen Fallen dektor nach der Linearisierung
dephosphoryliert. Dieser Strategie liegt das Ppirigrunde, dass die DNA-Ligase zwei
DNA-Strange Uber eine Phosphor-Esterbindung verknimd dazu eine 5' Phosphat- und
3'-OH-Gruppe bendtigt. Wird der Phosphatrest arartele des linearisierten Vektors ent-
fernt, steht fur die Ligation nur die 5'-Phosphatygpe der Fremd-DNA zur Verfiigung und
die Selbstligation des Vektors wird verhindert. Flie Dephosphorylierung des Vektors
wurde die Calf Intestine Alkaline Phosphatase (QIABn Fermentas verwendet. Dieser
nach Angaben des Herstellers dephosphoryliertedvékinnte nach Hitzeinaktivierung des

Enzyms direkt fur die Ligation eingesetzt werden.

2.2.13. Heterologe Expression der rekombinanten Preine inE. coli

Nach der Transformation der Expressionskonstruktéie E. coli BL21(DE3)-Zellen
wurden die transformierten Zellen in flissigem LBedilum mit dem entsprechenden Anti-
biotikum als Selektionsmarker (Ampicillin bei pET&3Kanamycin bei pET28a) bei 37°C
und schitteln (230 Upm) kultiviert, bis eine optisn Dichte (Ol von 0,4 bis 1,0
erreicht war. An diesem Punkt wurde die Expressies gewiinschten Proteins mit 0.5 M
Isopropyl3-D-thiogalactopyranosid IPTG (Endkonzentration 1 rbil pET28a mit T7/lac
Promotor, 0,4 mM bei pET23a mit T7 Promotor) indukziund die Bakterienkulturen fur
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weitere 4 bis 6 Stunden bei den oben angegebendmddmgen kultiviert. Anschliel3end
wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet umsl zur weiteren Aufarbeitung bei
-80°C gelagert. (s. Kap. 2.3.1).

2.2.14. Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung genomischer DNA wurden verschiediite gewahlt: das DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) im Fall vonl. neeiund|. hederifolig fur die VersuchspflanzB. laevi-
gata das DNAzad? reagent von Invitrogen und im Fall vonalba, I. purpureaund
C. arvensisdas NucleoSpitPlant Il Kit von Macherey-Nagel. Zur AufschlieBudgr Zel-
len wurde das Pflanzenmaterial unter flissigenkStiéf mit Morser und Pistill zu einem
feinen Pulver zermahlen. Anschliel3end erfolgtelsiidierung der genomischen DNA nach
den Angaben der jeweiligen Hersteller. Quantifizieurde die genomische DNA UV-pho-
tometrisch wie bereits unter Punkt 2.2.4 beschriebe

2.2.15. Amplifikation genomischer DNA

Zur Ermittlung der genomischen Organisation der bigersuchterhssund dhs Gene
wurde eine PCR mit genomischer DNA der VersuchsgBaals Vorlage durchgefuhrt. Als
Primer kamen die fir die Expression entworfenemspgezifischen Primer zum Einsatz (s.
Kap. 2.2.12). Fur die PCR wurde 200 ng genomiscNA [ einer 25 pl Reaktion mit der
AccuTag™ LA DNA-Polymerase (Sigma) amplifiziert.d3e DNA-Polymerase eignet sich
besonders fur PCR mit genomischer DNA und der Afikplion langer Produkte.

Die PCR-Parameter waren wie folgt:

Standard PCR touch-down PCR
Initiale Denaturierung 98°C 30s 98°C 30s
Denaturierung 94°C 10s 945°C 10s
Annealing?® x°C 30s XO(-:0,5°C/ZyIjSSS
Elongation 68°C 20 min 35 - 40 68°C 20 min
20 Zyklen
Elongation 68°C 20 min Zyklen 94°C 10's
x°C 30s
68°C 20 min 15 - 20
68°C 20 min Zyklen

 Die Primer Annealing Temperatur (x°C) wurde jem&cimer angepasst.
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Die PCR-Produkte wurden in den p&RL-TOPO® Vector oder in den pGEM®TEasy
Vector kloniert und in chemisch kompeterecol-TOP10-Zellen transformiert (s. Kap.
2.2.9). Nach der Selektion der Klone auf LB-Plattait entsprechendem Antibiotikum
wurde fur Restriktionskontrollen vorerst die PlagfBINA mit Hilfe der ,rapid boiling*
Methode isoliert (2.2.10). Daran anschlieRend widtdelie Sequenzierung aus ausgewahl-
ten Klonen nochmals die Plasmid-DNA mit Hilfe desz#¢d® Plus SV Minipreps DNA
Purification System isoliert (2.2.10).

2.2.16. Inverse PCR

Die inverse PCR ist eine Methode, mit der man uabete Sequenzabschnitte, die im
Genom ober- oder unterhalb einer bekannten Sediesgyen, amplifizieren kann. In Abb.
2.2 ist dasPrinzip der inversen PCR schematisch dargestalltRahmen dieser Arbeit
wurde die Methode zur Amplifizierung desEereichs desissGens aud. neeiverwendet.
Dazu wurde genomische DNA mit dem Restriktionsen®pnl verdaut.Kpnl besitzt eine
Schnittstelle innerhalb des bereits bekannten Semiischnittes ddsssGens, 313 bp vom
5' Ende. In diesem Restriktionsverdau wurde 1 pgARvhgesetzt und fir 2 Stunden bei
37°C mit dem Enzym in entsprechenden Puffer in mir@esamtreaktionsvolumen von
20 pl inkubiert. Nach der Hitzeinaktivierung deszigmes wurden die dabei entstandenen
Fragmente intramolekular mit Hilfe der T4 DNA-Liga$igiert. Eine niedrige DNA Kon-
zentration im Reaktionsansatz sorgte dafir, dassm@igmente vorzugsweise mit sich selbst
ligierten. Dazu wurde der Restriktionsansatz awf gbverdiinnt. Dementsprechend wurden
50 ul 5x T4 DNA Ligase-Puffer und 6 units an Ligasegesetzt. Dieser Schritt erzeugte
ringformige  DNA-Molekile. Diese wurden durch Eth&Réllung mit 125 ul 7,5 M
NH,OAc und 750 pl 100 % EtOH fiur 20 Minuten bei —20g€féllt. Die gefallte DNA
wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und nachreiféaschschritt mit 500 ul 70 % EtOH
in 25 ul Tris-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8) gelostachfolgend wurden diese ringformi-
gen DNA-Molekile als Vorlage in einer PCR verwendie Primer fur diese PCR wurden
so gelegt, dass sie oberhalb #g@nl Schnittstelle am 5'-Ende der bekannten Sequemz bi
den. Diese Primer waren jedoch voneinander wegtieit (s. dazu Abb. 2.2). Durch PCR
mit dem Standard ,Hot-start“-TemperaturprogramnK@p. 2.2.7.) und der AccuTaq™ LA
DNA-Polymerase wurde ein Produkt amplifiziert, d@ssnnere Region die unbekannten
Sequenzen enthielt. Dieses PCR-Produkt wurde inp@fP-XL-TOPO® Vector kloniert



Inverse PCR 32

(s. Kap. 2.2.9), die Plasmid-DNA isoliert und durebstriktionsanalysen (s. Kap. 2.2.10).

untersucht.

Kpnl Kpnl

A |

Genomische DNA

B Restriktion O

5' 3

3 5

C Intramolekulare Ligation O

= Unbekannte Sequenz
35 = hekannte Sequenz
Primerpaar
D PCR Amplifikation O

E

Abb. 2.2.Das Prinzip der inversen PCR. In diesem Schema e Amplifizierung einer unbekannten geno-
mischen Sequenz inm-Bereich eines bekannten DNA-Abschnittes durch ised?CR dargestellt, wie sie im
Rahmen dieser Arbeit angewendet wurle Ausgehend von einer bekannten Sequenz werdegrgdeiRe-
striktionsenzyme ausgewahlt. Die Schnittstellerteolnahe des'#Endes der bekannten Sequenz liegen.
Die genomische DNA wird einem Restriktionsverdateunorfen.C. Anschlielend werden die Restriktions-
fragmente intramolekular ligierD. Die ringférmigen DNA-Molekile kdnnen aléorlagein einer PCR einge-
setzt werden. Die genspezifischen Primer sind jedan einander weg orientieft. Das PCR-Produkt ent-
héalt die unbekannte Sequenz flankiert von den tsebekannten Sequenzabschnitten.

2.2.17. DOP-PCR mit genomischer DNA aus PA-freien @wolvulaceae Arten

Analog zu Kap. 2.2.8 wurden in einem weiteren Ansair Identifizierung maoglicher
hss unddhsGene in Convolvulaceen-Arten, die keine PAs praehen, DOP-PCR ange-
wandt. Allerdings wurden hier anstelle der cDNAngmische DNA als Vorlage verwen-
det. In Standard-PCRs mit einem Reaktionsvolumem 26 ul wurden unterschiedliche
Kombinationen degenerierten Primer verwendet. AABAEPolymerase wurde die besonders
fur die Amplifikation langer DNA-Fragmente geeigaghccuTag™ LA DNA-Polymerase
(Sigma) verwendet. Als Vorlage kamen jeweils 20@yagomischer DNA zum Einsatz. Die

verwendeten Temperatur-Programme entsprechen den Kiap. 2.2.15 angegebenen Pro-
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grammen. Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgtepCR-XL-TOPO® Vector, wie
unter Kap. 2.2.9 beschrieben. Die Analyse der pesitklone mit Hilfe von Restriktions-
kontrollen der Plasmid-DNA und die Sequenzierunggawdahlter Klone erfolgte analog zu
Kap. 2.2.10.

2.2.18. Semiquantitative reverse Transkription — Pgimerasekettenreaktion (RT-
PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Expression der HSf8l IDHS in verschiedenen Pflan-
zenorganen auf transkriptioneller Ebene untersubhtzu wurde in einem ersten Schritt
Gesamt-RNA aus den gewiinschten Geweben, wie uajer X2.3 beschrieben, isoliert und
quantifiziert (s. Kap. 2.2.4). Es folgte ein Verdait DNase | (Invitrogen), um eine Konta-
mination mit genomischer DNA zu vermeiden. Ansdbdied erfolgte die cDNA Synthese
mit dem Oligo(dT); Primer (s. Kap. 2.2.6). Als reverse Transkriptakamen die Rever-
tAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase oder &eperscript™ Il Reverse Trans-
criptase zum Einsatz. Bei den unterschiedlichearRénarten erwiesen sich unterschiedli-
che Reverse Transkriptasen als optimal. Im Ansshéusdie cDNA-Synthese erfolgte ein
Verdau der mRNA durch RNase H (Invitrogen), da elid®e nachfolgende PCR nachteilig
beeinflussen kann. Die so behandelte cDNA dierg&/atlagein den nachfolgende PCR-
Reaktionen, um die Transkripte mit Hilfe entsprexter gen-spezifischer Primer in den
unterschiedlichen Pflanzenorganen nachzuweisenStdsdard-Temperaturprogramm kam
das unter Kap. 2.2.7 genannte Hot-start PCR-Pragraamm Einsatz. Dabei wurde eine
konstante Annealing-Temperatur von 55°C gewahi. Anplifikation erfolgte mit deffaq
DNA-Polymerase in einem Reaktionsvolumen von 25Rufferbestandteile, Mg&lund
dNTPs wurden nach Angaben des Herstellers einge#dtz\/orlage wurde routinemalflig
1,0 pl cDNA verwendet, in detaillierten Experimentgurden cDNA allerdings mit Hilfe
des NanoDrop ND-1000 Spektrometer quantifiziert (s. Kap. 2.2u)d eine definierte
Menge von 50 ng cDNA als Vorlage verwendet. Primvarden in einer Endkonzentration
von 0,8 uM eingesetzt. Die PCR-Produkte wurdeninera 1,5% igen Agarose-Gel aufge-
trennt und analysiert (s. Kap. 2.2.5).
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2.2.19. DNA-Sequenzierung

Von ausgewahlten Klonen wurde 1 pug der mittels d&imard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega) gereinigten PlasBNA bei MWG Biotech AG,
Sequencing Service (D-82152 Martinsried, Germamguenziert. Standardmafilig wurden
fur die Sequenzierung Primer verwendet, die an &&pn, welche die multiple Klonie-
rungsstelle der jeweiligen Vektoren flankieren, dan. Dies bedeutet, fir pET-Vektoren
wurden die T7-Promotor- und T7-Terminator-Primerwendet, fir den pGEM-T Easy
Vector und pCR-XL-TOPO® Vector die M13-forward und M13-reverserfer. Bei lan-
gen zu sequenzierenden DNA-Fragmenten (>1,2 kbateoaufgrund der begrenzten Lese-
weise der Sequenzierreaktion (700-800 bp) die Seguieht vollstandig aufgeklart werden.
In diesem Falle wurden sequenzspezifische intermael fur die Sequenzierreaktion ver-
wendet. Diese Primer wurden direkt bei MWG syn#iett und bei der Sequenzierung ein-
gesetzt. Die Primer wiesen, bei einer Berechnung +2°C fur die Basen Adenosin und

Thymidin und +4°C fur Guanosin und Cytosin, ein@i8elztemperatur von 52-56 C auf.

2.2.20. Oligonukleotide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Oligonuktvurden bei MWG Biotech AG,
Sequencing Service (D-82152 Martinsried, Germamyyéstellt. Gelagert wurden Stamm-
I6sungen der Oligonukleotide in einer Konzentrati@® pmol/pl (100 puM) in Tris-Puffer
(10 mM Tris-HCI, pH 8) bei —20°C. Fir die PCR urdNA-Synthese wurden 1:10-Ver-
dinnungen verwendet (10 uM), welche bei 4°C getagarden. Die Sequenzen der ver-
wendeten Primer sind in der Tabelle 1 im Anhangelistet. Hervorzuheben ist die Ver-
wendung von Inosin bei manchen degenerierten Pnintieosin ermdglicht eine Basenpaa-
rung zu allen vier Nukleotiden Adenin, Cytosin, Guaund Thymin. Dadurch kann eine
stark variierende Position mit Inosin besetzt warde@ie Degeneriertheit des Primers wird

dadurch gering gehalten.

2.2.21. DNA-Sequenzanalysen und phylogenetische Ays¢n

Sequenzchromatogramme wurden mit dem Programm Gisrdh8 (Copyright 1998-
2004 Technelysium Pty Ltd) bearbeitet. Als Softwame generellen Analyse der Sequenz-
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daten kam das Wisconsin Package eh&ics @mputer Goup (GCGVersion 11.1, Accel-

rys Inc., San Diego, CA) zum Einsatz.

Alignments der HSS- und DHS-kodierenden cDNA Segaerwurden auf der Basis
ihrer Nukleinsauren und der abgeleiteten Aminoséunach dem Clustal X (Thompson et
al. 1997) Algorithmus und mit Hilfe des Programmiedg®lit 7.0.5.3 (Hall 1999) erstellt. Bei
der Einfigung von Liicken wurden die Alignments tdhich der Korrektheit des Leserah-
mens korrigiert. Die Alignments bildeten einerseits Grundlage fir den Entwurf degene-

rierter Primer, andererseits stellten sie die B&siphylogenetische Untersuchungen dar.

Die phylogenetischen Analysen wurden mit PAUP* (Bfgnetic Analysis Using Par-
simony) Version 4.0b10 (Swofford 1999) durchgefiihiaximum Parsimony” (MP)
Baume sowie ,Maximum Likelihood" (ML) Baume wurdenit Hilfe einer heuristischen
Suche berechnet. Dabei wurde die Option ,Tree Bmedreconnection” (TBR) mit 1000
Wiederholungen und zufallig hinzugefugten Taxa &adg-random) verwendet. Alle ,cha-
racters” wurden als ,nicht gewichtet bewertet. kén (engl. ,gaps”) wurden als nicht vor-
handene Charakter (missing data) gewertet. Um plienalen Parametereinstellungen und
das Substitutionsmodell fur die ML-Berechnung auws#len, wurde das Programm Model-
test (Posada und Crandall 1998) verwendet, welameder Software PaupUp, Version
1.0.3.1. (Calendini und J.-F 2005), implementistr{iKnoop und Muller 2006).

Um die ,robustness” der Baume abzuschatzen, wubdetstrap-Werte fiir 10.000 Wie-
derholungen durch eine weitere heuristische Sudhelen Option TBR berechnet, wobei
hier die Taxa mit dem so genannten ,simple” Aldanus addiert wurden. Gemeint ist hier-
bei der ,Stepwise-addition-Algorithmus®, der die iRenfolge steuert, in der die Taxa
addiert werden. Durch die langen Rechenzeiten heAMalysen wurden als Alternative zu
den bootstrap-Werten die Methode des ,Quartett Imgz(Strimmer und von Haeseler
1996) angewandt, um die robustness der Zweige rnittein. Dazu wurde das Programm
Tree-Puzzle 5.2. (Schmidt et al. 2002) verwendaiogd und Miller 2006).

Die Analysen hinsichtlich einer mdglichen positivBelektion wurden mit der PAML
(Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood) Soéwe, Version 4.1 (Yang 2007)
durchgefuhrt. Angewendet wurde die CODEML Funktoter Software. Der Berechnung
zugrunde liegt ein Vergleich der synonymen (stjllend nicht-synonymen Substitutionsra-

ten in proteinkodierenden Sequenzen. Synonyme Bulmsten sind fur die natirlich Selek-
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tion sozusagen nicht sichtbar. Hingegen befindeh sicht-synonyme Substitutionen, die
mit einem Aminosaurenaustausch einhergehen, utdagdes Selektionsdruck. Durch Ver-
gleiche der Haufigkeit beider Substitutions-Typemik der Effekt der nattrlichen Selektion

auf die molekulare Sequenzevolution ermittelt warde

Berechnet wird die ,nonsynonymous/synonymous ratierw» mit:

o= d/ds.

Dabei gilt: Qo Anzahl der nicht-synonymen Substitutionen picht-synonymer
Position (engl. ,site)

ds ....... Anzahl der synonymen Substitutionen pro synger Position

Der di/ds-Wert bzw.o-Wert gilt demnach als Indikator fur den Selektmgk auf eine
proteinkodierende Sequenz. EsrWert gleich 1 spricht fir neutrale Mutationem< 1 fir
stabilisierende Selektion (engl. ,purifying seleati) bzw. starkem Selektionsdruck. Posi-
tive Selektion wird durcko >1 detektiert (Yang et al. 2000; Yang und Niel2602).

Die Berechnung dew-Werte erfolgte im Rahmen dieser Arbeit durch dagesannte
.pbranch-site Modell A“ (Yang und Nielsen 2002; Zigaet al. 2005). Es ermoglicht den
Nachweis positiver Selektion auf einzelne Positoimerhalb einer Verwandtschaftslinie
bzw. eines Zeitabschnittes. Frihere Modelle errobitggh es nur, entweder Verwandt-
schaftslinien oder eine bestimmte Auswahl an Ro®th bezlglich positiver Selektion zu
Uberprifen. Diese Modelle, das ,branch model” (Ya888) und das ,site model” (Yang et
al. 2000), waren wenig aussagekraftig, da postigkektion oft nur auf wenige Aminosau-
ren und oft auch nur innerhalb eines bestimmtetadschnittes wirkt. Durch das ,branch-
site Modell A* werden beide Kriterien bertcksictitifpadurch ist dieses Modell aussage-
kraftiger und sensitiver in der Detektion von pesit Selektion als die friheren Modelle
(Zhang et al. 2005).

Voraussetzung fur die Anwendung des ,branch-sitelélle A“ war ein Alignment und
ein phylogenetischer Stammbaum. Das angewendegmrAént enthielt die HSS- und
DHS-kodierenden cDNA-Sequenzen aus den Convolvaécgls Baum kam ein mit Hilfe
von PAUP erstellter ,Maximum Parsimony“-Baum zurwendung. Liicken im Alignment

wurden in den Berechnungen als ,missing data“ gewend nicht interpretiert. An diesem
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Stammbaum musstea priori Zweige definiert werden, fur die eine mdgliche ipes
Selektion untersucht werden sollte. An diesen Zeriglen sogenannten ,foreground bran-
ches*, ist positive Selektion erlauli,#1). Alle anderen Zweige des Baums, die sogenann-
ten ,background branches®, konnen nach dem ModeluAunter stabilisierender oder neu-
traler Selektion stehef@<wo<1l undw;=1). Insgesamt werden bei diesem Modell vier Klas-
sen an ,sites”, also Positionen, unterschieden. K&sse 0 beinhaltet Gber den ganzen
Baum konservierte Codons mit einem geschataiemon 0O<me<1. Die Klasse 1 beinhaltet
Codons, die Uber den gesamten Baum neutral eveltvigrit®;,=1. Die beiden Klassen 2a
und 2b stellen jene Codons dar, die in den ,backgidoranches” konserviert sink(p,<1)
oder neutral evolvierenw(=1), in den ,foreground branches" aber positiveegbn zeigen
(m2>1). Das Modell berechnet den Anteil der konsetgierPositionen pund derenwo
Wert. Ebenso wird der Anteil der neutralen Posgiop mit fixierten w;=1 undw, der Posi-
tionen unter positiver Selektion abgeschatzt (Zheingl. 2005). In Tab. 2.2 sind die Para-

meter des ,branch-site Modell A* zusammengefasst.

Tab. 2.2Branch-site Modell A nach Zhang et al. (2005).

Site class Anteil p Background branch Foreground breim
0 Po 0<mo< 1 0<mo< 1

1 Py =1 =1

2a (1—p-p1) po/ (Po + ) 0 <wo< 1 02> 1

2b (1—p-p) po/ (Po+po) ®=1 o> 1

Im Modell A enthalten ist eine_®yes_Enpirical Bayes" (BEB) Analyse (Yang et al.
2005) zur Kalkulation der ,posterior probabilitieder einzelnen Positionen, die unter posi-
tiver Selektion stehen. Fir einen tatsachlicherwidia auf positive Selektion sollte die pos-

terior probability/site> 95% sein (Zhang et al. 2005).

Zur Uberpriifung, ob das ,Branch-Site Modell A* dénatensatz aussagekraftig erklart,
wurde es mit einem weniger komplexen Modell (Nytlbthese) verglichen. Dazu wurde

der ,log-likelihood ratio Test" (LRT) verwendet.

Dabei gilt: LRT ......... 2xInL  bzw. 2 x (Ink—InLy)
InLo ... Likelihood Wert der Nullhypothese

InL; ......... Likelihood Wert des alternativen Modells
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Als Nullhypothese diente ein Modell, bei dem diepsynonymous/synonymous rate
ratio® w, mit w,=1 als fixiert angenommen wurde, bezeichnet ald TeDieses Modell
erlaubt Positionen, die in den ,background branthater starker stabilisierender Selektion
stehen, in den ,foreground branches* allerdinge @eautrale Evolution zeigen. Das Modell
berticksichtigt somit eine Reduzierung des selektii@ruckes in den ,foreground
branches*, erlaubt jedoch keine positive Selekitroden ,foreground branches”. Der Ver-
gleich beider Modelle erméglicht somit eine direkiberpriifung, ob tatsachlich positive
Selektion oder Reduzierung des selektiven Druckekommt (Zhang et al. 2005). Zusatz-
lich wurde das ,site model M1a“ (Yang et al. 20@Bang et al. 2005) als Nullmodell ver-
wendet, bezeichnet als Test 2. Dieses Modell nimmizwei Klassen an Nukleotiden bzw.
Positionen an, mit<we<l undwo=1 in allen Zweigen. Bei einer signifikanten Untétzung
fur das branch-site Modell A kann diese entwedechleinen reduzierten selektiven Druck

oder durch positive Selektion in den foregrounchbhees entstehen.

Die Signifikanz des LRT-Tests wurde mit Hilfe deritischen Werte (P-Werte)
bestimmt, wobei eing?-Verteilung verwendet wurde. Bei Test 1, in denhsi@as zu tes-
tende Modell durch einen zusatzlichen Parameigr (L) vom Nullmodell (o, mit 1 fixiert)
unterscheidet, wurde einé&Verteilung mit einem Freiheitsgrad (degree of d@m®, df) ver-
wendet. Hingegen bei Test 2 kam gfeVerteilung mit zwei Freiheitsgraden zum Einsatz,
da das alternative Modelle im Vergleich zum Nullrabb@wei zusatzliche Parameter enthéalt
(p2 undwy). Berechnet wurden die P-Werte wurden mit Hilfe BAML Software (Funktion
CHI2). Generell qilt: ist der berechnete Wert désTLTests grof3er als der kritische Wert,
dann wird das Nullmodell abgelehnt. Als statistisognifikant gelten Ergebnisse aus den

LRT-Tests mit P-Werten von 0,05, entsprechend einem Signifikanzniveau von 5 %
2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Reinigung rekombinanter Proteine tUber Affinititschromatographie

Die heterolog irE. coli exprimierten Proteine wurden mit Hilfe der Affiaischromato-
graphie gereinigt. Es kamen dabei native Bedingarggem Einsatz. Dadurch konnten die

gereinigten Proteine in nachfolgenden biochemisd&ssays charakterisiert werden.
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Das Prinzip der Reinigung der so genannten 6xHjgdd Proteine (s. Kap. 2.2.12)
basiert auf der selektiven Bindung der sechs karisedn Histidin-Bausteine an immobili-
sierte, zweiwertige Metall-lonen der Affinitdtsmaén (Immobilisierte Metall(ionen)-Che-
lat-Affinitatschromatographie, IMAC). Im Rahmen sk Arbeit hat sich die Nickel-Nitrilo-
triacetic Acid (Ni-NTA) Metall-Affinitatschromatogphy-Matrix von Qiagen als besonders
geeignet erwiesen. Die Vorgehensweise zur Reinigeniigigte hauptséchlich nach den
Angaben des Herstellers, zusammengefasst im Hahdtes QlAexpres$ Systems ,The

QIAexpressionist

StandardmaRig wurden die rekombinanten ProteinRahrmen dieser Arbeit durch eine
sogenannte ,batch* Methode unter Verwendung deNNA-Matrix gereinigt. Hierzu
wurde das 6xHis-tagged-Protein in Losung an dieNWWA-Matrix gebunden und der Pro-
tein-Matrix Komplex fur die nachfolgenden Wasch-duRlutionsschritte in eine Saule

gepackt.

Zur Vorgehensweise:

Die induzierten und durch Zentrifugation vom MediumbgetrenntenE. coli
BL21(DES3)-Zellen wurden in Lysispuffer durch Ultcdmall auf Eiswasser aufgeschlossen.
Verwendet wurde ein Branson Sonifier 1l W-250, @iandard-Mikrotip, 3 mm Durchmes-
ser. Alternativ erfolgte zusatzlich ein Vorverdaer @ellen mit Lysozym (1 mg/ml) unter
Schitteln bei 26°C fur 15 Minuten. Nach einem Zé&ngationsschritt zur Entfernung der
Zelltrimmer wurde der Uberstand mit der Ni-NTA-Matfir 60 Minuten bei 4°C auf
einem Rotationsschittler inkubiert. Dadurch wurageRIndung des rekombinanten Proteins
Uber den 6xHis-tag an die Matrix ermdglicht. Niajgbundene Proteine und andere
Bestandteile wurden entfernt, indem zuerst der §thad plus Matrix mit dem gebundenen
His-Tag-Protein in eine kleine Saule transferiend uder Durchlauf verworfen wurde.
Anschlie3end wurde die Saule mit mindestens demfagieen Volumen des S&ulenbettes
mit Waschpuffer gewaschen. Durch Einsatz von ngeien Konzentrationen von Imidazol
im Waschpuffer konnten unspezifische Proteinbinégumngeduziert werden.Die Elution
erfolgte durch Erh6hung der Imidazolkonzentrationklutionspuffer. Imidazol besitzt die
gleiche Ringstruktur wie Histidin und verdrangt lggnigend hoher Konzentration das

rekombinante Protein.
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Die verwendeten Puffer setzten sich wie folgt zusem

Komponente Lysispuffer Waschpuffer Elutionspuffer
P pH 7,5-8,0 pH 7,5-8,0 pH 7,5-8,0
NaHPO, 50 mM 50 mM 50 mM
NacCl 300 mM 15M 300 mM
B-Mercaptoethanol 5mM 5mM 5mM
Imidazol 20 mM 50 mM 250 mM

Die Reinigung wurde durch SDS-Gelelektrophores&é&p. 2.3.2) Uberwacht. Die Elu-
tionsfraktionen mit reinem Protein wurden vereinigit Hilfe der Konzentratoren von Mil-
lipore (Amicor? Ultra-4, 30.000 MWCO) konzentriert und gegebenksfangepuffert. Die
Quantifizierung des gereinigten Proteins erfolgecn der Bradford-Methode (s. Kap.
2.3.4).

2.3.2. Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektroplrese (SDS-Page)

Die SDS-Gelelektrophorese ermoglicht die Auftrermpuon Proteinen bzw. Proteinun-
tereinheiten nach ihrer molekularen Gréf3e. Sie karRahmen dieser Arbeit zum einen zur
Uberwachung der Expression und Reinigung der rekeemben Proteine, zum anderen als
Teil des Western-Blots zur Analyse von Proteindttga aus den verschiedenen pflanzli-
chen Geweben zum Einsatz. Verwendet wurde ein \ammimli (1970) erstmals beschrie-
benes diskontinuierliches System mit Tris-Glycirff€un, nach modifizierten Vorschriften
von Maurer (1971), Gordon (1975) und Sambrook .et1#189). StandardmaRig wurde ein
12 % iges Acrylamid-Trenngel, Gberschichtet mite@n4 %-igem Sammelgel, zur Auftren-
nung der Proteine verwendet. Die genaue Zusamnzemgpter Gele ist in Tab. 2.3 aufge-

listet.

Als Elektrophorese-Apparatur wurde das Mini Protdarsystem von BioRad und als
Spannungsgeber das Multidrive XL Gerat von Pharmaerwendet. Die Proteinproben
wurden mit Laemmli-Puffer, Verhaltnis 1:2, nachegi®-minitigen Denaturierung bei 95°C
im Heizblock auf die Gele aufgetragen. Die Elektroq@se wurde in 1x SDS-Puffer bei
200V, 75 mA und einer maximalen Leistung von 15dWchgefuhrt. Bei den Gelen zur
Uberwachung der Expression und der Reinigung watdeGroRenmarker eine Standard-

proteinleiter von Fermentas, der ,Unstained ProMolecular Weight Marker*, zusatzlich



Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophor&&SPage) 41

zu den Proben aufgetragen. Zur Farbung der Proteimden die Gele nach der Auftren-

nung mit Coomasie-Blau (s. Kap. 2.3.3.1) inkubiert.

Tab. 2.3Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel beiDI8FFAGE

Komponente Trenngel 12 % Sammelgel 4 %
Wasser 3,35 ml 3,40 ml
Acrylamid-Lésung® 4,00 ml 830 ul

1,5 M Tris-Puffer pH 8,8 2,70 ml

1,0 M Tris-Puffer pH 6,8 - 630 pl

10 % (m/v) SDS-Lésung 100 pl 50 pl

10 % (m/v) APS-Lésung 75 pl 50 pl
TEMED 35 ul 15 pl

¥ Rotiphores® Gel 30 (Roth), bestehend aus 30 % (m/v) Acrylamidl 0,8 % Bisacrylamid im
Verhdltnis 37,5:1

Die verwendeten Puffer setzten sich wie folgt zusem

Laemmli-Puffer 10x SDS-Elektrodenpuffer

10 % (m/v) SDS-LAsung 3,3 mi Glycin (1,9 M) 144,09
Glycerin (wasserfrei) 2,0ml Tris-Base (0,25 M) 30,09
0,5 M Tris-Puffer pH 6,8 1,0 ml SDS (35 mM) 10,09
[B-Mercaptoethanol 0,5 ml Wasser ad 1000,0 ml
0,5% (m/v) Bromphenol- 0.5 mi

blau

Wasser ad 10,0 ml  Vor Gebrauch 1:10 verdunnt

2.3.3.  Proteinfarbungen
2.3.3.1. Coomassie Farbung

Die Proteine in den SDS-Gelen wurden nach der relphkbretischen Auftrennung mit
dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau R-250 (S¢rgafarbt. Dieser Farbstoff lagert sich
reversibel an die aromatischen Seitenketten denAséiuren. Zur Farbung wurden die Gele
eine Stunde mit der Coomassie-Farbeldsung unteintéan Schitteln auf einem Taumel-
schattler (Heidolph Polymax, 1040) inkubiert. Darlpstoff farbte zunédchst das gesamte
Gel blau. Erst die Entfarbung der Gele in zwei &, in den Entfarberlésungen | und Il,
machte die selektive Anfarbung der Proteine alsdoBanden im Gel sichtbar. In Entfarber-

I6sung Il konnten die Gele mehrere Wochen gelagerden, wohingegen durch langere
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Inkubation in Entfarberlésung | die Proteine wie@atfarbt werden konnten. Die Doku-
mentation erfolgte analog zur Agarose-Gelelektropb® im Light Cabinet (Biozym) unter
Vis-Auflicht und mit Hilfe der Alpahimager Softwa(&ersion 4.1.0).

Zusammensetzung der verwendeten Losungen:

Komponenten Entfarber | Entfarber I
Methanol 500,0 mi 50,0 mi
Eisessig 100,0 mi 70,0 ml
Wasser ad 1000,0 m| ad 1000,0 mi
Komponenten Farbeldsung

1% (m/v) Coomassie Blau 25,0 ml

Methanol 100,0 ml

Eisessig 20,0 mi

Wasser ad 200,0 mi

2.3.3.2. Indian-Ink Farbung

Im Zuge des Immuno- bzw. Western-Blots (s. Kap.3).4vurden nach dem spezifi-
schen Nachweis mit Hilfe der Antikérper-Detektiole d€Gesamtheit der auf der Blotmem-
bran tGbertragenen Proteine mit Hilfe der unspezigs aber irreversiblen Indian-Ink Far-
bung angefarbt. Diese Methode der Farbung wurderiimglich von Hancock und Tsang
(1983) beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eilmhtienodifizierte Farbemethode,
beschrieben durch Ober (1997), angewendet. ImiBrberuht die Farbung auf der Anlage-
rung von kolloidalen Kohlepartikeln aus der eingetsn Tinte an die Proteine. Sie zeichnet
sich durch eine sehr hohe Sensitivitat im Vergleaahanderen Farbungen aus. So sind z.B.
Proteinbanden noch bis zu einer Menge von 10 ngweisbar. Im Vergleich dazu liegt die

Nachweisgrenze bei der Farbung mit Coomassie-B¢aad 300 ng pro Bande.

Die Farbung der Blotmembranen erfolgte durch Inkiobamit der Indian-Ink-Farbel6-
sung unter Schutteln am Taumelschttler bis eingesthende Intensitat der Farbung
erreicht wurde. Anschlie3end wurden die Membrané&nWasser gespult und getrocknet.
Diese getrockneten Blotmembranen sind Uber einegela Zeitraum stabil und kénnen in
diesem Zustand gelagert werden. Die computergéstiakumentation erfolgte analog zu
den SDS-Gelen im Light Cabinet (Biozym) unter Vigficht und mit Hilfe der Alpahima-
ger Software (Version 4.1.0).
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Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Fathején:

Indian-Ink-Farbeldsung

Ix TBS-T 100,0 mi
Eisessig 1,0 mi
Fount India Tinte (Pelikan) 0,1 ml

Vor Gebrauch ist diese Lésung zu filtrieren.

10x TBS (pH 8) 1x TBS-T

NacCl 80,0 ¢ 10x TBS 50,0 ml
Tris-Base 30,09 Tween-20 0,59
KCI 20g Wasser ad 500,0 mi
Wasser ad 1000,0 mi

2.3.4. Quantifizierung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen nach Rieinigung der rekombinanten
Proteine aber auch die Gehaltsbestimmung von BRetgakien aus Pflanzengeweben
erfolgte nach der von Bradford (1976) beschriebeévlethode. Sie beruht auf der Bindung
des Farbstoffes Coomassie brilliant blue G-250 ratefhe und einer damit einhergehenden
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nmegdProtein) zu 595 nm (mit Pro-
tein). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ishdain Mal3 fir die Proteinkonzentra-
tion der Losung. Zur Bestimmung wurden 20 ul desbeérmit 1 ml Bradford-Reagenz in
Einmalkivetten (PlastibrafRdROTH, 1 cm Schichtdicke) gemischt und die Absombei
595 nm am Ultrospec 2100pro, Amersham Bioscieneesegsen. Anschlie3end wurde die
Konzentration basierend auf einer Kalibriergeradé @nl-1,0 mg Rinderserumalbumin,

BSA (Roth) als Referenzprotein ermittelt.

Als Schnelltest zur groben Uberprifung der Elutialgionen bei der Reinigung von
Proteinen mit einem 6xHis-tag (s. Kap. 2.2.12) &re wurde ein Mikroansatz in Mikroti-
terplatten durchgefihrt. Dabei wurden 100 pl BradH@eagenz mit 5-10 pl Probe gemischt
und die Blaufarbung visuell im Vergleich zu eineedsdtivprobe mit Lysispuffer anstelle

einer Probe als positiv oder negativ beurteilt.
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Das Bradford Reagenz setzte sich wie folgt zusammen

100 mg Coomassie brilliant blue G-250 wurden imA®5% (v/v) absoluten Ethanol voll-
standig geldst. Nach Zugabe von 100 ml 85% (m/NgsPhorséure wurde die Losung mit
Wasser auf 1000 ml aufgefullt und anschlieRendiditt Die Lagerung erfolgte bei 4°C

unter Lichtausschluss.

Eine alternative Methode zur Ermittlung der Konzatbn eines reinen Proteins in
Losung ohne Probenverlust (nicht destruktive Megsstellte die Bestimmung der Absorp-
tion bei 280 nm dar. Hierbei werden die aromatiscAeninosauren der Proteine erfasst.
Allerdings sollte man fur eine genaue Quantifizrgyulen Extinktionskoeffizienten des Pro-
teins kennen oder man schatzt die Menge anhanBadestregel ,1 mg Protein/ml gibt etwa
OD2g 1%. Zum Vergleich, fur Antikérper und BSA gilt nladdarlow und Lane (1988):

Protein ODsgo (Img/ml)
I9G 1,35

IgM 1,20

BSA 0,7

2.3.5. Biochemische Charakterisierung der rekombinaten Proteine

Fur die biochemische Charakterisierung wurde diedgk@it der aktiven rekombinanten
Enzyme ermittelt, einen Aminobutyl-Rest von Speimiduf ein Molekil Putrescin (HSS-
Assay) bzw. auf das elF5A-Vorstufenprotein, emgecursor (DHS-Assay) in Gegenwart
von NAD' zu Ubertragen. Dazu wurde im HSS-Ass&y-Putrescin, hingegen im DHS-
Assay™C-Spermidin eingesetzt. Die Auswertung erfolgteriden Nachweis von gebilde-
tem und*“C-markierten Homospermidin durch Radio-TLC im HSSsay bzw. durch den

Nachweis vort*C-markierten elF5A mit Hilfe der Szintillationsmess) im DHS-Assay.

In einem ersten Schritt mussten die gereinigtenkamtentrierten rekombinanten Prote-
ine in einen geeigneten Puffer, der eine optimatgviiat der Enzyme gewabhrleistet (Ober

und Hartmann 1999a), Uberfiihrt werden.
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Dieser Puffer setzt sich wie folgt zusammen:

0,1 M Glycin NaOH — Puffer (DHS-Puffer)

Glycin 0,1 M 1,88¢
DTT 1 mM 38,6 mg
EDTA 0,1 mM 7,3 mg

Mit NaOH pH-Wert auf 9,0 einstellen

Das Umpuffern erfolgte zum einen mit Hilfe der unkap. 2.3.1 bereits erwahnten
Konzentratoren von Millipore und zum anderen mit-BIDSaulen von Amersham Bios-
ciences. Beide, Konzentratoren wie PD-10 Saulenpteomehrmals verwendet werden. Die
Handhabung und Regeneration zur mehrfachen Vermgneufolgte nach Angaben der
Hersteller. Nach dem Umpuffern wurde die Konzemratler Proteine nach der Methode
nach Bradford bestimmt (s. Kap. 2.3.4). Pro Reakmsatz wurden routinemafig 20 pug

Protein verwendet. Der Standard DHS-Assay wurdeiiem 110 pl Reaktionsansatz wie

folgt durchgefuhrt:
pro Ansatz anzentration
Im Ansatz

1C-Spermidin (0,125 mM) 8,3 ul 10,0 pM
2C-Spermidin (0,5 mM) 6,6 ul 30,0 uM
eifsv1® (2,8 mg/ml) 3,5 ul 16,2 uM
NAD* (25 mM) 8,8 ul 2,0 mM
DHS-Puffer pH 9,0 X i
Protein-Probe in DHS-Puffer X Ml

110 pl

@ elF5A-precursor auSenecio vernalis
® entspricht 0,06 puCi/Assay

Die Reaktionen wurden bei 30°C inkubiert und um liiegaren Anstieg der Produkte zu
Uberprufen, wurden nach jeweils 2, 4, 8 und 16 MintAliquots von 25 pl entnommen und
die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 10 rhB0Spermidin in Kaliumphosphat-
puffer (1 M, pH 6.) gestoppt. Durch Zugabe einetrddellulose-Membran (Millipore) ins
Reagiergefald wurden die Proben nach dem StoppeReddttion aufgesogen. Anschliel3end
erfolgte mittels Proteinfallung durch Zugabe vor® 28 10% Trichloressigsaure (TCA) mit
10 mM Spermidin und anschlieBendem Erhitzen debdétraauf 95°C fur 10 Minuten die

Bindung des elF5A-Vorstufenproteins an diese Néhotose-Membran. In nachfolgenden
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Waschschritten der Membran mit 0,2 M HCI (4 Wasbhsie a 5 Minuten) und 70%igen
Ethanol (2 Waschschritte a 5 Minuten) wurde ungeleues, radioaktives Spermidin ent-
fernt. Die so behandelten Membranstickchen wurdeschdie3end getrocknet und in Szin-
tillationsgefalle (VWR/Kartell, 4 ml) transferieBurch Zugabe von 500 ml 2-Ethoxyetha-
nol (Sigma) wurden die Membranstiickchen vollstanaliggelost. Die damit in Lésung
gebrachten Proteinkomplexe des elF5A konnten nactZzdgabe von 3 ml Szintillations-
cocktail Optiphase (Hisafe 3, Perkin Elmer) im S#lator vermessen werden. Die Messung
erfolgte am WinSpectral™ 1414 Liquid Scintillati@ounter (Perkin Elmer). Die gemes-
sene Radioaktivitat,aunts_gr mnute, cpm, bzw. elcays_pr nminute, dpm, stellt dabei ein
direktes Mal3 fir DHS-Aktivitdt der rekombinanteroine dar. Je héher die gemessene
Radioaktivitat ist, desto mehr Aminobutylreste wemdzom radioaktiven Spermidin auf das
elF5A-Vorstufenprotein tbertragen.

Das im DHS-Assay standardmaf(ig eingesetzte elF5itMi@nprotein stammte aus
S. vernalis Dieser von Ober und Hartmann (1999a) charakestesilnitiationsfaktor (Gen-
Bank Akzessionsnummer AJ238624) wurde analog zu R&ph12 mit einer C-terminalen
Polyhistidin-Markierung (6xHis-tag) kloniert, hetdng exprimiert und routinemafidig tber
immobilisierte Metall(ionen)-Chelat-Affinitdtschratographie (s. Kap. 2.3.1) gereinigt.
Wie bereits bei Reimann et al. (2004) beschriebeigen aufgrund der hoch konservierten
Struktur des elF5A-Vorstufenproteins die DHS-Enzyems verschiedenen Arten eine deut-
liche Aktivitdt mit dem elF5A au$. vernalis Demnach kann er zur Charakterisierung der
Aktivitat homologer Enzyme aus unterschiedlicherteArherangezogen werden. Fir den
Standard HSS-Assay wurde folgender Reaktionsasatal) gewahilt:

oro Ansatz anzentration
iIm Ansatz

1“C-Putrescin (0,125 mM) 4,0 pl 10,0 M
12C-Putrescin (5,0 mM) 3,8 ul 0,4 mM
12C-Spermidin (5,0 mM) 4,0 ul 0,4 mM
NAD* (25 mM) 4,0 pl 2mM
DHS-Puffer pH 9,5 X ul
Protein-Probe in DHS-Puffer X ul

50 pl

3 entspricht 0,06 uCi/Assay



Biochemische Charakterisierung der rekombinanteteire 47

Die Proben wurden bei 30°C inkubiert. Um wiederuen tinearen Anstieg der Produkte
zu Uberprifen, wurden in einer Zeitreihe von 28,416 und 32 Minuten Aliquots von 8 pl
entnommen und direkt auf eine DC-Platte (Merck,sklgel 60 k) aufgetragen. Die DC
wurde mit dem Laufmittel Methanol : Aceton : NMBH (25%) im Verhaltnis 30 : 40 : 20
entwickelt. Die Radioaktivitdt der DC-Platten wundam Rita Star ,Thin Layer Analyzer*
(raytest) gemessen. Rita (Betadioactivity htelligent Thin Layer _Analyzer) dient zur
Messung von Beta-Strahlung bei einer Sensivitat4tirvon 10 dpm/peak. Die Chromato-
gramme wurden mit der Gina Star TIYCSoftware, Version 2.18, ausgewertet. Die Integra-
tion der Peakflache vofiC-markierten Homospermidin (Rf=0,3) utf€-markierten Putre-
scin (Rf=0,59) lieferte ein Mal3 fir die HSS-Aktédtder rekombinanten Proteine. Dabei ist
mit HSS-Aktivitat die Fahigkeit, einen Aminobutyftevon Spermidin auf Putrescin zu
Ubertragen, definiert.

Die radioaktiven Chemikalien [1,4€]Putrescin-Dihydrochloride mit 107 pCi/mmol
und *C-Spermidin-Trihydrochlorid (N-(3-aminopropyl)-[1iAC]tetramethylene-1,4-dia-

mine) mit 111 pCi/mmol wurden bei Amersham Phara&osciences bezogen.

2.4. Immunologische und mikroskopische Techniken

2.4.1. Immunisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Pflanzenartengeiund P. laevigata fur wei-
terfihrende Untersuchungen der HSS-Expression @t¢iRebene ausgewahlt. Der spezifi-
sche Nachweis der HSS-Proteine erfolgte durch pagte Antikorper, die von der Firma
Sequence Laboratories Gottingen GmbH bezogen wurden Auftragsimmunisierung
wurde heterolog exprimiertes und gereinigtes HS&eRT ausl. neei und P. laevigata
gefriergetrocknet und aliquotiert (1x 500 ug, 2¥24f), an Sequence Laboratories gesandt.
Zuvor wurden die Protein-Proben in einen Kaliumgadpuffer (5 mM KHPO,-Puffer,
pH8) umgepuffert. Dadurch enthielten die Proben lbgt wenig Salzanteile. Die Immu-
nisierung des Wirtsorganismus (Kaninchen) erfolgdeh einem standardisierten Dreimo-
natsprogramm, mit einer Initialimmunisierung mit050g Antigen und zwei nachfolgenden
Injektionen, mit 250 pg Antigen. Zur Uberwachungs denmunisierungserfolgs wurde
Praimmunserum vor der ersten Injektion entnommehaugesandt. Es folgten Blutabnah-

men und Serumgewinnung nach 35 und 63 Tagen, dieciteren als ,First-“ und ,Second-
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Bleeding“ bezeichnet werden. Konnten mittels Westlot (s. Kap. 2.4.3) durch die spezi-
fische Erkennung des Antigen die entsprechendetik@pgr in den Seren nachgewiesen
werden, erfolgte nach 98 Tagen die Endblutung gFBleeding“). Dieses Final-Bleeding

wurde fur die Affinitats-Reinigung (s. Kap. 2.4d3s Antikdrpers eingesetzt. Die Lagerung

der Seren erfolgte bis zur weiteren Verwendung-B6rcC.

Die Herstellung des Kaliumphosphat-Puffers erfolgte folgt:

5 mM K:HPO.-Puffer pH 8,0

A: 5 mM KH,PQO, Lsung 890 mg auf 1000 mi
B: 5 mM K:HPQO, Losung 680 mg auf 1000 ml

Puffer A mit Puffer B bis zum Erreichen des gewimsn pH-Wertes mischen.

2.4.2.  Affinitatsreinigung der polyklonalen Antikérper

Die Aufreinigung der polyklonalen Antikoérper ausndé&erum erfolgte tber eine Anti-
gen-Antikorper-Affinitatschromatographie. Hierzu mta das Antigen, in diesem Fall die
HSS-Proteine der jeweiligen Pflanzenart, Uber cheh@ Kopplung an einer Gelmatrix
immobilisiert und diente fur den Antikorper als initatsligand. Uber die spezifische Anti-
korper-Antigen-Reaktion wurde der Antikorper an flaerte Antigen reversibel gebunden
und die nicht affinen Bestandteile des Serums l@ndurch Waschschritte mit geeignetem
Puffer entfernt werden. In einem letzten Schritrdeudie spezifische Antikdrper-Antigen-
Bindung durch Absenken oder Anheben des pH-Wegkisgund der gereinigte polyklona-
ler Antikdrper konnte von der Matrix eluiert werdehls Gelmatrix kam die CNBr-akti-
vierte Sepharose™ 4B von GE Healthcare zum Einga&z kovalente Bindung des Anti-
gens an die Sepharose basiert hierbei auf der mBjldwn reaktiven Cyanatestergruppen
durch die Reaktion von cyanogenem Bromid mit Hygta&@ruppen der Sepharose. An
diese so entstandenen reaktiven Cyanatester bprideére Amine, so auch die Aminosau-

ren von Proteinen, in einer spontanen Reaktion.

Die praktische Durchfuhrung der Antikorper-Reiniguarfolgte im wesentlichen nach
Angaben des Herstellers und ist im Folgenden kasclgildert. Zuerst wurde die Sepharose
mit 1 mM HCI gewaschen und vorgequollen. Da wahrdiesen Schrittes Blausaure ent-

stand, war es unbedingt erforderlich, unter demufjbzu arbeiten. Anschliel3end erfolgte
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die Aquilibrierung mit dem Kopplungspuffer und dievalente Bindung der HSS an die
aktivierte Sepharose. Dazu wurden 1-5 mg der hHegrexprimierten und gereinigten HSS
mittels PD-10 Saule ebenfalls in den Kopplungspulileerfiihrt und anschlieend fir vier
Stunden bei Raumtemperatur bei leichter Rotatianden Sepharose inkubiert. In der oben
geschilderten Spontanreaktion binden in dieser @Rasteine Uber primare Amine an die
reaktiven Cyanatestergruppen. Nach der Kopplunglevdie Sepharose in eine Saule trans-
feriert und der Durchlauf gesammelt. Die Kopplurfisienz konnte durch Vergleich der
ODag der aufgetragenen Proteinldsung und des Durclddilferprift werden. Bei 280 nm
absorbieren die aromatischen Aminosauren der Pmt@. Kap. 2.2.3.). Nicht gebundene
HSS wurde durch Waschen mit Kopplungspuffer biemer ODg, < 0,02 aus der Saule
entfernt. Anschlieend wurden die nach der Kopplaongh freien Bindungsstellen der
CNBr-aktivierten Sepharose durch Inkubation mit K, ITris-HCI (pH 8,0) abgeblockt.
Nicht kovalent gebundene Liganden wurden durcht8r@krende Waschschritte mit je
10 ml saurem Waschpuffer pH 4,8 und alkalischen dMasffer pH 8,8 entfernt. Eine
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen erfoldtech Inkubation der Sepharose tber
Nacht bei leichter Rotation mit einer L6sung vomd BSA/ ml 1x PBS. Nach mehrmali-
gem Waschen der Saule mit 1x PBS konnte die Sepdaron mit 7-8 ml Serum (,Final
Bleeding) beladen werden. Eine vorhergehende &dtrales Serums Uber Glaswolle diente
zur Entfernung von stérenden Lipiden. Die Inkubatier Sepharose mit Serum erfolgte fir
15 Stunden bei Raumtemperatur. Dadurch war eineighende Antikérper-Antigen Bin-
dung gewabhrleistet. Die Sepharose wurden anschiie@et saurem Waschpuffer pH 4,8
gewaschen bis zu einer @p< 0,02, um unspezifisch gebundene Antikdrper zueenén.
Die Elution der spezifisch gebundenen Antikorpdolgte mit geeigneten Elutionspuffer.
RoutinemanRig kam ein saurer Elutionspuffer (A) pit 2,8 zum Einsatz. Alternativ wurde
ein basischer Elutionspuffer (B) pH 11,5 verwendlsh ein Denaturieren der Antikérper in
dem stark sauren bzw. basischen Milieu zu verhmdeurden die Elutionsfraktionen in
GefalRen gesammelt, in denen ein entsprechenden@efgr vorgelegt war. Im Falle des
Elutionspuffers A wurden pro ml Elutionsfraktion@fgl 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8) ver-
wendet, im Falle des Elutionspuffers B hingegen 1b0,5 M Tris-HCI (pH 6,8). Die Eluti-
onsfraktionen wurden sofort photometrisch vermesseaktionen mit einer Ofg > 0,1
wurden vereinigt und mittels Konzentratoren (Mitlig, Amicor? Ultra-4, 30.000 MWCO)

in 1x PBS umgepuffert und bis zu einer > 0,8 konzentriert. Der Antikdrper gegen die

HSS aud. neej antiHSSneei, wurde bis zu einer gJ¥on 2,4 konzentriert, der Antikorper
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gegen die HSS auB. laevigata antiHSSpars, bis zu einer @pPvon 1,6. Das entspricht

etwa 1,8 mg/ml fur antiHSSneei und 1,2 mg/ml fltitd8Spars. Die Lagerung erfolgte
nach einem Zusatz von 0,02% (m/v) Natriumazid i¥68Qul Aliquots bei —80°C.

Das Saulenmaterial mit der gebundenen artspez#is&lSS konnte mehrfach fur Anti-

korper-Reinigungen verwendet werden. Dazu wurdeaet mehrmaligen Waschen mit 1x
PBS in 1x PBS mit 0,02% (m/v) Natriumazid bis zuredérverwendung bei +4°C aufbe-

wabhrt.

Die verwendeten Puffer setzten sich wie folgt zusam

10 x PBS (pH 7,2) 1 x PBS

1,4 M NacCl 80,0 ¢ 10 x PBS 50,0 ml
30 mM KCI 2,009 Tween 20 0,59

99 mM NaHPQ, 14,4 g Wasser ad 500,0 mi
14 mM KH,PO, 249

Wasser ad 1000,0 ml

pH 7,2

Kopplungspuffer (pH 8,3)

0,1 M NaHCQ 8.4

0,5 M NacCl 29,2 ¢

Wasser ad 1000,0 mi

Alkalischer Waschpuffer (pH 8,8) Saurer Waschpuffer (pH 4,8)

0.1 M Tris-HCI 0.1 M Natriumacetat

0.5 M NacCl 0,5 M NacCl

Wasser ad 250,0 ml Wasser ad 250,0 ml
Elutionspuffer A (pH 2,5) Elutionspuffer B (pH 11,5)

0,2 M Natriumacetat 100 mM Triethanolamin

0,5 M NaCl Wasser ad 100,0 ml
Wasser ad 100,0 ml

Die Spezifitat, vor allem mit Hinblick auf eine Krereaktivitat mit der DHS, und die

Sensitivitat der gereinigten Antikdrper wurde im $t&n-Blot (s. Kap. 2.4.3) Uberpruft.
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Dazu wurden HSS und DHS in Mengen von 1-100 ng i$ $el aufgetrennt, geblottet

und mit dem gereinigten spezifischen Antikorpemackelt.

2.4.3. Isolierung von Proteinen aus pflanzlichen Gesben und Western-Blot

Als Methode zur Untersuchung der Proteinexpressiaten verschiedenen pflanzlichen
Organen wurde der Western-Blot gewahlt. Daribeausnwvurde der Western-Blot auch fir
die Uberprifung der Antigenitat der Seren und zumiflung der Spezifitat sowie Sensiti-
vitat der affinitatsgereinigten polyklonalen Antig@r verwendet (s. Kap. 2.4.2). Generell
ermdglicht der Western-Blot die Identifizierung vbastimmten Proteinen innerhalb eines
Proteingemisches durch Detektion mit spezifischemik@&rper. Das Proteingemisch wird
zuvor mit Hilfe der SDS-PAGE (s. Kap. 2.3.2) aufgent und die Proteine auf eine Mem-

bran transferiert.

Fur diese Expressionsstudien wurden in einem erStdmitt die Gesamtproteine aus
unterschiedlichen Pflanzenorganen isoliert. Daztden die Proben in flissigem Stickstoff
gefroren und ebenfalls mit fliissigem Stickstoff Mibrser und Pistill zu einem feinen Pul-
ver zermahlen. Das homogenisierte Pflanzenmateniatie in einen geeigneten Extrakti-
onspuffer transferiert. Standardmafiig wurde dazBR-Puffer gewahlt, der folgende Pro-
teinase-Inhibitoren enthielt: 10 uM PMSF (gel6stisopropanol), 0,5 mM EDTA; 1 uM
Benzamidin, 1 pg/ml Pepstatin A (geldst in MeOHpdiml Leupeptin und 5 pg/ml Aproti-
nin. Zusatzlich wurden 2,5% (w/v) Polyvinylpyrrotid (Polyclar AT, Serva) und
2,5% (w/v) Natrium-Ascorbat (Fluka) dem Extraktipoffer zugesetzt. Ersteres diente zur
Bindung von Gerbstoffen, letzteres sollte die Bilguvon quervernetzten Polyphenolen
durch die vor allem in den Wurzeln vorkommenden nelexidasen unterbinden. Die
Extraktion der Proteine erfolgte fur 30 min auf Brsd unter Rihren auf einem Magnetrth-
rer. Anschliel3end wurden Zelltrimmer und unléslecRelyvinylpyrrolidon durch Zentrifu-
gation entfernt. Die I6slichen Proteine wurden ndein Methode von Bradford (s. Kap.
2.3.4.) quantifiziert. Die Lagerung der Proteinekte bis zur Verwendung erfolgte bei
-20°C.

Die Auftrennung der Proteinextrakte erfolgte stadd&fRig durch 12% (w/v) SDS-
PAGE (s. Kap. 2.3.2.). Eingesetzt wurden 20 pugddnektrakt. Bei ausreichend hoher Pro-

teinkonzentration konnten die Extrakte direkt méeinmli-Puffer nach 5 min Denaturie-
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rung aufgetragen werden. Bei niedriger Proteinkntradon erfolgte eine Proteinféllung
mit 0,1% (m/v) Natrium-DOC-L6sung und 55% (m/v) T@&Asung Uber Nacht bei 4°C.
Eingesetzt wurden jeweils 1/10 VT bezogen auf daliven der Proteinprobe. Die gefall-
ten Proteine wurden nach Zentrifugation in 1,5 Mss-Ruffer, pH 8,8 resuspendiert und
anschlielBend mit Laemmli-Puffer (1:2) versetzt,5inin auf 95°C erhitzt und auf die Gele
geladen. Im Anschluss an die SDS-PAGE-Proteinauitrg erfolgte der Proteintransfer aus
den Gelen auf eine Polyvinyliden-difluorid-MembréRoth, RotfPVDF) mittels Elektro-
blot nach der Semi-Dry-Methode in einer MultiphbNbva Blot Elektrophorese Apparatur
(LKB, Bromma). Als Spannungsgeber wurde der MuilielrXL (Pharmacia) verwendet.
Die PVDF-Membran wurde nach Angaben des Herstellersdem Blot zuerst in 100%
Methanol bis zur vollstdndigen Benetzung getauamd anschlielend fir 15 Minuten
gemeinsam mit den Blotpapier (Whatman paper, 3MM)x Blotpuffer &quilibriert. Nach
einem luftblasenfreien Aufbau des Semi-Dry-Blots Abb. 2.3) erfolgte der Proteintransfer
bei einer ansteigenden Spannung von 1-5V und 12®en einem bzw. 180 mA bei zwei
zu blottenden Gelen fur 60 min. Zum AbschatzenRteteingrof3en wurde der ,prestained
molecular weight marker* (Fermentas) im SDS Gel aufgetrennt und auf die Membran
Ubertragen. Ein Vorteil dieser Leiter liegt in dédglichkeit, durch die bereits vorhandene
Farbung den Transfer auf die Blotmembran zu tGb&priNach dem erfolgreichen Protein-
transfer wurde die Blotmembran mit einer L6sung &t (m/v) Trockenmilchpulver (Blot-
ting Grade, Roth) in 1x TBS-T flur eine Stunde bauRtemperatur unter Schitteln auf dem
Taumelschiittler inkubiert, um unspezifische Bindistgllen abzuséattigen. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation mit dem affinitatsgereimgtpolyklonalen Antikorper ebenfalls in
der beschriebenen Blocklésung fur die Dauer eit@nd® bei Raumtemperatur unter Schut-
teln. Die Antikorper wurden dabei in der Blockloguwie folgt verduiinnt: der Antikbrper
gegen die HSS aus neej antiHSSneei (Oko von 2,4), 1:10.000 [v/v], der Antik6rper
gegen die HSS au’. laevigata antiHSSpars (O von 1,6), 1:2.000 [v/v]. Nach der Inku-
bation fUhrten drei Waschschritte mit 1x TBS-T (BX Minuten) zur Entfernung der Uber-
schissigen primaren Antikorper. Es folgte die Irdtidn mit dem sekundaren Antikorper,
ein aus einer Ziege gewonnener und gegen Kaninokikdeper gerichteter Antikorper,
konjugiert mit einer Meerrettichperoxidase (hordesh peroxidase, HRPO) von Dianova.
Dieser Antikérper wurde 1:3.300 (v/v) in TBS-T varoht und die Membran fir eine Stunde
in dieser Losung geschwenkt. Es folgten drei Wadwfitte mit 1x TBS-T (3x 10 Minuten)

sowie ein Waschschritt mit 1x PBS, der zur Vorkitereg der Detektion diente. Die eigentli-
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che Detektion erfolgte mit dem ECL Western BlottiSgstem (Amersham Biosciences)
nach Angaben des Herstellers und wurde in der Dkakener durchgefuhrt. Das System
beruht auf einer oxidativen Spaltung des zugesetiztaminol durch die mit dem sekun-
daren Antikorper konjugierte Meerrettichperoxidade dabei entstehende Chemolumines-
zenz wird detektiert. Dokumentiert wurde das emniti Licht auf einem Rontgenfilm
(XAR-5, Kodak). Die Exposition des Rontgenfilms Nete je nach Starke des Signals zwi-
schen 15 Sekunden und 10 Minuten und wurde embpiesmittelt. Die Entwicklung und
Fixierung der Filme erfolgte mit Kodak GBX ,Develmpand Replenisher® und Kodak
GBX ,Fixer and Replenisher”. Nach der immunologeschDetektion wurde die PVDF-
Membran mit Indian-Ink angeféarbt (s. Kap. 2.3.31#)) die Proteinbeladung der Membran

bei den einzelnen Proben zu kontrollieren.

[ ] Anode (Plus Pol)
Whatman Papier
PVDF-Membran
SDS-Gel

Whatman Papier

[ ] Kathode (Minus Pol)

Abb. 2.3 Blotaufbau des Semi-Dry-Blots.

Eine alternative Methode zur Isolierung von Gesaatgin aus Pflanzenmaterial bot das
NucleoSpif RNA/Protein Kit von Macherey-Nagel. Dieses Kit églichte die parallele
Isolierung von RNA sowie Protein aus einer Probesddders flr Expressionsanalysen bot
dieses System den Vorteil, ausgehend von einereRt@bExpression auf RNA- sowie Pro-
teinebene untersuchen zu kénnen. Die Durchfihremgslierung erfolgte nach Angaben

des Herstellers.

Die im Rahmen des Western-Blot verwendeten Puffeaten sich folgendermal3en zusam-

men:

10 x Blotpuffer 1 x Blotpuffer

Tris-Base 58,09 10 x Blotpuffer 10 ml
Glycin 29,09 Methanol 20 ml
SDS 3,79 Wasser ad 100 ml
Wasser ad 1000 ml

Die Zusammensetzung von TBS-T sowie PBS-Puffersndr Kap. 2.3.3 und 2.4.2. aufge-
listet.



in situ — Immunolokalisation 54

2.4.4. in situ — Immunolokalisation

Die Lokalisation der HSS auf zellularer Ebene wuildechin situ— Immunolokalisation
untersucht. Diese Methode basiert auf einer sgenién Antigen-Antikdrper-Erkennung in
histologischen Schnitten von Geweben. In einemerr8chritt mussten die pflanzlichen

Gewebe fixiert und fir die histologischen Schnitté&Kunstharz eingebettet werden.
2.4.4.1. Gewebefixierung und Einbettung

Pflanzenmaterial von im Glashaus gezogenen Pflanzede gesammelt und mdglichst
zugig nach dem Ernten in kleine Segmente (maxc®%ange) zerteilt und fur zwei Stun-
den unter reduzierten Druck (max. —0,3 bar) im Esaior mit eisgekihlten Fixierpuffer
inkubiert. Der Fixierpuffer auf Phosphatbasis egithdie proteinquervernetzenden Alde-
hyde p-Formaldehyd (2% [m/v]) und Glutardialdehyd1s [v/v]) als fixierende Kompo-
nenten. Zuséatzlich wurde dem Puffer 0,1% Triton 00-1m/v) zugesetzt, um ein besseres
Infiltrieren des Fixativs in das Gewebe zu ermdgic. Im Verlauf der zweistiindigen Fixie-
rung wurde das Fixativ mehrfach gewechselt, umAdidampfen im Vakuum zu kompen-
sieren. Nach zwei Waschschritten mit 1x PBS zufdfnting der Fixierlosung wurden die
Proben in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (3076090 und 100% Ethanol) fur jeweils
30 Minuten entwassert. Dabei wurde die letzte Stufeimal wiederholt, um eine mdglichst
guantitative Entwasserung zu erzielen. Die Einlmgtterfolgte in den Kunststoff Technovit
7100 (Heraeus-Kulzer) nach Angaben des HerstelBeser kalt polymerisierende Kunst-
stoff zeichnet sich vor allem durch eine schnelidéyRerisation und eine gute Schneidefa-
higkeit aus. Generell erfolgte eine Prainfiltratider Gewebe mit einer Losung von Ethanol
(100%) und T7100, zu gleichen Teilen gemischt,dareigentlichen Infiltration mit T7100
Uber Nacht. Die Polymerisation wurde kleinen PCR-Gefal3en durchgefiihrt. Nach dem
Ausharten des Kunststoffes bei Raumtemperatur wonod vorhandene Feuchtigkeit auf
den Kunststoffblockchen mit Zellstoff entfernt umie Blockchen mit Technovit 3040
(Heraeus-Kulzer) Gberschichtet. T3040 zeichnet diofth eine erhéhte Festigkeit aus und
ermdoglicht das Einspannen der Kunststoffblockedas Mikrotom. Die fertig polymerisier-
ten Blockchen wurde nach dem Entfernen der PCR{&eiféda Exsikkator mit Trockenmittel

(Silicalgel Orange, Roth) gelagert, um die nochhamdene Restfeuchte zu entfernen.
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Fixierpuffer

2 g p-Formaldehyd wurden zusammen mit einem PlatzdfaOH in 45 ml Wasser unter
standigem Rihren und leichtem Erhitzen (ca. 60g€lyst. Die Alkalisierung durch den
Zusatz von NaOH verbesserte die Loslichkeit desmraldehyds. Nach dem Abkihlen der
Losung erfolgte die Einstellung des pH-Wertes miN H,SQ, auf den Bereich 6-8. An-
schlieRend wurde die Lésung zuerst mit Wasser imu¥elumen von 50 ml gebracht und
danach mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2 auf 100 ugefillt. Letztlich wurde 0,1% (m/v)
Triton X-100 und 0.1% (v/v) Glutardialdehyd hinz@iggt. Die Lagerung der Fixierlésung

erfolgte unter Lichtausschluss bei 4 °C fur maxithdonat.

Der Phosphatpuffer wurde wie folgt hergestelit:

0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2

A: 0,1 M NaHPOQO, Losung 1.35 g auf 100 ml
B: 0,1 M NaHPQ, Losung 1.80 g auf 100 ml

Puffer A mit Puffer B bis zum Erreichen des gewimien pH-Wertes mischen.

Alternativ zum hier beschriebenen 0,1 M Natrium-§itaatpuffer wurde auch ein 0,1 M
Kalium-Phosphatpuffer pH 7,2 verwendet. Die Helste) erfolgte analog zum Natrium-

Phosphatpuffer.
2.4.4.2. Immundetektion

Zur eigentlichen Immundetektion wurden von den ebejteten Geweben mikroskopi-
sche Schnitte mit einer Dicke 3-4 um am Rotatioksotom (HM 355S, Microm) herge-
stellt und auf adhasive Diagnostika-Objekttraget dauerhafter Teflonbeschichtung (10

Felder, 6 mm Durchmesser, Roth) aufgebracht.

Die Detektion der HSS in diesen mikroskopischennBtdn erfolgte mittels der gerei-
nigten polyklonalen Antikérper und der spezifischentikdrper-Antigen-Wechselwirkun-
gen. Ein sekundarer Antikdrper diente der Visuatisng dieser Antikorper-Antigen Kom-
plexe. Hier kam der Alexa Fluor 488 goat anti-rabgG von Invitrogen (Molecular Pro-
bes) zum Einsatz. Dieser gegen Kaninchen gericlAteti&orper ist mit einem griin fluores-
zierenden Farbstoff markiert und ermoglicht diedB&bn mittels Fluoreszenzmikroskopie
bei UV-Licht von 450-490 nm. Als Mikroskop wurde sd#@xioskop 2 epifluorescence
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Mikroskop (Zeiss) verwendet und die Aufzeichnung Bédder erfolgte mit der AxioCam

HRc Digitalkamera (Zeiss).

Im Folgenden ist die praktische Durchfihrung kuezdhrieben:

Um storende Aldehyde des Fixativs zu binden, wurden Schnitte nacheinander mit
50 mM Ammoniumchlorid (NECI, Roth) und mit 50 mM Glycin (Roth) fir 20 Minutdei

37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden unspezifisBiredungsstellen durch Inkubation mit
1% (w/v) BSA (Roth) und 0,1% Fischgelatine (Roth)Lx PBS fur eine weitere Stunde bei
37°C abgeblockt. Nach drei Waschschritten mit LER® 10 Minuten erfolgte die Inkuba-
tion mit dem affinitatsgereinigten Antikdrper inner 1:50 oder 1:100 Verdinnung mit
1x PBS fur 4 Stunden bei 37°C. Die Schnitte wurdabei in einer Petrischale mit befeuch-
tetem Filterpapier aufbewahrt, um ein Verdunstes \&assers aus der Antikdrper-Losung
zu verhindern. Nach dieser ersten spezifischen famkg wurde nicht gebundener Anti-
korper in weiteren drei Waschschritten mit 1x PBS 0 Minuten entfernt und es erfolgte
die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper Alétaor 488 goat anti-rabbit, 1:100 ver-
dinnt in 1x PBS fur eine Stunde bei 37°C. Da ddyugdene Fluoreszenzfarbstoff licht-
empfindlich ist, erfolgten die Inkubation und auwtie nachfolgenden Waschschritte (3 x 10
Minuten 1x PBS) unter Lichtausschluss. Nach dentstasidigen Trocknen der markierten
Schnitte in der Dunkelkammer wurden diese nach Hamufiigen von Mounting Medium
(Citiflour; Agar Scientific, AF1, Glycerol/PBS sdion), welches den sekundaren Antikor-
per vor dem Ausbleichen schiitzte, mit einem Deddjién versetzt und konnten am Fluo-
reszenzmikroskop ausgewertet werden. Die Markiedergso behandelten Schnitte konn-
ten bei einer Lagerung bei +4°C und unter Lichtelkss fur einige Tage aufbewahrt wer-

den.
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3.  Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung dargelegt wurde,di& Homospermidin-Synthase (HSS),
das Eingangsenzym der PA-Biosynthese, durch Geikdtiph aus der Desoxyhypusin-
Synthase (DHS), einem Enzym des Priméarstoffwechbkelvorgegangen. Diese Rekrutie-
rung erfolgte innerhalb der Angiospermen mehrfaeti unabhangig. So konnte in vorher-
gehenden Arbeiten von Ober (1999b) und Reimann4(2@i@ unabhangige Duplikation der
HSS innerhalb der Boraginaceae, der Monokotyleninrmvei Triben der Asteraceae, den
Eupatorieae und Senecioneae, hachgewiesen werdediésem Hintergrund kann das ver-
streute Vorkommen der PAs in phylogenetisch entderframilien auf wiederholte Evoluti-
onsereignisse und konvergente Evolution zuriickgefirerden. Von zentraler Bedeutung
ist die Frage nach der Haufigkeit dieser unabha@mgigekrutierungen. Auf der Basis der
oben genannten Arbeiten und den dabei gesammeilfehréngen konnte im Rahmen die-
ser Arbeit mit der Untersuchung der Evolution d&SHn den ebenfalls PA-produzierenden
Familien der Apocynaceae und Convolvulaceae digageFein Stick weiter aufgeklart
werden. Dabei stellten neben den Apocynaceae dierdDailaceae mit dem verstreuten
Vorkommen der PAs in isolierten Arten eine besosdeteressante Familie dar. Die mole-
kularen Grundlagen fur dieses verstreuten Vorkommeerhalb einer Familie waren eben-
falls Gegenstand dieser Arbeit. Einen ersten Scétetlte das Identifizieren von HSS- und

DHS-kodierenden cDNA-Sequenzen aus Vertretern bé&idmilien dar.

3.1. Identifizierung HSS- und DHS-kodierenden cDNAsnit Hilfe der DOP-PCR

Fur die Aufklarung des evolutiven Ursprungs der H@&8de ein molekularbiologischer
Ansatz gewahlt. Aufgrund der hohen Sequenzahnlitlder HSS- und DHS-kodierenden
cDNA-Sequenzen aus verschiedenen Arten der Angiospekonnten degenerierte Primer
zur Identifizierung homologer Sequenzen entworfenden. Dazu wurde ein Nukleinsaure-
Alignment aller bekannten HSS- und DHS-Sequenzstelit Anhand dieses Alignments
erfolgte der Entwurf degenerierter Primer mit Bingsstellen in hoch konservierten Berei-
chen der Sequenzen. Eine anschlieiende PCR méndiramern (degenerate oligonucleo-
tide-primed polymerase chain reaction, DOP-PCRItes@owohl DHS- aber auch HSS-
kodierende cDNA-Sequenzen in den hier untersuchtean amplifizieren. DOP-PCR stellt

einen wichtigen Ansatz zur Identifizierung neueq@&nzen dar (Reimann et al. 2004; Nur-
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hayati und Ober 2005). Voraussetzung fur die Anwagdder DOP-PCR ist eine hohe
Sequenzidentitdt und das Vorhandensein stark kaesier Bereiche. Beide Kriterien wer-
den von den HSS- und DHS-Sequenzen erfiillt. Diai&ezjdentitat auf Nukleinsdureebene
selbst zwischen humaner DHEHdmo sapien®HS cDNA, GenBank Akzessionsnummer
BC000333) und pflanzlicher DHS (z. Benecio vernali©DHS cDNA AJ238622) betragt
noch 65,7 %.

Fur diesen Versuchsansatz wurden die PA-akkumauliene Arten I[pomoea neei
(Sereng) und Merremia quinquefoligL.) Hawe. f als Vertreter der Convolvulaceae ausge-
wahlt. Inl. neeiwurden insgesamt 15 PAs des Ipangulin-Typs naciegew (Jenett-Siems
et al. 2005). InM. quinquefoliawurden mit Hilfe von GC-Analysen 12 PAs identiii,
unter anderen vier Alkaloide des Lycopsamin-TypsaiiM 1997). Von den Apocynaceae
wurde Parsonsia laevigataALston verwendet. Aus dieser Art wurden ebenfalls PAs des
Lycopsamin-Typs isoliert, wobei makrozyklische ate dominieren (Abe et al. 1991,
Hartmann et al. 2003). Da tber den Ort der Biosgehnichts bekannt war, erfolgte eine
getrennte Untersuchung der Pflanzenorgane. Untesai wurden Wurzel, Sprossachse,
Blatt und Sprossspitze.

Mit Hilfe der DOP-PCR konnten in allen drei unteskten Arten interne Sequenzberei-
che von zur HSS und DHS homologen Sequenzen eltmweeden. Dabei wurden verschie-
dene Kombination von degenerierten Primern verwerde erfolgreichen Primer sowie
PCR Parameter sind zusammenfassend in Tab. 3delstét. Furl. neeikonnte mit den
Primern P1 und P2 ein 726 bp langes Fragment ianeitouch-down PCR Programm
(Annealingtemperatur 60-45°C, pro Zyklus — 0,5°Ciy der TagDNA-Polymerase von
Invitrogen amplifiziert werden. cDNA aus dem Sprester Sterilkulturpflanze wurde dabei
als Template eingesetzt. Nach dem Klonieren diEsggments in den pGEM-T easy Vektor
und der Transformation i&. coli ergab die Restriktionsanalyse (Doppelver&@oR| und
EcoRV) der isolierten Plasmid-DNA aus verschiedertercoliKlonen unterschiedliche
Restriktionsmuster. Fir den Sequenztyp ,ipomneewdfen drei Fragmente mit der GroR3e
3000 bp, 500 bp und 250 bp kennzeichnend. Bei Tgpmneei_2“ weichten die GrolRen
der ebenfalls erhaltenen drei Fragmente mit 300046p bp und 350 bp etwas von dem
vorherbezeichneten Muster ab (s. Abb. 3.1). DieuBegierung beider Typen zeigte, dass
beide Sequenzen eine hohe Identitat (80 — 85 %)S8- und DHS-kodierenden cDNA-
Sequenzen aus anderen Angiospermen besitzen,mclveneinander zu 12 % unterschei-
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den. Daruber hinaus ergaben Sequenzvergleiche akleiNsaureebene mit der bereits
bekannten DHS aupomoea hederifoligReimann et al. 2004) eine Sequenzéhnlichkeit zu
ipomneei_1 von 96,3%. Basierend auf diesen erstgrueéhzdaten konnten wir davon aus-
gehen, aug. neei ein Fragment der DHS und moglicherweise auch EiS&-kodierende
cDNA-Sequenz gefunden zu haben. In analoger Weisdem ebenfalls i. quinquefolia
zwei Sequenzen mit hoher Nukleinsaureidentitat eteits bekannten HSS- und DHS-
Sequenzen gefunden. Hierbei war ebenfalls die Pkonebination P1 und P2 in einer PCR
mit cDNA aus jungen Keimpflanzen erfolgreich undyady ein 728 bp langes Produkt
(Details s. Tab. 3.1) Nach der erfolgreichen Klomgy ergaben Restriktionsanalysen der
Plasmid-DNA aus verschiedené&n col-Klonen mitEcaRl auch in diesen Fall zwei unter-
schiedliche Muster (s. Abb. 3.1). Fur den Sequenztyerrquin_1* waren zwei Banden von
3000 bp und 700 bp charakteristisch, hingegen laohzeten drei Banden der Gréf3en
3000 bp, 350 bp und 300 bp den Typ ,merrquin_2gu&mzanalysen ergaben, dass beide
Sequenzen eine Nukleinsdureidentitat von 80 — & %ekannten HSS- und DHS-Sequen-
zen besitzen und sich voneinander zu 14 % untagsieSomit konnten auch M. quin-
quefoliazwei zu HSS und DHS homologe Sequenzen identifizierden.

A B
2072 bp 2072 bp o
— e e
600 bp 600 bp
_—) _— - -
E
i N2 3 T ,2 8

Abb. 3.1 Agarose Gelelektrophorese einer Restriktionsapalyan Plasmid-DNA aus
transformierterk. coli TOP10 ZellenA. Restriktionsmuster der DOP-PCR-Produkte aus
I. neeinach einem Restriktionsverdau r&itoRl und EcoRV. Spur 1 100 bp DNA-Leiter
von Invitrogen. Spur 2 Typ ,ipomneei_2“ mit Fragnem der GrolRe 3000, 400 und
350 bp. Spur 3 Typ ,ipomneei_1" mit Fragmenten @ede 3000, 500 und 250 Hp.
Restriktionsmuster der DOP-PCR-Produkte Musgjuinquefolianach einem Restriktions-
verdau mitEcoRI. Spur 1 100 bp DNA-Leiter von Invitrogen. Spuifgp ,merrquin_2"“

mit Fragmenten der Gro3e 3000, 350 und 300 bp. BEamele von 700 bp ist als Zeichen
einer nicht vollstandigen Restriktion zu erkenn8pur 3 Typ ,merrquin_1“ mit Frag-
menten der Groé3e 3000 und 700 bp.
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Den gleichen Arbeitsschritten folgend wurden Busaevigataebenfalls zwei Sequenz-
fragmente identifiziert. Hierbei ergaben die Prir®& und P4 in einer PCR mit cDNA aus
dem Spross sowie den Wurzeln einer Sterilkultunziéa eine 587 bp und 582 bp grol3e
Bande (Details s. Tab. 3.1). Auch in dem Fall keg#h Sequenzanalysen eine hohe Nukle-
insaureidentitat beider Sequenzen zu bekannten HE8SDHS Sequenzen wobei sich die
beiden Sequenzen aBslaevigatazu 15 % voneinander unterschieden.

Tab. 3.1DOP-PCR. Aufgelistet sind die PCR-Parameter, tligesetzte cDNA und Primer sowie die erhalte-
nen PCR-Produkte.

internes  Sequenz- Primer Pflanzenorgan zur PCR-Parameter PCR-Produkt
fragment cDNA-Synthese
ipomneei_1 P1for Spross TaqDNA-Polymerase 726 bp

P2 rev Sterilkulturpflanz¢)?  TD® 60-45 °C
-0,5°C pro Zyklus
40 Zyklen insg.
ipomneei_2 P1for Spross TaqgDNA-Polymerase 726 bp
P2rev Sterilkulturpflanz&  TD® 60-45 °C
-0,5°C pro Zyklus
40 Zyklen insg.

merrquin_1 P1for Keimling TaqDNA-Polymerase 728 bp
P2rev Sterilkulturpflanz¢’  Annealing-Temp. 56°C
35 Zyklen
merrquin_2 P1for Keimling TaqgDNA-Polymerase 728 bp
P2rev Sterilkulturpflanz€  Annealing-Temp. 56°C
35 Zyklen
parslaev_1 P3for Wurzel TaqDNA-Polymerase 582 bp

P4 rev Sterilkulturpflanze  TD® 60-45 °C
-0,5°C pro Zyklus
40 Zyklen insg.
parslaev_2 P3 for Spross TaqgDNA-Polymerase 587 bp
P4 rev Sterilkulturpflanze®  TD® 60-45 °C
-0,5°C pro Zyklus
40 Zyklen insg.

¥ touch-down* PCR-Temperaturprogramm

® cDNA-Synthese mit der RevertAid™ H Minus M-MuLV Rarse Transcriptase (Fermentas)

9 cDNA-Synthese mit der Superscript™ Il Reverse $caiptase (Invitrogen)

9 die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgruter biochemischen Charakterisierung der Gesamgsequ
(s. Kap. 3.5)

3.2. Amplifizierung der 3'- und 5'-Enden der HSS- u DHS-kodierenden cDNAs

Die bereits identifizierten internen Fragmente dermutlich HSS- und DHS-kodieren-
den cDNA-Sequenzen lieferten die Grundlage furAdmelifizierung der 3'- sowie 5'-Enden
mit Hilfe der RACE-Technik _@pid amplification of dONA ends). Basierend auf der
bekannten Sequenz der internen Fragmente wurdespgafische Primer entworfen. Gene-
rell war beim Primerentwurf zu beachten, dass dimét in mdglichst verschiedenen Berei-

chen der Sequenzpaare einer Art lagen, sodashinah Ispezifisch die jeweiligen Sequen-
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zen des Sequenzpaares amplifiziert werden koniién.die PCR-Amplifikation der 3'-
Region wurde pro Sequenz jeweils ein genspezifrsBhiener entworfen. Fir die 5-RACE
waren drei genspezifische Primer erforderlich. Dalerde mit dem ersten Primer die
reverse Transkription der mRNA durchgefihrt wurdie, beiden weiteren genspezifischen
Primer wurden fir die PCR-Vervielfaltigung als reseePrimer verwendet. Insgesamt wur-
den fur die RACE-Technik die Primer P5, P6 und R8-Bntworfen. Deren Sequenzen sind
in der Tab. 8.2 im Anhang aufgelistet. Zu erwéahisndass als reverse-Primer in der 3'-
RACE-PCR immer der oligo(dT;)Primer, der sich an den ubiquitaren Poly(A)Schwaerz
umgeschriebenen mRNA anlagert, zum Einsatz kardetrb6'-RACE-PCR wurden als for-
ward-Primer der sogenannte ,abridged anchor prim@AP) und der sogenannte
~<Abridged Universal Amplification Primer* (AUAP) vevendet. Ebenfalls zu erwahnen ist
der Einsatz der sogenannten ,semi-nested PCR"“ri»'édRACE. Hier wurde das PCR Pro-
dukt einer ersten PCR als Vorlage in einer zweR&R eingesetzt. Der genspezifische

reverse-Primer bindet dabei innerhalb des genspelzén Primers der ersten PCR.

Durch die erfolgreiche Anwendung der RACE-Methodarite der offene Leserahmen
der zu untersuchenden cDNA-Sequenzen identifisiertlen. Damit war die Basis fur eine
heterologe Expression und die anschlieRende Clesisiktung geschaffen (s. Kap. 3.3). Im
Folgenden sind die Ergebnisse der 3'- sowie d&ARE fur die einzelnen Pflanzenarten
geschildert. Zusammengefasst sind die Daten sowi®@R-Parameter und die verwende-
ten Primer in Tab. 3.2 und Tab. 3.3.

3.2.1. Ipomoeaneei

Fur die 3'-RACE-PCR der Sequenz ipomneei_1 wurdgelespezifische Primer P5 und
die aus dem Spross isolierte cDNA, die ebenfalisdee DOP-PCR eine positive Bande
ergab, als Template verwendet. Die optimale Anngaliemperatur der PCR-Reaktion von
61,1°C wurde mit Hilfe eines Gradienten-Temper&twgrammes im Eppendorf Gradien-
ten-Cycler ermittelt. Bei dieser Annealing-Temperagelang es, ein 760 bp langes Frag-
ment zu amplifizieren. Dieses Fragment zeigte eidbarlapp von 391 bp zu der internen
Sequenz ipomneei_1. Das Fragment besitzt des eri@n Stoppcodon und einen 256 bp
langen, nicht translatierten Bereich (3'-UTR), epghtranslated region“. Demnach konnte
die Sequenz ipomneei_1 erfolgreich Gber das 3'-Eledekodierenden Bereiches hinaus bis

zum Poly(A)-Schwanz vervollstandigt werden. Sequergleiche des zu diesem Zeitpunkt
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bekannten Sequenzabschnittes von ipomneei_1, dedasiinterne Fragment aus der DOP-
PCR und den 3'-Bereich aus der RACE-PCR enthidlt,der bereits bekannten cDNA-
Sequenz der DHS auishederifoliaergaben eine sehr hohe Nukleinsdureidentitat vo¥9
Diese hohe Identitat gab Anlass, genspezifischedtr(P7+P8), die fur die Amplifikation
des gesamten offenen Leserahmens (engl. open geladine, ORF) der DHS auishederi-
folia entworfen wurden, fur die direkte AmplifikationKl®RF von ipomneei_4u verwen-
den. Da diese PCR erfolgreich verlief und somit®guenz bis zu dem Startcodon bekannt
war, konnte fur ipomneei_1 auf die 5-RACE-PCR igdtet werden.

Die 3'-RACE-PCR flr das interne Fragment ipomneargab mit Spross-cDNA aus
einer Sterilkulturpflanze und dem genspezifischeim®r P6 in einem Standard-PCR-
Ansatz mit defrTaqg DNA-Polymerase (Annealingtemperatur 63°C, 35 Zgklein schwa-
ches PCR-Produkt von ca. 1000 bp Lange. Nach Reigiglieser schwachen Bande konnte
durch erneute Amplifikation des 1:10 verdinntendRiates in einer weiteren PCR-Reaktion
(s. Tab. 3.2) eine starke und scharfe Bande emxigltien, die erfolgreich kloniert werden
konnte. Dieses Fragment mit 684 bp Lange besitetme255 bp langen Uberlapp zum inter-
nen Bereich der Sequenz ipomneei_2, ein Stoppcattam,charakteristischen 3'-Poly(A)-
Schwanz und eine 328 bp lange 3-UTR. Fir die 5CRAvurde ebenfalls RNA aus dem
Spross einer Sterilkulturpflanze eingesetzt unddeih genspezifischen Primer P15 umge-
schrieben. Nach einer ersten 5'-RACE-PCR mit demd?n P16 und AAP ergab die semi-
nested PCR mit dem 1:100 verdiinnten ersten PCRtZesals Vorlage und den Primern
P17 und AUAP eine schwachen Bande bei 900 bp. Breagen PCR-Parameter sind in
Tab. 3.3 zusammengefasst. Diese schwache Bande vaufdereinigt und als Vorlage in
einer dritten PCR mit der Primerkombination P17/ARAeamplifiziert (PCR Parameter
gleich 5-RACE-PCR 1, Tab. 3.3). Dadurch gelange&sfur eine Klonierung ausreichend
starkes PCR-Produkt zu erhalten. Die Sequenzieenggb, dass dieses 908 bp lange Pro-
dukt einen Sequenziberlapp von 512 bp zu dem emnefnagment besitzt. Zudem beinhal-
tet das 5-RACE —Fragment den angeknupften oligg@hwanz am 5'-Ende, einen 5'-
UTR mit einer Lange von 79 bp und das Translatiomsations- bzw. Startcodon (ATG).
Dabei entspricht die Lage des Startcodons der valeran, bereits bekannten, HSS- und

DHS-kodierenden cDNA-Sequenzen.
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3.2.2. Merremiaquinquefolia

Die 3'-RACE-PCR fur die beiden internen Sequenzes M. quinquefoliamit den
sequenzspezifischen forward-Primern P9 und P10berg®CR-Produkte mit 684 bp fur
merrquin_1 und 786 bp fur die merrquin_2. Als Vgdaekam die bereits in der DOP-PCR
erfolgreich eingesetzte cDNA aus Keimlingen zumskin. Das 3'-RACE-Produkt von
merrquin_1 zeigte eine 333 bp lange UTR sowie darakteristischen Poly(A)-Schwanz.
Es Uberlappte mit der internen Sequenz um 241 bplo§ dazu besal’ das 3'-RACE-Pro-
dukt von merrquin_2 eine 155 bp lange UTR und eif&@ bp zahlenden Uberlapp zur
internen Sequenz. Fur die 5-RACE wurde ebenfaNRARiws jungen Keimpflanzen mit
dem Primer P18 umgeschrieben und nach dem oliga@i@)g als Vorlage fur die 5'-
RACE-PCR eingesetzt. Das 5'-Ende der Sequenz merrhjionnte durch zwei Amplifika-
tionszyklen mit den Primern P19/AAP und P20/AUARwefaltigt werden. In Sequenz-
vergleichen zeigte dieses 849 bp lange Fragmeahetd9 bp langen Uberlapp zur internen
Sequenz. Daruber hinaus beinhaltete das Fragméehrden fur die RACE-Technik typi-
schen oligo(dC)-Schwanz das Startcodon (ATG). lal@ger Weise konnte auch fir merr-
quin_2 das 5'-Ende amplifiziert werden, wobei dietdils in Tab. 3.3 zusammengefasst

sind.

3.2.3. Parsonsialaevigata

Die 3-RACE-PCR von parslaev_1 mit P11 als gendisehen Primer und cDNA aus
der Wurzel ergab ein 709 bp langes Amplifikat niitleen 425 bp langen Uberlapp zur inter-
nen Sequenz. Fur die zweite Sequenz Rukeevigata parslaev_2, musste die AccuTaq
DNA-Polymerase eingesetzt werden. Mit dieser Pohase konnte ein 739 bp langes Frag-
ment amplifiziert werden, das sowohl das Stoppcodowie den typischen Poly(A)-
Schwanz enthielt. Die genauen Daten sind in det 3d&bzusammengefasst. Ebenso gelang
die Amplifikation des 5-Endes beider Sequenzeril&h. 3.3), wobei eine dritte PCR fur
die Amplifikation von parslaev_1 erforderlich wan. dieser dritten PCR wurde das gerei-
nigte PCR-Produkt aus der zweiten (semi-nested) BIER orlage (1:100 verdinnt) einge-
setzt. Dadurch wurde eine zur Klonierung geeigif€l&-Bande erhalten.
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Tab. 3.2 3'-RACE. Aufgelistet sind PCR-Parameter, Prineémgesetzte cDNA und die Ergebnisse der PCR.

RACE 3'-RACE
Primer Produkt ®
P5 760 bp

internes PCR-Parameter
Sequenzfragment

ipomneei_1

Pflanzenorgan zur
cDNA-Synthese
Spros8

TaqDNA-Polymerase
Annealing-Temp. 60,4 °C
35 Zyklen

AccuTaq DNA-Polymerase
Annealing-Temp. 63°C

35 Zyklen
TaqDNA-Polymerase
Annealing-Temp. 64°C

35 Zyklen
TaqDNA-Polymerase
Annealing-Temp. 62°C

35 Zyklen
TaqDNA-Polymerase
Annealing-Temp. 62,5°C
35 Zyklen

AccuTaq DNA-Polymerase
TD® 65-55°C

-0,5°C pro Zyklus

35 Zyklen

3 cDNA-Synthese mit der RevertAid™ H Minus M-MuLV Rese Transcriptase (Fermentas)

® cDNA-Synthese mit der Superscript™ Il Reverse $caiptase (Invitrogen)

° touch-down* PCR-Temperaturprogramm

9 die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgruser biochemischen Charakterisierung der Gesamtsaque
(s. Kap. 3.5)

ipomneei_2 P6 Spros8 684 bp

merrquin_1 P9 Keimling” 684 bp

merrquin_2 P10 Keimling” 786 bp

parslaev_1 P11 Wurze? 709 bp

parslaev_2 P12 junge Spitzeh 739 bp

Tab. 3.3 5'-RACE. Aufgelistet sind PCR-Parameter, Prinsémgesetzte cDNA und die Ergebnisse der PCR.

internes RACE Pflanzenor-  PCR-Parameter 5'-RACE
Sequenz- Primer  gan zur 5'-Race-PCR 1 5'-RACE-PCR 2 Produkt
fragment cDNA- (semi-nested PCR)
Synthese
ipomneei_2 P15-P17 Spross Taq DNA-Polymerase Taq DNA-Polymerase 908 bp
Annealing-Temp. 65°C Annealing- Temp. 68°C
35 Zyklen 35 Zyklen
merrquin_1 P18-P20 Keimling AccuTaq DNA-Polyme- AccuTaq DNA-Polyme- 849 bp
rase rase
Annealing-Temp. 62°C Annealing- Temp. 62°C
35 Zyklen 35 Zyklen
merrquin_2 P18 Keimling® Taq DNA-Polymerase  Tag DNA-Polymerase 743 bp
P21-P22 Annealing-Temp. 62°C Annealing- Temp. 62°C
35 Zyklen 35 Zyklen
parslaev_1 P23-P25 Wurzél Taq DNA-Polymerase’ Pfx DNA-Polymerase 698 bp
Annealing-Temp. 62°C Annealing- Temp.
35 Zyklen 63,5°C
35 Zyklen
parslaev_2 P26-P28 junge Tag DNA-Polymerase Taq DNA-Polymerase 764 bp
Spitzer?’ Annealing-Temp. 61°C Annealing- Temp. 65°C

35 Zyklen

35 Zyklen

3 cDNA-Synthese mit der RevertAid™ H Minus M-MuLV Rese Transcriptase (Fermentas)

® cDNA-Synthese mit der Superscript™ Il Reverse $caiptase (Invitrogen)

9 cDNA-Synthese mit der Superscript™ Il Reverse Saiptase (Invitrogen)

9 die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgruter biochemischen Charakterisierung der Gesamgsequ
(s. Kap. 3.5)
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Zusammenfassend konnten durch die RACE-Technikesmmt sechs putative HSS-
und DHS-kodierende cDNA Sequenzen aus den Arteeei M. quinquefoliaundP. laevi-
gatavervollstandigt werden. In der nachstehenden Tal{@hb. 3.4) sind die Daten bezlg-
lich Lange, Sequenziberlapp zum internen Fragmesitdar DOP-PCR, sowie die Lange

der UTR zusammengefasst.

Tab. 3.4Ergebnisse der RACE-Technik und Charakteristikavdevollstandigten cDNA-Sequenzen
cDNA-Sequenz 3'-RACE 5'-RACE Uberlapp zum Gesamtlange 3-UTR  5-UTR

Produkt Produkt internen Frag-
ment?®

ipomneei_1 760 bp - 391 bp - 256 bp -

ipomneei_2 684 bp 255 bp 1536 bp 328 bp 79 bp
908 bp 512 bp

merrquin_1 684 bp 241 bp 1611 bp 333 bp 137 bp
849 bp 409 bp

merrquin_2 786 bp 512 bp 1337 bp 155 bp 62 bp
743 bp 390 bp

parslaev_1 709 bp 425 bp 1332 bp 160 bp 57 bp
698 bp 233 bp

parslaev_2 739 bp 253 bp 1528 bp 385 bp 106 bp
764 bp 232 bp

3 in der ersten Zeile ist der Uberlapp der 3'-RAGEdRktes angegeben, darunter jener des 5'-RACE Pro-

duktes

® die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgruser biochemischen Charakterisierung der Gesamgsequ
(s. Kap. 3.5)

3.3.  Amplifizierung des gesamten kodierenden Bereishder putativen HSS- und

DHS-kodierenden cDNAs und deren heterologe Expressi in E. coli

Generell konnen aufgrund von Sequenzdaten nur Hgewauf die katalytische Funktion
der kodierten Enzyme abgeleitet werden. Ein hohed@n Sequenzéahnlichkeit zu einer
Sequenz mit bekannter Funktion ist jedoch keinea@#e daftir, dass zwei Proteine die
gleiche Substratspezifitat oder katalytische Alkdivbesitzt (Fridman und Pichersky 2005).
Erst durch eine biochemische Charakterisierungeéehns identifizierten Sequenzen konnten
die enzymatischen Eigenschaften aufgeklart und eindeutige Klassifizierung als DHS
und HSS vorgenommen werden. Fiur diese Charaktengjeerfolgte eine Klonierung des
offenen Leserahmen, engl. ,open reading frame* (JDiRFgeeignete Expressionsvektoren
zwecks anschlieBender heterologer Expression. &embinanten Proteine dienten nach-

folgend zur Untersuchung der katalytischen Aktiaté(s. Kap. 3.5). Zudem ermdglichten
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sie die Herstellung polyklonaler Antikérper und féméten so die Mdglichkeit zur Anwen-

dung immunologischer Techniken fur Expressionsassady(s. Kap. 3.7.2).

Zunéachst wurde der ORF der jeweiligen cDNA mit Elilfon genspezifischen Primer,
die auf der Basis der vervollstandigten cDNA-Segeen(s. Kap. 3.2) entworfen wurden,
amplifiziert. Dabei war zu beachten, dass die Pridie entsprechenden Restriktionsschnitt-
stellen fur die anschlieBende Klonierung in dasresgions-Plasmid enthielten. Die Expres-
sionsprimer fur die PCR-Amplifizierung sind in Teéh5 mit den verwendeten Restriktions-
schnittstellen aufgelistet. Des weiteren sind diedie cDNA-Synthese verwendeten Pflan-
zenorgane angegeben sowie die entsprechenden P@Rd®ar und die eingesetzten DNA-
Polymerasen. Wichtig war die Verwendung von so gaten ,proof-reading“ DNA-Poly-
merasen, die durch eine 3'-5'-Exonuclease-Aktivétifie Korrekturaktivitat wahrend der
Strangsynthese besitzen. Dadurch wurde die Fetdewdhrend der PCR-Amplifikation
gering gehalten. Bezuglich der Primer fur die Arigierung der vermutlichen DHS-kodie-
renden cDNA aud. neei wurden die bereits publizierten genspezifischeimér fur die
homologe Sequenz der nahverwandten |Aniederifoliaverwendet (Reimann et al. 2004).
Der ursprungliche reverse-Primer (P8) wurde jeddcliie Klonierung in den Expressions-
vektor hinsichtlich der Restriktionsschnittstelledifiziert (P29).

Die den ORFs entsprechenden Sequenzbereiche wnadbnder PCR-Vervielfaltigung
in einen Expressionsvektor kloniert. Mit Hilfe dessVektors wurde ein Oligo-Histidin-
Rest, bestehend aus sechs aufeinander folgendeditiBausteinen, an das C- oder N-ter-
minale Ende der Sequenz angeknipft. Dieses im Radkge als6xHis-tag bezeichnete
Motiv ermoglichte eine anschlieBende Reinigung der UberexprimiertesiefPre Uber
Metallchelataffinitatschromatographie. Fur die Wehl Expressionsvektoren waren in ers-
ter Linie die fur die Klonierung verwendeten Scisigllen ausschlaggebend. Die nétigen
Restriktionsenzyme durften nicht in der Sequenz O&¥F schneiden. Fur die meisten
Sequenzen eignete sich der pET22b/23a Vektor. DMsktor ist ein Mischkonstrukt aus
den Plasmiden pET22b und pET23a wobei die multif@ierungsstelle von pET22b in
den pET23a-Vektor transferiert wurde. Die Restoiktvon Insert und Vektor erfolgte mit
den EnzymerNdd und Xhd. Fir beide Enzyme tragt der Vektor pET22b/23aeBriungs-
sequenzen in der multiplen Klonierungsstelle. Dariiinaus ermdglichte der Vektor bei

Verwendung dieser Schnittstellen das Ankniupfenseflis-tagsam C-Terminus der zu



Amplifizierung des gesamten kodierenden Bereichgpdtativen HSS- und DHS-kodierenden cDNAs und de-
ren heterologe Expressionfncoli 67

klonierenden Sequenz und die Expression diesemrek@mnten Sequenz unter Kontrolle
des T7 Promotors. Da beide SequenzenRadaevigataeine Ndd-Schnittstelle im ORF
enthielten, wurde fur deren Klonierung und Expr@sanit einem C-terminalefixHis-tag
ein modifizierter pET28a-Vektor eingesetzt (pET2BaePst). Dieser Vektor enthielt
anstelle demcd-Restriktionsstelle in der multiplen Klonierungskg eine Pst-Schnitt-
stelle, die auch fur die Klonierung genutzt wurdeTab. 3.5). Um hingegen ein N-termina-
les 6xHis-tagan die Sequenz parslaev_2 zu knupfen, wurde deodifizierte pET28a-
Vektor und die SchnittstelleNdd + EcoRI der multiple Klonierungsstelle verwendet. Da
der ORF von parslaev_2 ebenfalls eine SchnittstaieNdd tragt, wurde die zu inserie-
rende DNA, also parslaev_2, mvisd, das zuNdd kompatible Enden erzeugt, uttoRl
geschnitten. Zur Expression wurdeéncoli BL21(DE3)-Zellen gewéahlt. Zuvor erfolgte eine
Zwischen-Klonierung irkE. coliTOP10-Zellen zur Kontrolle und Vermehrung der Egsi-
onskonstrukte. Die eigentliche Expression erwieb sinter Standardbedingungen (s. Kap.
2.2.13) bei 37°C als unproblematisch. Ein Teil dieerexprimierten Proteine bildeten soge-
nannte Einschlusskorperchen® (engl. inclusion b&)diallerdings war ein grol3er Teil 10s-
lich und somit fur die nachfolgende Reinigung zugjénh.

Zusammengefasst konnten vbmeei zwei cDNAs mit einem ORF von 1149 bp und
1131 bp zur Expression gebracht werden. In Seqeegleichen mit der DHS kodierenden
cDNA ausl. hederifolia (GenBank Akzessionsnummer AJ704844) zeigte ipomh&RF
eine Nukleinsaureidentitat von 98%, hingegen ipoenr@ORF nur eine 87%ige Identitéat.
Die ORFs kodieren fur Proteine mit 383 bzw. 377 Aos&uren und einer molekularen
Masse von 42,2 bzw. 41,6 kDa. In den SDS-GelerJbarpriifung der heterologen Expres-
sion waren die rekombinanten Proteine als deutiahden auf Hohe der 45 kDa Bande
sichtbar (s. Abb. 3.2). Die ORFs der cDNAs adsquinquefolia merrquin_1ORF und
merrquin_20RF, weisen eine Lange von 1143 bp bA&#2bp auf. Sie kodieren Proteine
mit 381 bzw. 374 Aminosauren und einer molaren Mass 42,1 bzw. 41,3 kDa. Verglei-
che zu der DHS-kodierenden cDNA alus$ederifolia ergaben eine Sequenzidentitat von
94% bei merrquin_10RF und 86% bei merrquin_2ORFNukleinsdureebene. Damit ist
zu beobachten, dass jeweils eine Sequenz eines fBelguenzpaares eine deutlich hdhere
Identitat zur bereits funktionell charakterisiertehlS ausl. hederifolia zeigt. Fur die bei-
den cDNA-Sequenzen als laevigataist dies nicht zu beobachten. Parslaev_1 (1107 bp)
und parslaev_2 (1125 bp), die Proteine von 369 3 Aminoséauren bzw. 40,9 und 41,9
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kDa kodieren, zeigen auf Ebene der Nukleinsaure &entitat von 75-80 % zu anderen
HSS- und DHS-kodierenden cDNAs. Im direkten Vergiezueinander entsprechen sich die

beiden Sequenzen zu 82% auf Nukleinsdureebene.

Tab. 3.5 Klonierungsstrategie des ORF der HSS- und DHSekedden cDNAs. Aufgelistet sind die PCR-
Parameter zur Amplifizierung des ORF mit den Primeand der als Vorlage verwendeten cDNA. Des weite-
ren sind die verwendeten Expressionsvektoren inlduder Schnittstellen fur die Klonierung angegetieer
Vektor-kodierte 6xHis-tag wurde an das C-terminale Ende geknipft, einzig dei Klonierung von
parslaev_2* kam ein N-terminalégHis-tagzum Einsatz.

Sequenz Expressions- Expressions-  Pflanzenorgan zur PCR-Parameter Lange
Primer vektor @ cDNA Synthese des
ORF"
ipomneei_1 P7 for(Ndd) pET22b/23a Spross, Pfx DNA-Polymerase, 1149 bp
P29 rev(Xhd) (Ndd +Xhd) Sterilkulturpflanz®  Annealing-Temp. 64°C
35 Zyklen
ipomneei_2 P30 for Ndd) pET22b/23a Spross, Pfu DNA-Polymerase, 1131 bp
P31 rev(Xhd) (Ndd +Xhd) Sterilkulturpflanz€  Annealing-Temp. 65°C
35 Zyklen
merrquin_1 P32 for Ndd) pET22b/23a Keimpflanzé& AccuTaq DNA-Polyme- 1143 bp
P33 revXhd) (Ndd +Xhd) rase,
Annealing-Temp. 62°C
35 Zyklen
merrquin_2 P34 for Ndd) pET22b/23a Keimpflanzé AccuTaq DNA-Polyme- 1128 bp
P35 revXhd) (Ndd +Xhad) rase
Annealing-Temp. 62°C
35 Zyklen
parslaev_1 P36 for(Pst) pET28amod WurzeP Pfx DNA-Polymerase, 1107 bp
P37 re(Xhd) Pst? Annealing-Temp. 65°C
(Pst + Xhd) 35 Zyklen
parslaev_2 P38 for Pst) PET28amod Spros8 Pfx DNA-Polymerase 1125 bp
P39 revxhd) Pst? Annealing-Temp. 62°C
(Pst + Xhd) 35 Zyklen
parslaev_2* P40 for ¥/sd) pET28a Spros§ Pfu DNA-Polymerase, 1098 bp
P41 rev (Ndd + EcaRl) Annealing-Temp. 62°C
(EcaRl) 40 Zyklen

¥ in Klammer sind die fur die Klonierung verwendefRestriktionsschnittstellen angegeben

® cDNA-Synthese mit der RevertAid™ H Minus M-MuLV Rerse Transcriptase (Fermentas)

9 c¢DNA-Synthese mit der Superscript™ Il Reverse Scaiptase (Invitrogen)

9 pET28a modPst: die Ncd Restriktionsstelle des Vektors pET28a ist durste ést Schnittstelle ersetzt
worden

® die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgruder biochemischen Charakterisierung der Gesamesequ
(s. Kap. 3.5)

" das Stoppcodon wurde bei der Ankniipfung einesi@it@len 6xHis-tag nicht mit amplifiziert

In Abb. 3.2 ist beispielhaft ein SDS-Gel einer Eegmionskultur von ipomneei_2 aus
l. neei (cDNA im pET22a/23b-Plasmid) sowie parslaev_2 &udaevigata (cCDNA im
pET28a-Plasmid) gezeigt. Auffallend ist die staBoegression von ipomneei_2 unter der
Kontrolle eines einfachen T7 Promotors bereitsdarinduktion mit IPTG (s. Kap. 2.2.13).
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Im Gegensatz dazu zeigt parslaev_2 unter Kontehes kombinierten T7/lac-Promoters

eine deutliche Unterdriickung der Expression vouktidn.
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Abb. 3.2 Heterologe Expression von ipomneei_2 und pars@vE. coli BL21-Kulturen. Ab-
gebildet sind Coomassie-gefarbte SDS-Gele (12%fg&tagen wurden jeweils 10 ul Bakteri-
enkultur. Spur 1 uninduzierte Kultur; Spur 2 indarge Kultur; Spur 3 Unstained Protein Mole-
cular Weight Marker (Fermentad). Expression der ipomneei_2 cDNApET22b/23a mit C-
terminalem 6xHis-tagB. Expression der parslaev_2 cDNA in pET28a mit Natealem 6x-
His-tag. Im pET22b/23a mit einfachem T7-Promotorise deutliche Expression auch in den
nicht-induzierten Zellen sichtbar.

3.4. Reinigung der heterolog exprimierten Proteine ber Affinitatschromatographie

Nach der Uberexpression der rekombinanten Proteitseibte das durch den Vektor
angefugte 6xHis-tag eine Reinigung durch Ni-NTA{Aiatschromatographie. Einzig das
Konstrukt parslaev_2 in pET28a méwt bereitete hierbei gewisse Schwierigkeiten. Das
rekombinante Protein dieses Konstruktes zeigteekBindung an die Affinitdtssaule. Auch
Modifikationen der Bindungs- und Waschpuffer odexr Anwendung einer Kobalt-Affini-
tatschromatographie (Tal®BiMAC Resins, Clontech, BD Bioscience) fiihrten zeirler
erfolgreichen Bindung des Uberexprimierten Proteb@glicherweise war durch die spezi-
fische Sekundar- und Tertidrstruktur des rekomhmraProteins der C-terminale 6xHis-tag
sterisch nicht zuganglich und konnte demnach nahtlen. Durch die Verschiebung des
6xHis-tags an den N-Terminus konnten diese Schgkerien beseitigt und das Uberexpri-
mierte Protein unter Standardbedingungen geremgytien. Dazu wurde die Sequenz mit
den Primern P40/P41 amplifiziert und in den unmautften Vektor pET28a kloniert (s.
Tab. 3.5). Die PCR ergab uberraschenderweise eewpiehz, parslaev_2*, mit einem
Stoppcodon 27 bp vor dem Stoppcodons der urspairegli mittels RACE-Technik identi-

fizierten Sequenz parslaev_2. Dadurch kodiertelgars2* ein um 9 Aminosauren ver-
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kirztes Protein mit insgesamt 366 Aminosauren uhd@ KDa molarer Masse. Diese neue
Position des Stoppcodons in der Sequenz parslaewu?de durch eine wiederholte 3'-
RACE Uberprift und dabei verifiziert. Das Stoppoodier Sequenz parslaev_2 bei 1122 bp
scheint ein Artefakt. Die Expression und Reinigwley korrigierten Sequenz parslaev_2*
verlief im weiteren routineméanRig. Hervorzuhebenjéstoch, dass die reverse Primer P39
und P41 fur die Vervielfaltigung des ORF letztliabf der Basis der inkorrekten Sequenz
entworfen wurden und demnach einen Fehler beimhdfigr die genspezifische Amplifizie-
rung der HSS Sequenzen, auch in RT-PCR Experimgsteauch Kap. 3.7 und 3.7.3)
scheint sich dieser Fehler allerdings nicht natgtauszuwirken.

In Abb. 3.3 ist beispielhaft die SDS-Kontrolle eir&tandardreinigung der rekombinan-
ten HSS und DHS ald. quinquefoliadargestellt.

| 45kDa 45 kDa

Abb. 3.3 Reinigung der rekombinanten DH&)(und HSS B) ausM. quinquefolia Abgebildet sind Coomas-
sie-gefarbte SDS-Gele (12%). Aufgetragen wurderejiswiO pul Probe. Spur 1 Durchlauf nach der Bindung
der rekombinanten Proteine an die Affinitatssasieyr 2 — 4 Elutionsfraktionen E1-E3 zu je 500 midazu
Kap. 2.3.1); Spur 5 Unstained Protein Molecular giieMarker (Fermentas).

3.5. Biochemische Charakterisierung der gereinigterekombinanten Proteine

Die biochemische Aktivitat der Gber die Ni-NTA-Afitatschromatographie gereinigten
Proteine konnte in spezifischen Assays ermitteltder. Dabei wurde die Fahigkeit der
rekombinanten Proteine untersucht, einen Aminobegylvon Spermidin in Gegenwart von
NAD™* auf einen Akzeptor zu Ubertragen. Zum einen wuPdéescin, zum anderen das
elF5A-Vorstufen-Protein als Aminobutyl-Akzeptor wendet. Die hohe Sequenzidentitat
des ubiquitar in den Archaebakterien und Eukaryaterkommenden elF5A und dessen

streng konservierter Aktivierungsmechanismus erimbtn den Einsatz eines gereinigten,
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rekombinanten elF5A-Vorstufen-Protein d@snecio vernali§Ober und Hartmann 1999b).
Auch in vorhergehenden Untersuchungen von DHS-Pteaus unterschiedlichen Pflan-
zenarten wurde das elF5A-Vorstufen-Protein &asecio vernaliserwendet Dabei wurde
esmit ahnlicher Aktivitdt umgesetzt wie arteigene elF5Arstufen-Proteine (Reimann et
al. 2004). Die Bildung von‘C-markierten Produkten, zum ein&&€-Homospermidin und
zum anderert’C-elF5A, diente als Maf fir die Aktivitat der rekbimanten Proteine mit
den jeweiligen Substraten und ermdglichte die Kiassrung der rekombinanten Enzyme.
Dabei sind DHS-Enyzme charakterisiert durch dieidiit, den elF5A als Aminobutyl-
Akzeptor zu verwenden. Manche zeigen jedoch auch eiedrige Aktivitdt mit Putrescin
als Akzeptor. Bisher eindeutig als HSS charakientisiEnzyme hingegen kénnen nur Putre-
scin als Aminobutyl-Akzeptor verwenden (Ober et2003b; Nurhayati und Ober 2005).
Abb. 3.4 veranschaulicht diese Charakteristika metsch, der genaue Reaktionsmechanis-

mus ist in Kap. 1.3 ausgefihrt und dargestellt.

A DHS-Aktivitat B HSS-Aktivitat
elF5A . elF5A ,
Vorstufen-Protein =N, __ Putrescin Vorstufen-Protein Putrescin
Spermidin + + Spermidin + Spermidin
elF5A* / \> Homospermidin Homospermidin

Abb. 3.4 Schematische Darstellung der DHS- und HSS-Aktiviéd Die DHS kann sowohl das elF5A-Vor-
stufen-Protein als auch Putrescin als Aminobutyt@&ior verwendenB. Die HSS kann nur Putrescin als
Aminobutyl-Akzeptor umsetzen, hingegen das elF5AsHdfen-Protein kann nicht mehr binden und demnach
nicht umgesetzt werden (Ober et al. 2003b).

In der Tab. 3.6 sind die spezifischen Aktivitat@hkgt/mg) der rekombinanten Proteine
aus I. neej M. quinquefoliaund P. laevigatamit den Substraten elF5A und Putrescin
zusammengefasst. Zusammenfassend konnten von feelgnenzpaar der drei untersuchten
Arten je eine Sequenz als typische DHS bzw. HS$a&herisiert werden. In den Convolvu-
laceen zeichneten sich die Enzyme kodiert durch $Sefuenzen ipomneei_1 und
merrquin_1 durch eine hohe Aktivitdt mit dem eiF¥Arstufen-Protein bei gleichzeitiger
niedriger Aktivitdt mit Putrescin aus. Gleichedftrauf die Sequenz parslaev_1 dislae-
vigata zu. Diese Aktivitaten sind mit den Eigenschaftesr tereits beschriebenen DHS-
Enzyme konform. Auf der anderen Seite zeigten diryme kodiert durch die Sequenzen
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ipomneei_2, merrquin_2 und parslaev_2* eine hoh&va#t mit Putrescin als Substrat,
jedoch eine niedrige bzw. im Fall von merrquin_2 parslaev_2* nicht detektierbare Akti-
vitat mit dem elF5A-Vorstufen-Protein als Subst@amit entsprechen ihre Eigenschaften
denen jener HSS-Proteine, die bereits aus andangiogpermen identifiziert und charakte-
risiert wurden (Ober und Hartmann 1999b; Ober e2@D3b; Reimann et al. 2004). Basie-
rend auf diesen biochemischen Eigenschaften kondienEnzyme, kodiert durch die
Sequenzen ipomneei_1, merrquin_1 und parslaev_DH$® hingegen die Enzyme, kodiert
durch ipomneei_2, merrquin_2 und parslaev_2* alS Hiassifiziert werden.

Tab. 3.6 Spezifische Aktivitat der gereinigten, rekombiremtProteine, deren cDNA-Sequenzen hueeej
M. quinquefolia P. laevigataidentifiziert wurden.

HSS-Assay DHS-Assay
Sequenz Aminobutyl-Akzeptor Putrescin ~ Aminobutyl-Akzeptorr&A 6xHis-tag
ipomneei_1 94 pkat/mg 45 pkat/mg C-terminal
ipomneei_2 1083 pkat/mg 6,3 pkat/mg C-terminal
merrquin_1 96 pkat/mg 53 pkat/mg C-terminal
merrquin_2 1102 pkat/mg nicht detektierbar C-terminal
parslaev_1 274 pkat/mg 288 pkat/mg C-terminal
parslaev_2* 2265 pkat/mg nicht detektierbar N-terminal

¥ die gemessene Radioaktivitéat dieser Proben lagl@@it— 200 dpm im Bereich der Hintergrundstrahlung.
Demnach konnte keine spezifische Aktivitat detektieerden.

3.6. Amplifizierung homologer Sequenzen in weiteretpomoeaArten

Bisher war es gelungen, aus den beiden phylogeheti®it entfernt stehenden Arten
der Convolvulacead, neeiund M. quinquefolia,sowohl HSS- aus auch DHS-Enzyme zu
identifizieren. Fur die phylogenetische Untersuahumnsichtlich der HSS-Rekrutierung
innerhalb dieser Familie mit dem verstreuten Vorkeen an PAs (s. Kap. 1.4.1)war es
erforderlich, weitere HSS- und DHS-kodierende Seqgar zu identifizieren. Hierbei war
das Hauptaugenmerk alifmeyeri(Spreng.) G. DON gerichtet. In den Wurzeln dieser A
wurden Turneforcidin-Derivate, PAs des Trianguligp$, nachgewiesen (Mann 1997).
Interessanterweise zahltmeyerinicht zur Sectio Mina, jener Sektion innerhalb @emn-
volvulaceen, auf die sich das Vorkommen von Esgasattigter Necinbasen konzentriert.

Besonders durch diese systematische Stellung umd\@®kommen eines abweichenden
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PA-Typus stelltd. meyerieinen spannenden Kandidaten fiir die Untersuchend=dolu-
tion der HSS dar. Ahnlich zur GattuMgrremiastellte sich die Frage, ob die HSS in dieser
Art moglicherweise unabhéngig entstanden war.

Auf der Basis der bereits vorhandenen Ergebnissatkoein neuer Versuchsansatz ver-
wendet werden. Vor allem der bereits erwéhnte gréathe Versuch, die DHS-kodierende
cDNA ausl. neeimit genspezifischen Primern fur die DHS-kodierenB®A-Sequenz aus
|. hederifoliazu amplifizieren (s. Kap. 3.2.1) und fur die Exg@®n zu nutzen (s. Kap. 3.3),
gab den Anlass, weitere homologe Sequenzen in weltealpomoeaArten mit diesen
eigentlich genspezifischen Primern zu suchen. \&seizung fur einen Erfolg war eine
besonders hohe Sequenzahnlichkeit Gber die Artgredinweg, wie sie etwa bei den
cDNA-Sequenzen der DHS ausieeiundl. hederifoliamit 98 % zu finden ist. Verwendet
wurden hierzu die Primer zur Amplifizierung der H&&sl. neei (P30+P31) und der DHS
ausl. hederifolia(P7+P29). Dabei ist zu beachten, dass diese Prmtatem Ziel zur Klo-
nierung in den Expressionsvektor pET22b/23a und Algtnipfung eines C-terminalen

6xHis-tag entworfen wurden und damit kein Stoppeodmplifizieren.

Dieser Versuchsansatz wurde auch zur Suche ein&-Kd8ierenden cDNA-Sequenz
ausl. hederifoliaangewendet, die ebenso viaeeilpanguline akkumuliert, mit Platynecin
als Necinbase (Jenett-Siems et al. 1993; JenetisSet al. 1998), und zur Sectio Mina
zahlt. Dariiber hinaus wurde auch die bereits vormBen (2004) publizierte DHS aus
l. hederifoliamit den Primern P8 und P29 erneut amplifiziert ifahiert. In der zitierten
Arbeit war diese Sequenz ohne 6xHis-tag klonientdena und die biochemische Charakteri-
sierung erfolgte mit Proteinextrakten alHscoliKulturen, die das rekombinante Enzym
exprimierten. Fur die Vergleichbarkeit der Daterr yegloch die biochemisch Charakterisie-
rung des gereinigten, rekombinanten Enzyms erfbctier

Fur die PCR-Reaktionen wurden wiederum proof-readdiNA-Polymerasen verwen-
det. Die amplifizierten Produkte wurden analog em thereits charakterisierten Sequenzen
ausl. neej M. quinquefoliaund P. laevigatain Expressionsvektoren kloniert (s. Kap. 3.3).
Die Klonierungsstrategie ist in Tab. 3.7 zusamméggt. Es konnten mit diesem Ansatz
sowohl HSS- als auch DHS-kodierende Sequenzénnmeyeriund I. hederifolia amplifi-
ziert werden. Die DHS- sowie HSS-Sequenzen weisae &toppcodon mit 1146 bp sowie

1128 bp die gleiche Lange wie die homologen Secreand. neeiauf. Sie kodieren Pro-
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teine mit einer molaren Masse von 42,2 kDa (ipommgy 41,5 kDa (ipommey_2),
42,3 kDa (ipomhed_1) und 41,6 kDa (ipomhed_2).

Tab. 3.7 Klonierungsstrategie der ORFs vermutlicher HSS# DidS-kodierender cDNAs adsmeyeriund

I. hederifolia Aufgelistet sind die PCR-Parameter zur Amplifimieg des ORF mit den Primern und der als
Template verwendeten cDNA. Des weiteren sind dieveadeten Expressionsvektoren inklusive der Schnitt
stellen fir die Klonierung angegeben.

Sequenz Expressions- Expressions-  Pflanzenorgan PCR Parameter Lénge des
Primer ® vektor @ zur cDNA OREY
Synthese
ipommey 1 P7for Ndd) pET22b/23a  Blatt” Pfx DNA-Polymerase 1146 bp
P29 rev(Xhd) (Ndd +Xhd) Annealing-Temp. 55°C
40 Zyklen
ipommey 2 P30for Ndd pET22b/23a  Blatt” Pfu DNA-Polymerase, 1128 bp
P31 rey(Xhd) (Ndd +Xhd) Annealing-Temp. 55°C
35 Zyklen
ipomhed_1  P7 for (Ndd pET22b/23a  Spros® Pfx DNA-Polymerase 1146 bp
P29 rev(Xhd) (Ndd +Xhad) Annealing-Temp. 55°C
40 Zyklen
ipomhed_2 P30 for Ndd pET22b/23a  Wurzel” Pfx DNA-Polymerase, 1128 bp
P31 rev(Xhd) (Ndd +Xhd) Annealing-Temp. 55°C

35 Zyklen

¥ in Klammer sind die fur die Klonierung verwendefRestriktionsschnittstellen angegeben

®) cDNA-Synthese mit der Superscript™ Il Reverse Scaiptase (Invitrogen)

° die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgruaer biochemischen Charakterisierung der Gesamésequ
(s. Tab. 3.8)

9 ohne Stoppcodon

Nach der erfolgreichen Etablierung von Expressitasspiden erfolgte die heterologe
Expression irE. coli BL21(DE3)-Zellen und die nachfolgende Reinigung &ombinante
Proteine unter Standardbedingungen wie bereits #ate. 3.3 und 3.4 beschrieben.

In den Assays zur biochemischen Charakterisiersndldp. 3.5) zeigten die rekombi-
nanten Proteine ausmeyeriundl. hederifoliaEigenschaften, die eindeutig mit bereits cha-
rakterisierten DHS- und HSS-Enzymen korrelierteie Ergebnisse der Assays sind in Tab.
3.8 zusammengefasst. Aufgrund dieser Eigenschaftenten die Sequenzen ipommey_1
und ipomhed_1 als DHS-kodierende Sequenzen sowiengey 2 und ipomhed_2 als HSS

kodierende Sequenzen klassifiziert werden.
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Tab. 3.8 Spezifische Aktivitéat der gereinigten, rekombiremProteine, deren cDNA-Sequenzen lanseyeri
und |. hederifoliaidentifiziert wurden.

HSS-Assay DHS-Assay
Sequenz Aminobutyl-Akzeptor Putrescin  Aminobutyl-Akzeptor fPescin 6xHis-tag
ipommey_1 146 pkat/mg 116 pkat/mg C-terminal
ipommey_2 2333 pkat/mg 3 pkat/mg C-terminal
ipomhed_1 333 pkat/mg 200 pkat/mg C-terminal
ipomhed_2 2333 pkat/mg 12 pkat/mg C-terminal

3.7. Expressionsanalysen der HSS und DHS

Nach der erfolgreichen biochemischen Charaktetisgider HSS- und DHS-Sequenzen
(s. Kap. 3.5 und 3.6) stellte sich neben der Retkokison der Phylogenie (s. Kap. 3.8) die
Frage nach der Expression der durch Genduplikatisseinander hervorgegangerness
und dhsGene. Beide durch diese Gene kodierten Enzymeewednen praktisch identi-
schen Reaktionsmechanismus auf (s. Kap. 1.3),aded an vollkommen unterschiedlichen
biologischen Prozessen beteiligt. Diese getrenbiechemischen Aufgaben sind einerseits
durch die unterschiedliche Substratspezifitat beillazyme gewahrleistet. Andererseits
ermdglicht eventuell eine differenzierte Regulatier Expression, wie sie z.B. f@ene-
cio vernalis(Moll et al. 2002) Eupatorium cannabinurfAnke et al. 2004) un&halaenop-
sissp. (Anke et al. 2008) beschrieben worden issalfeunktionstrennung. In wie weit dies
zutrifft bzw. ob diese Differenzierung der Expressbei allerhssGenen zu beobachten ist,
war auch Gegenstand dieser Arbeit. Mit Hilfe denv@&se-Transkription-PCR (RT-PCR)
wurde die Transkription beider Genelimeei I. hederifoliaund P. laevigatauntersucht (s.
Kap. 3.7.1). Vonl. neei und P. laevigatawurden zuséatzlich auch Expressionsstudien auf
Protein-Ebene durchgefuhrt (s. Kap. 3.7.2).

3.7.1. Semiquantitative RT-PCR

Durch die semiquantitative RT-PCR sollte unterswedtden, in welchen Pflanzenorga-
nen diehss und dhsGene transkribiert werden. Nachgewiesen wurdeMtabandensein
der entsprechenden mRNAs. Generell wird die RT-ROR der Qualitat der isolierten
RNA, der cDNA-Synthese sowie der anschlieRenden P&dflusst. Diese drei genannten
Schritte kdnnen den Erfolg der Experimente und dal@ien Aussage malgeblich beein-

flussen. Eine Mdglichkeit, die Aussagekraft der RCR zu Uberprifen, bietet die parallele
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Amplifizierung eines so genannten ,housekeepingegéials externem Standard. Ein sol-
ches Gen sollte konstant in allen zu untersuche@®@meben exprimiert werden und dem-
nach PCR-Produkte gleichbleibender Menge ergelpevielen Fallen wird hierfur die Gly-

cerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) vatete(Apostolakos et al. 1993). In

dem hier untersuchten System stellt allerdingsdtie gewissermal3en ein ,housekeeping
gene”“ dar. Alle bisherigen Untersuchungen deuteaudahin, dass die DHS ubiquitar in

allen Pflanzenorganen exprimiert wird (Moll et 2002; Anke et al. 2004; Nurhayati und
Ober 2005) und auch die ersten Ergebnisse ausigiemea Experimenten sprechen fur eine
konstante Expression. Eine RT-PCR wurde demnachalsuerfolgreich betrachtet, wenn
eine Amplifizierung der DHS-kodierenden cDNA-Sequém allen untersuchten Pflanzen-

organen gelang.

Fur die Durchfihrung der RT-PCR-Experimente wur@sasnt-RNA von den verschie-
denen Pflanzenorganen extrahiert und anschlieleecheDNase I-Verdau unterzogen, um
eine Kontamination mit genomischer DNA und die Aifigierung maglicher Pseudogene
zu vermeiden. Insbesondere Pseudogene die durcbtf@esposition entstanden, sind in
ihrer GroR3e nicht von der cDNA zu unterscheidensidakeine Introns besitzen, und konn-
ten dadurch die Ergebnisse der RT-PCR verfalscNerh@yati und Ober 2005; Nurhayati
et al. 2009). Fur die eigentliche PCR-Reaktion wargeweils 1 pg Gesamt-RNA mit Hilfe
der reversen Transkriptase umgeschrieben und Ilg@nuesultierenden cDNA als Vorlage
eingesetzt. Als Primer wurden die genspezifischemé?, welche die Amplifikation des
gesamten ORF ermdoglichten, verwendet. Fiveeiund|. hederifoliasind dies die Primer
P30/P31 fur die HSS- sowie P7/P29 fir den NachaeisDHS-kodierenden mRNA. Ana-
log dazu wurden die Primer P40/P41 fur die Ampkfimng der HSS- sowie P36/P37 fur
die Amplifizierung der DHS-kodierenden mRNA d@slaevigataverwendet. Die erwartete
GroRRe der PCR-Produkte der HSS- sowie der DHS-kexilen Sequenzen lag bei etwa
1200 bp.
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Abb. 3.5 Semiquantitative RT-PCR vdnneei(A) undP. laevigata(B). Die Reverse Transkription wurde mit
RNA aus verschiedenen Pflanzenorganen durchgefdiatPCR erfolgte mit genspezifischen Primern figr d
HSS und DHS der jeweiligen Ard. Gelelektrophorese der PCR-Produkte (35 Zyklen)aBNA aus jungen
Sprossspitzen, Blattern, Sprossachse und WurzéValsge, wobei jeweils 1,0 pl eingesetzt wurdere D
PCR erfolgte mit dePfu DNA-Polymerase im Fall voh neeisowie derTaq DNA-Polymerase im Fall von

P. laevigatab. Gelelektrophorese der isolierten Gesamt-RNA ars aben genannten Pflanzenorganen, die
zur cDNA-Synthese eingesetzt wurde.

i
I
®

In Abb. 3.5 sind die Ergebnisse der RT-PCR-Verswohe . neei sowie P. laevigata
gezeigt. Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus denrsokgedlichen Pflanzenorganen von
I. neeiwurde eine Pflanze aus dem Gewéachshaus (s. KRpv&wendet. Die RNA-Isolie-
rung erfolgte zunachst mit dem NucleoSpiRNA/Protein Kit von Macherey-Nagel mit
einer anschlieRenden cDNA-Synthese mit der Supptdtr reversen Transkriptase. Eine
Amplifizierung der DHS-kodierenden cDNA mit cDNA suden Blattern und Wurzeln
gelang jedoch nicht. Nach einer erneuten RNA-Isotig aus beiden Organen mit dem TRI-
zol reagent (Invitrogen) und anschlieliender cDNAtBgse, ebenfalls mit Superscript lll,
konnte jedoch die DHS-kodierende cDNA nachgewiegerden. Im Fall vorP. laevigata
wurde eine Pflanze aus der Sterilkultur (s. Kap) 2rzerwendet. Die RNA-Isolierung
erfolgte hier zunachst mit Hilfe des TRIzol reagentl die cDNA-Synthese mit der Supers-
cript Il reversen Transkriptase. Da jedoch, &hnliak beil. neej in den Wurzeln keine
DHS-kodierende cDNA amplifiziert werden konnte, deiraus den Wurzeln nochmals
RNA isoliert. Bei diesem zweiten Versuch wurde ¢gRbleasy Plant Minikits* zur RNA-
Isolierung verwendet. Mit dieser RNA als Ausgangsqiuder cDNA-Synthese gelang eine
Amplifizierung. Beide Beispiele, die RT-PCR vameeisowieP. laevigata belegen deut-
lich, wie stark die Methode der RNA-Isolierung dpealitat der isolierten RNA und somit
den Erfolg der RT-PCR beeinflusst. Welche MethoateBesten geeignet war, konnte nur
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durch empirische Versuche ermittelt werden. Zudexreken auch unterschiedliche DNA-
Polymerasen unterschiedliche Ergebnisse. KonntBarapiel vonl. neeizwar mit derPfu
DNA-Polymerase in allen Pflanzenorganen die DHSik@thde cDNA amplifiziert werden
(s. Abb. 3.5), schlug die Amplifizierung mit déaq DNA-Polymerase fehl (nicht abgebil-
det). Daraus wird die essentielle Bedeutung eirtasdards zur Uberprifung der RT-PCR
ersichtlich aber auch die Problematik der Verglearkeit verschiedener Pflanzenorgane
und Gewebe. Die stark variierende Zusammensetzangntaltsstoffe in den verschiede-
nen Pflanzenorganen beeinflusst zum einen die RdAerung maligeblich, zum anderen
kann auch der Erfolg der reversen Transkriptionudettl gestort werden. Die Uberpriifung
der RNA durch Agarose-Gelelektrophorese sowie dimti@nten aus Of/OD,g und
OD26o/OD230 bei der photometrischen Quantifizierung der RNArk@n hierbei Hinweise auf
Verunreinigungen geben. Aussagen zur Quantitahdeingewiesenen Transkripte sind ins-
gesamt problematisch. Vorwiegend kann durch dies¢hdle hauptsachlich das Vorhan-
densein eines Transkriptes nachgewiesen werderBIMk auf diese Problematik sind die
Ergebnisse der RT-PCR zu bewerten. So konnte dig-katlierende mRNA bzw. cDNA in
den mit verschiedenen Pflanzenorganen Rolaevigatanur in variierender Quantitat nach-
gewiesen werden womit der interne Standard stdrwackt. Diesbezuglich sind flr dieses
Experiment gquantitative Aussagen besonders sclyvigedoch das Vorhandensein der
HSS-kodierende mRNA bzw. cDNA konnte Uberprift veerdHier erwiesen sich die Wur-
zeln und Blattern als positiv hinsichtlich der HESpression (s. Abb. 3.5). Die RT-PCR bei
l. neeiergab mit cDNA aus allen untersuchten Pflanzermmgaum einen eine regelmalige
Amplifikation der DHS-kodierenden cDNA sowie zumdanen auch eine positive Amplifi-
kation der HSS-kodierenden cDNA in allen Pflanzgaoen, jedoch mit unterschiedlich
intensiven Banden in der Agarose-GelelektrophorBge starkste Bande war hierbei in den
Wurzeln zu finden. In einem wiederholten RT-PCR-&xment von. neeimit Pflanzenma-
terial einer im Gewachshaus gezogenen Pflanzelfs. 3.6) wurde die cDNA photome-
trisch quantifiziert, wodurch genau definierte Mengals Vorlage in der PCR eingesetzt
werden konnten. Zudem wurden nach 25, 30 und 3%eAy#er PCR Aliquots elektrophore-
tisch aufgetrennt. Dadurch konnte die Zunahme d&R-Produkte verfolgt werden. Eine
Analyse nur am Ende der PCR bericksichtigt nicit sigmoiden Verlauf der PCR, denn
besonders bei hohen Transkriptmengen treten gegdae Ber PCR limitierende Faktoren
auf, wie etwa das dNTPs aufgebraucht sind, undPdR stagniert. Ladsst man die PCR bis

zu dieser Stagnation laufen, sind Unterschiede cheis den Proben unter Umstanden
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Abb. 3.6 Semiquantitative RT-PCR vonneei Die Reverse Transkription wurde mit Ge-
samt-RNA aus verschiedenen Pflanzenorganen duridgeDie PCR erfolgte mit genspe-
zifischen Primern fur die HSS (P30/P31) und DHSRRY) bei einer Annealing-Temperatur
von 50°C. Als Vorlage wurden cDNA aus jungen Spsp#gen, Blattern, Sprossachse bzw.
Wurzeln (jeweils 100 ng) eingesetzt. Die Amplifikeat erfolgte mit dePfu DNA-Polyme-
rase.A. Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte n&cB®und 35 Zyklen der PCR-
Reaktion.B. Gelelektrophorese der isolierten Gesamt-RNA ars aben genannten Pflan-
zenorganen. RNA Isolierung erfolgte mit dem RNeRfnt Minikit im Fall der Sprossspit-
zen, bei den Ubrigen Proben mittels TRIzol reagAnt. Anschluss daran wurde die RNA
mit der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transdepe umgeschrieben.

nicht mehr zu erkennen. In diesem Experiment kowditeanndhernd gleichméfige Tran-
skription der DHS in allen untersuchten Pflanzeaaen bestétigt werden. Zudem konnte

die Transkription der HSS in allen untersuchteraffenorganen bestatigt werden, aller-
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dings war in den Proben aus Sprossachse und jiBmessspitze nun eine ahnlich starke

Bande nachweisbar wie in den Wurzeln.

Eine weitere RT-PCR wurde mit verschiedenen Pflaomgnen vonl. hederifolia
durchgefuhrt (s. Abb. 3.7). Das zur RNA-Isolierwgywendete Pflanzenmaterial stammte
ebenfalls von einer im Gewéchshaus kultiviertemafde (s. Kap. 2.1). Eine Quantifizierung
der eingesetzten cDNA erfolgte in dem Fall nichd.viurde routinemafig 1,0 pl cDNA als
Template verwendet, die fir jede Probe in gleidhMaise aus 1,0 ug Gesamt-RNA umge-
schrieben wurde. Eine Probennahme mit anschlieexidktrophoretischer Auftrennung
erfolgte ebenfalls nach 25, 30 und 35 Zyklen umalieahme der PCR-Produkte zu verfol-
gen. Auch in dieser RT-PCR konnte in allen untdngerc Pflanzenorganen die DHS-kodie-
rende mRNA nachgewiesen werden. Damit war die netéfontrolle der RT-PCR positiv.
Betrachtet man die Transkription der HSS, so edjalRT-PCR deutliche HSS-Banden in
den Wurzeln, der Sprossachse sowie in jungen Spivasn nach bereits 30 Zyklen der
PCR-Vervielfachung. Im Vergleich duneeischeint damit die HSS in hederifoliaahnli-
che reguliert zu werden, in beiden Pflanzen istBhade in der Probe aus den Blattern am
schwachsten. Die Ergebnisse der semiquantitativiei?®R sprechen somit fir die Haupt-
expression der HSS in den Wurzeln und SprossspiZzies sollte auf Proteinebene verifi-

ziert werden (s. Kap. 3.7.2).
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Abb. 3.7 Semiquantitative RT-PCR voh hederifolia Die Reverse Transkription
wurde mit Gesamt-RNA aus verschiedenen Pflanzenergdurchgefihrt. Die PCR
erfolgte mit genspezifischen Primern fir die HSSOQ#P31) und DHS (P7/P29) bei
einer Annealing-Temperatur von 55°C. Als Vorlageraas cDNA aus jungen
Sprossspitzen, Blattern, Sprossachse bzw. Wurjeleis 1,0 ul) eingesetzt. Die
Amplifikation erfolgte mit defTaq DNA-PolymeraseA. Agarose-Gelelektrophorese
die PCR-Produkte nach 25, 30 und 35 Zyklen der ReRktion.B. Gelelektropho-
rese der isolierten Gesamt-RNA aus den oben gemamitanzenorganen. RNA Iso-
lierung erfolgte mit dem RNeasy Plant Minikit imIFaer Wurzeln, bei den tbrigen
Proben mittels TRIzol reagent. Am Anschluss darande die RNA mit der Supers-
cript Il reversen Transkriptase umgeschrieben.

3.7.2.  Expressionsanalysen der HSS und DHS mit Hiliemnmunologischer Methoden

Ergénzend zu den Expressionsanalysenhdsrund dhsGene durch die semiquantita-
tive RT-PCR auf Transkriptionsebene (s. Kap. 3.8dl}te die Anwendung immunologi-
scher Methoden die Untersuchung der ExpressiondaufProteinebene erméglichen. Es

wurden dazu polyklonale Antikdrper, gerichtet gegleaxs HSS-Protein aus den Versuchs-
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pflanzen|. neei sowie P. laevigata bendétigt (s. Kap. 3.7.2.1). Auf einen Nachweis de
DHS-Proteine mit Hilfe immunologischer Nachweistei&en wurde im Rahmen dieser
Arbeit verzichtet. Bereits vorhergehende Arbeit@mken zu der Vermutung, dass eine im
Vergleich zumhssGen niedrige Expression ddesGens zu einer Proteinmenge fihrt, die

unter der Nachweisgrenze immunologischer Methoigr (Moll et al. 2002).

3.7.2.1. Produktion, Reinigung und Spezifitatsarelysr gereinigten polyklonalen Anti-
korper

In einer Auftragsimmunisierung wurden polyklonalatikorper gegen die HSS beider
Versuchspflanzen hergestellt. Zur Uberwachung desunisierungsvorgangs und der Bil-
dung der spezifischen Antikdrper wurden PraimmunseiSerum nach der 1. und 2. Immu-
nisierung (,first-, und ,second-bleeding“) sowieslinale Serum (,final-bleeding”“, s. Kap.
2.4.1) in Western-Blots uberprift. Es wurden dagfinterte Mengen an rekombinanter
DHS sowie HSS im SDS-Gel aufgetrennt, auf eine P\KBd#mbran geblottet und anschlie-
Bend mit Serum als Western-Blot entwickelt. Einéolgreiche Antikdrper-Produktion
konnte durch die Detektion des Antigens infolge Beglens spezifischer Antikorper nach-
gewiesen werden. Antikbrper gegen die HSS-Proteader Versuchspflanzeh,neeiund
P. laevigata konnten mit diesem Versuchsansatz in den Seremgeaviesen werden, wéah-

rend die Praimmunseren keine Signale ergaben.

Fur die nachfolgenden Untersuchungen (s. Kap. 27uad 3.7.2.3), bei denen als
Methoden der Western-Blot und diesitu— Immunolokalisation eingesetzt wurden, muss-
ten die spezifischen Antikoérper gereinigt werdenn®piell kbnnte fur Western-Blots das
Serum eingesetzt werden, allerdings sind dabeumspezifische Hintergrund-Signale sto-

rend. Aus gleichem Grund erfordert dhesitu-Immunolokalisation gereinigte Antikorper.

Die Reinigung der polyklonalen Antikorper erfolgiber Antigen-Affinitatschromato-
graphie. Das Antigen, sprich die rekombinante, igegee HSS der jeweiligen Pflanzenart,
wurde kovalent an eine CNBr-aktivierte Sepharosd3™ydbunden (s. Kap. 2.4.2). An diese
immobilisierten Antigen-Proteine wurden die Antig@r aus dem Serum reversibel gebun-
den und nach mehreren Waschschritten wieder miggeem Puffer eluiert. Die Antigen-
Antikdrper Bindung ist gewdhnlich in wassrigen Fuff mit physiologischen pH und ioni-
scher Starke am effizientesten. Die Elution kanrckllyeréanderungen des pH-Wertes oder

der ionischen Stéarke erreicht werden. Die optimdutionsbedingungen waren fir die
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jeweilige Reinigung zu ermitteln. Im Falle der Adirper gegen die HSS auseeierwies
sich eine Elution durch einen sauren pH-Wert (pH¥2Js optimal. Hingegen konnten die
Antikdrper gegen die HSS afs laevigatamit alkalischen Puffer (pH=11,5) eluiert werden.
Die gereinigten Antikdrper wurden aufkonzentriendun Aliquots bei —80°C bis zur Ver-
wendung gelagert. Dabei konnten die Antikoérper Uther Absorption bei 280 nm grob
guantifiziert werden. IgG Antikdrper, welche diech8te Konzentration in Seren aufweisen
und hier gereinigt wurden, besitzen bei der Wellegk von 280 nm und bei einer Konzen-
tration von 1 mg/ml eine Absorption von 1,35. Deeafische Antikbper gegen die HSS
ausl. neei(antiHSSneei) wurde bis auf 1,8 mg/ml und der gigehe Antikdper gegen die

HSS aud. laevigata(antiHSSpars) bis auf 1,2 mg/ml aufkonzentriert.

Nach der Reinigung wurde in einem ersten Schr@tQknsitivitat der AntikGrper sowie
deren Spezifitdt fur die HSS im Vergleich zur DHBeipruft. Besonders aufgrund der
hohen Aminosaure-Sequenz-ldentitat zwischen HSSDHE aud. neeivon 88%, und aus
P. laevigatavon 89%, war eine Kreuzreaktivitat der Antikorgerbertcksichtigen. Es wur-
den dazu Western-Blots mit dem affinitdtsgereimgtspezifischen Antikdrper durchge-
fuhrt, wobei definierte Mengen an gereinigter, makmanter HSS sowie DHS mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlielen geblottet wurtiteAbb. 3.8 sind diese Western-Blots
dargestellt. Im Falle voh neeizeigte der gegen die HSS gerichtete Antikérpehaine
Affinitat zu der DHS, die jedoch etwa 4-fach schhwcwar, als die gegen die HSS. Konn-
ten 2,5 ng der rekombinanten HSS noch ein nachgewieerden, so wurden als geringste
Menge an rekombinanter DHS 10 ng detektiert. Gdinstalie Sensitivitat des Antikdrpers
mit einer Nachweisgrenze von 2,5 ng an rekombimad&S jedoch relativ hoch. Im Ver-
gleich dazu zeigte der gereinigte Antikdrper gedenHSS au$. laevigatakeine Kreuzre-
aktivitat gegenuber der DHS bei den eingesetztengdie von 2,5-100 ng. Allerdings ist
auch die Sensitivitat gegentber der HSS geringerbal dem antiHSSneei Antikérper.
25 ng an rekombinanter HSS war die geringste natbktlerbare Menge. Dabei kam der
Antikdrper im Western-Blot in einer Verdunnung voaor 1:2.000 zum Einsatz. Im Ver-
gleich dazu wurde antiHSSneei in einer 1:10.000dWenung eingesetzt. Diese niedrige
Sensitivitat von antiHSSpars kénnte mdglicherweigse der basischen Elution resultieren.
Generell gilt die Elution von der Affinitdtssauleittals niedrigen pH-Wert als sanfteste
Methode. Der hohe pH-Wert der basischen Elutiomk&wnlurchaus nachteilige Effekte auf
die Struktur und damit auf die spezifische Bindefkbit des Antikdrpers mit sich bringen.



Expressionsanalysen der HSS und DHS mit Hilfe imohogischer Methoden 84

prestained molecular weight

DHS 100 ng
DHS 25 ng
DHS 10 ng
DHS 2.5 ng
marker (Fermentas)
HSS 100 ng
HSS 25 ng
HSS 10 ng
HSS 2.5 ng

prestained molecular weight

N
|
g
= 1
g

HSS 100 ng
HSS 25 ng
HSS 10 ng
HSS 2.5 ng
marker (Fermentas)
DHS 100 ng
DHS 25 ng
DHS 10 ng
DHS 2.5 ng

45 kDa
45 kDA —_—

»

‘
§

Abb. 3.8 Spezifitatsanalyse der affinitatsgereinigten H38H&rper gegen HSS und DHS duseei(A) und

P. laevigata(B). Definierte Mengen von HSS und DHS wurden im SB&-aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran geblottet. Im Anschluss an die Inkubatiah dem spezifischen HSS-Antikérper und dem sekun-
daren Antikorper (1:3.300) erfolgte die Detektioit dem ECL-Kit. Die Inkubation mit dem spezifisch&n-
tikdrper antiHSSneei (O 2,4) erfolgte in einer Verdiinnung von 1:10.0@0b) und die mit antiHSSpars
(OD2g 1,6) in einer Verdiinnung von 1:2.0@.1§). Nach dem spezifischen Nachweis wurde die Membrin
Indian-Ink angefarbt. Dadurch konnte der gleichgéRiransfer der Proteine aus dem Gel auf die Membra

Uberwacht werdenA(a undB.a).

3.7.2.2. Pflanzenorganspezifische Expression der HSS

Mit Hilfe der gereinigten Antikdrper konnten nuredeigentlichen Expressionsanalysen
der HSS auf Proteinebene durchgefiihrt werden. Barde Gesamtprotein aus verschiede-
nen Pflanzenorganen extrahiert (Wurzeln, SprossadBkitter und Sprossspitze) und in
Western-Blots analysiert (s. Kap. 2.4.3). Jewellsug Gesamtprotein wurden zuerst mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend auf eine PMBRbran geblottet. In den ersten
Versuchen von Western-Blots mit Proteinextraktes laneeibereitete Proteinabbau wah-
rend der Extraktion Probleme, ahnlich wie beregisNiemduller (2007) geschildert. Anstelle
des erwarteten Signals bei 45 kDa konnten nur &gné der Grof3e 18 und 26 kDa detek-
tiert werden. Diese Banden waren besonders staderinWurzeln. Durch den Zusatz von
Protease-Inhibitoren zu dem Protein-Extraktionsdtukonnte der Proteinabbau reduziert
werden und es konnte ein deutliches Signal furHES mit einer Grol3e von 45 kDa in
Wurzelextrakten nachgewiesen werden (s. Abb. @jiber hinaus konnte auch in der
Probe aus Sprossachsen ein schwaches Signal gefuredden. Allerdings war hier eine

Doppelbande zu sehen. Woher diese Doppelbande isihrticht geklart. Dies ware noch

gesondert zu untersuchen.
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Abb. 3.9 Western-Blot verschiedener Pflanzenorganelansei Jeweils 20 g isoliertes Gesamtprotein aus
Wurzeln, Sprossachse, Blatter und jungen Sprogsspiturden im SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF
Membran geblottet. Im Anschluss an die Inkubatioih deem primaren Antikérper (antiHSSneei 1:10.000,
OD2g 2,4) und dem sekundaren Antikdrper (1:3.300) gtéotdie Detektion mit dem ECL-Ki#). Nach dem
spezifischen Nachweis wurde die Membran mit Indidn-angefarbt. Dadurch konnte der gleichmaRige
Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membbanviacht werdenB).

Ein weiteres Experiment, bei dem mit Hilfe einetskion Macherey und Nagel Proteine
sowie RNA aus einer Pflanzenprobe extrahiert wuyr@emoglichte die parallele Untersu-
chung der Expression auf RNA- und Proteinebene eim@n mit Hilfe der semiquantitati-
ven RT-PCR, zum anderen mit Hilfe des Western-BIbts bisherigen Ergebnisse konnten
in diesem Experiment bestatigt werden. Die HSS@ide cDNA wurde in allen Organen
nachgewiesen, mit der starksten Bande mit cDNAdmrs Wurzeln und Sprossspitzen als
Vorlage. Das HSS-Protein konnte im Western-Blot eumdeutig in den Wurzeln nachge-
wiesen werden. Neben dem HSS-Signal mit einer GvoRRe45 kDa traten allerdings auch
wieder die bereits bekannten Abbaubanden auf. AlgRerzeigte sich wieder die bereits
oben beschriebene schwache Doppelbande auf HOh&188¢Signals in Extrakten aus
Sprossachse und Sprossspitzen (Ergebnisse nidestieltt). Hervorzuheben ist der beob-
achtete Unterschied zwischen dem Nachweis der HRNAn die durch die semiquantitati-
ven RT-PCR in allen untersuchten Pflanzenorganehgewiesen werden konnte, und dem
auf die Wurzel beschrankten Nachweis des HSS-Potei
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Neben diesen Pflanzenorgan-spezifischen Untersgemuder HSS-Expression auf Pro-
teinebene wurden vanneeiauch die Expressionsmuster von Pflanzen aus eeitkattur
mit denen aus dem Gewachshaus verglichen. Dabehienen die Pflanzen aus dem
Gewaéchshaus fur Expressionsstudien besser geeigisein. Die HSS-Signale im Western-
Blot von Proteinextrakten aus der Sterilkultur waeutlich schwacher. Dartiber hinaus
wurde auch eine zeitliche Beschrankung der HSSdsgiwn in Abhangigkeit bestimmter
Vegetationsperioden mit in Betracht gezogen, weeetwa beEupatorium cannabinurh.
(Asteraceae) auftritt. Bei dieser Art ist die Exgmien der HSS in den Wurzeln nur bis zum
Zeitpunkt der Blutendffnung nachweisbar (Anke e28l04). Um diesen temporalen Aspekt
zu untersuchen, wurde zu unterschiedlichen ZeitmiPflanzenmaterial der Gewéchs-
hauspflanze gesammelt. Dabei gelang tatsachlidtt bai allen Proben der HSS-Nachweis,
allerdings war keine klare Korrelation zu einer tesiten Vegetationsperiode oder den

Entwicklungszustand der Pflanzen erkennbar.

Western-Blots von Proteinextrakten aus verschieddPiganzenorganen voR. laevi-
gata ergaben keine spezifischen Signale obwohl in RRR&htersuchungen in Bléattern
und Wurzeln eindeutig die mRNA der HSS nachgewieserden konnte (s. Kap. 3.7).
Jedoch gilt die RT-PCR im Vergleich zu Western-Blats deutlich sensitivere Methode.
Maglicherweise lag die Menge an exprimiertem HS8tn unterhalb der Nachweisgrenze
des spezifischen Antikorpers (antiHSSpars). Dieshexint besonders unter Beriicksichti-
gung der im Vergleich zum antiHSSneei niedrigens8mitat denkbar (s. Kap. 3.7.2.1). Es
wurden daher hohere Mengen an Gesamtprotein kesnen Menge von 50 pg in der SDS-
PAGE eingesetzt. Aber auch in diesen Ansatzen \earekDetektion der HSS mdglich.
Auch weitere Modifikationen bezlglich Extraktionsimede und Extraktionspuffer sowie
beim Blocken der Blotmembran und bei der Antikdnplanbation erbrachten keinen Erfolg.
Letztlich gelang es nicht, das HSS-Protein in Gégesteinextrakten aus den Pflanzenorga-
nen nachzuweisen, in denen die RT-PCR positiveahgfiir die HSS-kodierende cDNA
ergab. Dies kann auf den Antikérper bzw. auf dighdde des Western-Blots zuriickzufiih-
ren sein. Es ist nicht zu vergessen, dass im WeBtiet gegentber der RT-PCR der Ver-
vielfaltigungsschritt der zu untersuchenden Proleetfallt. Bereits in vorhergehenden
Arbeiten zur Expression von HSS und DHS korreliertie Ergebnisse aus der RT-PCR
nicht immer mit denen aus Western-Blots. Zwar kenint allen Geweben, in denen das

HSS-Protein nachgewiesen wurde, auch die mRNA reagiegen werden, jedoch umge-
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kehrt war dies nicht moglich (Anke et al. 2004; iigdler 2007). Auch bel. neeistimmen
die Signale von RT-PCR und Western-Blot nicht Uimer8o konnte die HSS-mRNA in
allen untersuchten Pflanzenorganen nachgewiesetiewejedoch das HSS-Protein nur in
Proteinextrakten aus Wurzeln. Die UnterschiedeeinMethodik kdnnen diese Differenzen
verursachen. Ein weiterer, nicht zu vernachlassigeriFaktor ist der Umstand, dass die
MRNA-Haufigkeit nicht zwingend mit der Proteinmenrgereliert (Gygi et al. 1999). Beide
Faktoren kdnnen zu den negativen Ergebnissen aulV@stern-Blots miP. laevigatafiih-

ren.

Versuche zur zell- und gewebespezifischen Lokatisatler HSS wurden trotz dieser
negativen Ergebnisse im Western-Blot auchHulaevigatadurchgefuhrt (s. Kap. 3.7.2.3).
Bedenkt man die zum Teil auf wenige Zellen besdttgiExpression der HSS in anderen
Arten (Moll et al. 2002; Niemdller 2007; Anke et &008), so kdonnte die Extraktion von
Gesamtprotein das HSS-Protein so stark verdunredgss es unterhalb der Nachweis-
grenze des antiHSSpars-Antikorper sinkt. In idesiti-lmmunolokalisation wirden jedoch
die Konzentrationsverhéaltnisse nicht verandert lbiceiner hohen Konzentration an HSS in

wenigen Zellen kénnte ein Nachweis mit Hilfe destd8Spars Antikérper gelingen.
3.7.2.3.  Zell- und gewebespezifische Expressiot&&

Nachdem im Fall voh neeidie Ergebnisse aus der semiquantitativen RT-PGRdem
Western-Blot fur die Wurzeln als Hauptexpressionger HSS sprachen, konnte gezielt in
den Wurzeln die gewebespezifische Expression urdbtsverden. Verwendet wurde dazu
die Methode dein sitrimmunolokalisation in histologischen Querschnittem 3-4 pm
Dicken (s. Kap. 2.4.4). Die Versuche konzentriersgch dabei auf Wurzeln von im
Gewéchshaus gezogenen Pflanzen, da sich diese ggmmiBisherigen Untersuchungen
besser als Sterilkulturpflanzen fur Expressionsstué@igneten. Die Immunomarkierung der
HSS erfolgte mit dem auch im Western-Blot eingdsetaffinitatsgereinigten, spezifischen
Antikdrper antiHSSneei. Eine positive Antikorperthumg wurde mit Hilfe eines sekundaren
Antikorper visualisiert, der durch eine Farbstoffkiarung eine griine Fluoreszenz bei UV-

Licht (450-490 nm) zeigt. Die Detektion erfolgtetminem Fluoreszenzmikroskop.

Nach Versuchen mit unterschiedlichen SegmentenWiarzeln konnte schlie3lich in
Querschnitten der Wurzelhaarzone eine spezifischkigrung nachgewiesen werden, wel-
che in Abb. 3.10 abgebildet ist. Zu erkennen istRlhizodermis mit den Wurzelhaaren, die
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beide bei der eingesetzten Wellenlange von 495 inm gelbe Autofluoreszenz aufweisen.
Die spezifische Markierung, erkennbar durch dietld#ugriine Fluoreszenz, beschrankt

sich auf die unterhalb der Rhizodermis liegendér&ble — der Exodermis.

50 um 50 pm

Abb. 3.10in sit-immunolokalisation junger Wurzeln vdnneeiim Bereich der Wurzelhaarzone. In Abbil-
dungA ist ein Querschnitt gezeigt. Abbildurgy stellt einen Ausschnitt aus Abbildug dar. Zu erkennen
sind die Wurzelhaare und die Rhizodermis mit gelbigenfluoreszenz sowie der Zentralzylinder mitzeln
nen LeitgefaRen des Xylem. Die Markierung beschraidh auf die Exodermis. Der Schnitt wurde mit an-
tiHSSneei in einer 1:50-Verdinnung zur spezifisckekennung der HSS inkubiert. Die Schnittdicke &gtr

4 ul. Verwendete Abkiirzungen: Rh-Rhizodermis, Exdiermis, LG-Leitgefal3, P-Parenchym, WH-Wurzel-
haar.

Da auch in der cDNA aus Sprossachsen und jungers§gpitzen die HSS-kodierende
MRNA nachgewiesen wurde und im Western-Blot dieitererwahnten Doppelbanden zu
beobachten waren, wurden ebenfalls QuerschnitteediBflanzenorgane angefertigt und
untersucht. Allerdings konnte keine spezifische h&aung nachgewiesen werden. Somit
bestéatigen die Ergebnisse desiti-lmmunolokalisation die Wurzeln als Hauptexpression
ort der HSS. Zudem scheinen hier nur wenige Zallerder Expression beteiligt zu sein.
Diese spezifische Expression der HSS in nur wenigellen wurde bereits fir mehrere
Arten beschrieben (Niemuller 2007; Anke et al. 20 ist z. B. die HSS i. vernalis
nur in wenigen Zellen der Endodermis und des azgmahen Rindenparenchyms nachweis-
bar (Moll et al. 2002).

In wiederholten Versuchen deén sitrimmunolokalisation konnte diese Markierung
nicht immer nachgewiesen werden. Da bereits dielingse aus den Western-Blots darauf
hindeuteten, dass die Expression von bisher uninédar-aktoren abhangig ist, missten

auch die Versuche der Immunolokalisation systematis;nd umfassend auf Pflanzen ver-
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schiedener Entwicklungsstadien ausgeweitet werD@as war jedoch im zeitlich begrenz-
ten Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Letztliagkbgn diese Ergebnisse aber Hinweise

auf eine nicht konstitutive Expression der HSSen\Wurzelspitze.

Fur P. laevigatawurde analog zu. neeidie zell- und gewebespezifischen Expression
der HSS auf Proteinebene untersucht. Allerdingsiteorm Gegensatz 2uneeiin Western-
Blots kein Pflanzenorgan mit deutlicher HSS-Exp@ssuf Proteinebene identifiziert wer-
den (s. Kap. 3.7.2.2). Hinweise auf den Ort derrésgion lieferten nur die RT-PCR-Expe-
rimente (s. Abb. 3.5., Kap. 3.7.1). Hier konnteBil&ttern sowie Wurzeln die HSS-kodie-
rende mRNA nachgewiesen werden. In keinem der beRflanzenorgane gelang jedoch
ein immunologischer Nachweis der HSS im Rahmenimsitudmmunolokalisation Wie
bereits unter Kap. 3.7.2.2 ausgefuhrt, kdnnte ddi#iSensitivitat des Antikdrpers mit ver-
antwortlich sein. Im Rahmen dieser Arbeit konntesd Probleme nicht gelést werden. Es

bliebe noch die Méglichkeit zur Optimierung der kitperreinigung.

3.7.3. Genomische Struktur dethss-und dhs-Gene

Einen wichtigen Punkt dieser Arbeit stellten phyogtische Untersuchungen zur Evo-
lution der HSS dar (s. Kap. 1.4.1). Fur diese Untelhungen stellten die identifizierten
MRNA- bzw. cDNA Sequenzen die Basis dar. Zusatelidimweise auf die Evolution kon-
nen generell aus der genomische Organisation atejelerden. Die vererbte Intron-Exon-
Struktur kann als weiteres Merkmal herangezogem&erDeshalb wurde im Rahmen die-
ser Arbeit aus den VersuchspflanzZemeei und P. laevigatadie hss-und dhsGene mit
Hilfe der PCR vervielfacht und flr nachfolgende &maganalysen kloniert. Als Primer
kamen die fur die Expression entworfenen gensgseriéin Primer zum Einsatz. Ein Richt-
wert fur die Lange der PCR-Produkte lieferten leréiekanntehss- und dhsGene aus
anderen Arten mit einer Lange von 5 — 8 kb. Fur Almplifizierung solch relativ langer
DNA-Fragmente wurde die speziell fir solche Anwergkn entwickelte AccuTag™ LA
DNA Polymerase verwendet. Die genauen PCR Parametedie verwendeten Primer sind
in Tabelle 3.8. aufgelistet. Generell war im Veighezum PCR-Temperaturprogramm mit
cDNA eine kurzere Denaturierungsphase von nur 1Kurigken erforderlich. Auch die
Annealingphase war auf 20 bis 30 Sekunden verkiitirtgegen wurde die Elongations-
phase in Anbetracht der langen PCR-Produkte aiidQten verlangert. Ebenso wurde die

abschliel3ende Elongationsphase auf 30 Minuten dabgé
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Dieser PCR-Ansatz, zusammengefasst in Tab. 3.9teflihit genomischer DNA aus
P. laevigataals Vorlage und bei Verwendung der DHS-spezifiacReimer P36/P37 zur
Amplifizierung eines 3,5 kb langen DNA-Fragmentsveeines 2,0 kb langen Fragments
mit den HSS-spezifischen Primern P40/P41. Im Fallvneeigelang es allerdings nur, das
dhsGen mit einer Lange von 2,7 kb mit den PrimernPR% zu vervielfaltigen. Die PCR
mit den entsprechenden HSS-spezifischen Primer®/PB3) flhrte zu keiner Bande.
Jedoch gelang mit der Kombination des 3'-RACE fodaRrimer P6 und den reverse Pri-
mer P31 die Amplifikation des 3'-Endes desGens [iss-). Dieses Fragment mit 1,9 kb
enthielt 4 Introns und reichte bis zum Stoppcodon 3-Ende. Um die Sequenz im 5'-
Bereich zu komplettieren, wurde die Methode deersen PCR eingesetzt (s. Kap. 2.2.16).
Nach einem Restriktionsverdau riipnl und einer PCR mit den fur die inverse PCR ent-
worfenen Primern P42/P43 konnte ein 3,1 kb langagrient amplifiziert werderh§s-3.
Allerdings war das 5'-Ende des Gens nicht erreloh¢inem weiteren PCR-Ansatz mit dem
fur die Amplifikation des ORF entworfenen forwardsRer P30 und einem genspezifischen
reverse-Primer (P44), der anhand des bereits bekaBereiches der genomischen Sequenz
entworfen wurde, gelang letztlich auch die Amp#filon des 5'-Endes. Das in diesem
Ansatz amplifizierte 1,2 kb lange Fragmeihis$-3 enthielt das bereits aus der cDNA
bekannte Startcodon und somit den Beginn des kerliless Bereiches. Diese drei Teilse-
guenzen wurden mit Hilfe der GCG Software zum vatisigenhssGen mit einer Lange

von 5,5 kb zusammengesetzt.

Zusatzlich wurde dashssGen ausl. hederifolia identifiziert. Anlass dafir gaben
zunachst anfangliche Schwierigkeiten bei der Aniaiion der HSS-kodierenden cDNA
aus dieser Art, die jedoch uberwunden werden konni¥er Vorteil des genomischen
Ansatzes lag in der Unabhangigkeit gegeniber derdssion des Gens. Die Vervielfalti-
gung einer cDNA-Sequenz hingegen setzt die Trapién des Genes voraus. Insbesondere
da im Anfangsstadium der Arbeit noch keine Dateriipbch des Expressions-Zeitpunktes
und Ortes vorlagen, erschien der genomischer Aradateleganter Ausweg. Die PCR zur
Suche nach derhssGen inl. hederifolia wurde mit den Primern P30 und P31 durchge-
fuhrt. Diese Primer waren ursprtinglich fur die Eegsion des ORF der HSS duseeient-
worfen worden. Wie bereits unter Kapitel 3.6 bemdien, erlaubte eine hohe Sequenziden-

titat zwischen den HSS- bzw. den DHS-SequenzerainverwandteripomoeaArten die
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Amplifikation homologer Sequenzen durch diese digdn genspezifischen Primer. Mit

dieser PCR konnte das 5,5 kb lamngsGen aud. hederifoliaamplifiziert werden.

Tab. 3.9 PCR-Amplifizierung dehss-unddhsGene au$. laevigataund I. neeiund deshssGens aug. he-
derifolia. Aufgelistet sind die PCR-Parameter, die verwesnérimer und die Lange des erhaltenen Produk-
tes. Als Template wurde 200 ng genomische DNA aatgt. Wenn nicht anders angegeben, wurde die Ac-
cuTag™ LA DNA-Polymerase verwendet. Die Klonieruagolgte in den pCRXL-TOPO® Vector. Vom
hssGen aud. neeiwurden drei Teilsequenzen amplifizienis6-1bishss-3.

Art Primer PCR Parameter FragmentgroRe?
Gen
P. laevigata P36 for Annealing-Temp. 65°C 3479 bp
dhs P37 rev 40 Zyklen
P. laevigata P40 for TD 65-55 °C, -0,5°C pro Zyklus 2002 bp
hss P41 rev Annealing- Temp. 65°C

40 Zyklen
I. neei P7 for TD 65-55 °C, -0,5°C pro Zyklus 2757 bp
dhs P29 rev Annealing- Temp. 65°C

40 Zyklen
I. neei P6 for Pfu DNA Polymerase 1899 bp
hss-1 P31 rev Annealing- Temp. 65°C

40 Zyklen
I. neei P42 for Annealing- Temp. 60°C 3126 bp
hss-2 P43 rev 35 Zyklen
(inverse PCR)
I. neei P30 for Annealing- Temp. 60°C 1205 bp
hss-3 P44 rev 35 Zyklen
I. neei 5624 bp
hss”
I. hederifolia P30 for TD 65-55 °C, -0,5°C pro Zyklus 5472 bp
hss P31 rev Annealing- Temp. 65°C

40 Zyklen

3 die Restriktionsschnittstellen der Primersequenaarden entfernt und die Stoppcodons (bekannt aus de
3'-RACE) hinzugefugt.

® yollstandige Sequenz déssGens, mit Hilfe der GCG Software (s. Kap. 2.2.205 den Teilsequenzen
hss-1 hss-2undhss-3zusammengesetzt.

Die genomische Struktur der identifiziertéiss und dhsGene audpomoeasp. und
P. laevigataist durch sechs Introns und dementsprechend 7 €£gekennzeichnet. Die
Position und Phase der Introns ist hoch konservizig Introns unterscheiden sich jedoch
stark in ihrer Lange. Intron 1 ist bei deesGenen aus delpomoeaArten mit 2951 bp im
Fall vonl. neeiund 2965 bp im Fall voh hederifoliabesonders lang. Im Vergleich dazu
weist Intron 1 deslhsGenes aus neeinur 357 bp auf. In Tab. 3.13 (auf S. 103) sind die
Langen der Exons und Introns zusammengefasst. Digselle enthalt alle im Rahmen die-
ser Arbeit charakterisierten Sequenzen (s. dazh Kap. 3.9). Fur Vergleichszwecke wur-
den zusatzlich die Daten ddesGens audNicotiana tabacunk.. sowie des humaneths
Gens mit aufgenommen. Als Vertreter aus der Fandiée Solanaceae steht tabacum

phylogenetisch in einer nahen Verwandtschaft zu @envolvulaceae. Dies spiegelt sich
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auch in den Daten wieder — die Lange der Exongse-@lentisch. Die Tabelle verdeutlicht
unter anderem die hohe Konservierung der Intrordnzanerhalb des Pflanzenreichs.
Besitzt die humane DHS 8 Introns, so zeichnen dieldhs und hssGene der Pflanzen
durch vorwiegend 6 Introns aus. Einzig tiesGene der Senecioneae (nicht in Tab. 3.13
enthalten) besitzen nur 5 Introns (Reimann et @042 Ebenso konserviert ist die Exon-
lange. In den im Rahmen dieser Arbeit identifiaartGenen ist nur in den Exons E1, E5
und E7 eine Variabilitat zu beobachten. Dabei idtédlig, dass bei allerhssGenen der
Convolvulaceae Exon 7 eine Lange von 78 bp aufywa#giegen besitzt dieses Exon bei den
dhsGenen eine Lange von 87 bp. Eine ahnliche, wewrh aicht so deutliche Zweiteilung
kann auch bei Exon 1 beobachtet werden. Mit Exagy@anvon 210 bp und 201 bp unter-
scheiden siclinssGene von demhsGenen, bei denen Exon 1 219 bp, 216 bp und 213 bp
aufweist. Insgesamt belegt damit die genomischea@sgtion den Ursprung dassGene
durch ein urspringliches Duplikationsereignis desGens in den Convolvulaceae (s. Kap.
3.8).

3.8. Evolution der HSS-kodierenden Sequenzen innertiader Angiospermen

Die HSS, das Eingangsenzym der PA-Biosynthese, hiemme Schlisselposition in der
Entstehung der PAs im Pflanzenreich ein. In vorekemden Arbeiten wurde die unabhan-
gige und wiederholte Rekrutierung der HSS und dateit polyphyletische Ursprung der
PAs durch Genduplikation nachgewiesen (Reimanh @084). Damit erwies sich die Evo-
lution der HSS als hervorragendes Modelsystem, anvérgente Evolution mit Gendupli-
kation als zu Grunde liegender Mechanismus genawarmtersuchen. Ein grundlegendes
Anliegen dieser Arbeit war zunadchst die Aufklarudgr Anzahl der unabhéngigen
Urspringe innerhalb der Convolvulaceae und Apooga@cim Vergleich zu weiteren
bekannten Sequenzen der Angiospermen. Ein wich#gdsstellte somit die Rekonstruk-
tion eines Stammbaumes der HSS- und DHS-kodierecD&A-Sequenzen mit Hilfe phy-
logenetischer Analysen dar. In die Analysen flossienDaten der im Rahmen dieser Arbeit
identifizierten und charakterisierten cDNA-Sequenzusatzlich wurden bereits bekannte
homologe Sequenzen aus Vertretern verschiedeneogpermen-Familien miteinbezogen.

In Tab. 3.10 sind die fur die Analyse verwendeteegugnzen aufgelistet. Fir die
Berechnungen wurde der komplette ORF der cDNA-kediden Sequenzen verwendet.

Wenn fur die PCR-Vervielfachung Primer eingesetatden waren, die ursprunglich fur die
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genspezifische Amplifikation einer homologen Sequeneiner nah verwandten Art ent-
worfen worden waren, dann wurde die Sequenz derdpbindungsstelle aus den Analysen
ausgeschlossen (s. dazu Kap. 3.6). Dies betrgftDHS aud. neej die HSS aus. hederi-
folia sowie HSS und DHS aulismeyeri.

Tab. 3.10HSS- und DHS-kodierende cDNA-Sequenzen, die fiffquenetische herangezogen wurden.
Lange des Akzessions-

cDNA Art ORE nummer Literatur

Boraginaceae

DHS Heliotropium indicum 1116 bp AJ704844.1 (Reimann et al. 2004)
DHS Symphytum officinale 1119 bp AJ704852.1 (Reimann et al. 2004)
DHS Cynoglossum officinale 1119 bp AJ704839.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Heliotropium indicum 1095 bp AJ704843.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Symphytum officinale 1128 bp AJ704851.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Cynoglossum officinale 1110 bp AJ704840.1 (Reimann et al. 2004)
Solanaceae

DHS Nicotiana tabacum 1140 bp AJ242017.1  (Ober und Hartmann 1999a)
Fabaceae

DHS Crotalaria retusa 1116 bp AJ704838.1 (Reimann et al. 2004)
Orchidaceae

HSS Phalaenopsisp. 1116 bp AJ704848.1 (Reimann et al. 2004)
Asteraceae— Tribus Eupatorieae

DHS Eupatorium cannabinum 1125 bp AJ704841.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Eupatorium cannabinum 1128 bp AJ704842.1 (Reimann et al. 2004)
Asteraceae— Tribus Senecioneae

DHS Petasites hybridus 1098 bp AJ704846.1 (Reimann et al. 2004)
DHS Senecio vernalis 1116 bp AJ238622.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Petasites hybridus 1110 bp AJ704847.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Senecio jacobaea 1119 bp AJ704850.1 (Reimann et al. 2004)
HSS1 Senecio vernalis 1113 bp AJ238623.1  (Ober und Hartmann 1999b)
HSS2 Senecio vernalis 1113 bp AJ704849.1 (Reimann et al. 2004)
HSS Senecio vulgaris 1113 bp AJ251500.1  (Ober et al. 2000)
Convolvulaceae

DHS Ipomoea neei 1103 bp?

DHS Ipomoea hederifolia 1149 bp

DHS Ipomoea meyeri 1103 bp?

DHS Merremia quinquefolia 1143 bp

HSS Ipomoea neei 1131 bp

HSS Ipomoea hederifolia 1070 bp”

HSS Ipomoea meyeri 1070 bp”

HSS Merremia quinquefolia 1128 bp

Apocynaceae

DHS Parsonsia laevigata 1107 bp

HSS Parsonsia laevigata 1098 bp

4 ORF insgesamt 1149 bp, die Sequenz der Primerbgsstelle wurde entfernt
® ORF insgesamt 1131 bp, die Sequenz der Primerbgsdtelle wurde entfernt

Mit Hilfe der heuristischen Suche wurde nach demaxihum Parsimony“-Kriterium
(MP-Kriterium) ein Stammbaum ermittelt, der die wgmten Merkmalséanderungen erfor-
dert. Dabei entspricht jede Sequenzposition einegrkMal. In Abb. 3.11 ist das Ergebnis,
ein ungewurzelter engl. unrooted) MP-Baum, dargestellt, der auf den Nus&ure-
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Sequenzen der insgesamt 28 cDNA-Sequenzen berdral(s3.10). Die Baumléange betragt
in Summe 3004 Schritte bei einem ,Consistency ihd€X) von 0,4501 und ,Retention
index“ (RI) von 0,6323 berechnet. Beide Indicemndie zur Quantifizierung von Homopla-
sie im Datensatz. Dabei gilt, dass Merkmale ohnméjdasie einen CI von 1 besitzen und
der Rl in diesem idealen Fall ebenfalls 1 betr&gioop und Miiller 2006).

Asteraceae

pHs &S

Petasites vern.

DHS
Eupatorium cann.

Boraginaceae

Monokotyle

DHS Crotalaria retusa

. m | DHS Heliotropium indicum
DHS Ipomoea hederifolia (97)(99)

HS Ipomoea neei 7,

DHS Ipomoea meyeri

DHS Merremia quinquefolia

DHS Cynoglossum officinale
DHS Symphytum officinale

laevigata

Convolvulaceae Apocynaceae

100

Abb. 3.11 Ungewurzelter Maximum Parsimony-Baum, basierefd28HSS- und DHS-kodierenden cDNA-
Sequenzen aus verschiedenen Angiospermen. Die tBgmi&/erte aus 10.000 Bootstrap-Wiederholungen
sind in Klammern unterhalb der Bezeichnung der @eeai - u angegeben. Bootstrap-Unterstiitzungen fir
Zweige unter 50% wurden nicht angegeben. HSS-kedir cDNA-Sequenzen sind in grau dargestellt, DHS-
kodierende cDNA-Sequenzen in schwarz. Die Zweigtéingntsprechen der Anzahl der Merkmalséanderungen
bezogen auf die Gesamtsequenz. Folgende Abkirzungeten verwendetEupatorium cann. Eupatorium
cannabinumPetasites hybund P. hyb. Petasites hybriduSenecio vern. und S. vern. Senecio vemakse-

cio jac. Senecio jacobag8enecio vulg. Senecio vulgariderremia quin. Merremia quinquefolia

Neben dieser MP-Analyse wurde auch ein ,Maximumelifood“-Baum (ML-Baum)
erstellt. Bei der ML-Methode koénnen unterschiedticBubstitutionsmodelle zum Verlauf

der DNA-Sequenzevolution bertcksichtigt werden. d&sstieren hier eine Reihe von
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Modellen mit zunehmend komplexen Annahmen. Dagdiérhier verwendeten Daten am
besten geeignete Modell wurde mit Hilfe der Sofevgvlodeltests” (Posada und Crandall
1998) ermittelt. Es hilft, das einfachste Modell fmden, mit dem bei einem gegebenen
Datensatz und einem gegebenen Baum die wenigstateldonahmen gemacht werden
mussen (Knoop und Miller 2006). Dazu vergleichb@Modelle zur Sequenzevolution und
bestimmt mit Hilfe des ,hierarchical Likelihood Rafests* (hLRTs) und des ,corrected
Akaike Information Criterion” (AICc) das beste Mdld@gKnoop und Miuller 2006).

Monokotyle

Boraginaceae

DHS
Cynoglossum

officinale DHS

Symphytum
officinale

DHS
Heliotropium
indicum

Apocynaceae

DHS
Crotalaria
retusa

DHS Ipomoea hederifolia
HS Ipomoea neei |

DHS Ipomoea meyeri
DHS Merremia quinquéfolia

Epatorieae

DHS Eupatorium cannabinum

DHS
Nicotiana
tabacum

Convolvulaceae

Asteraceae

d DHS Senecio vernalis
e DHS Petasites hybridus

0.1 Subst. pro Sequenzposition (engl. substitutions per site)

Abb. 3.12Ungewurzelter Maximum Likelihood-Baum, basierendl 28 HSS- und DHS- kodierenden cDNA-
Sequenzen aus verschiedenen Angiospermen. Den &wsigd die Kleinbuchstabem- u zugeordnet. Die
HSS- kodierenden cDNA-Sequenzen sind in grau dellle$1SS- kodierenden in schwarz. Die Zweiglangen
entsprechen der Anzahl der Substitutionen pro Segpaesition.

Fur diesen Datensatz wurde als Ergebnis des hLRISGIR+G+l Modell vorgeschla-
gen mit relativen Substitutionsraten fur (A-G) v&@758 und (C-T) von 3,3745. Laut dem
AICc wurde ebenfalls das GTR+G+l Modell empfohlei ralativen Substitutionsraten fur
(A-C) von 2,5995, (A-G) von 5,2271, (A-T) von 1,951C-G) von 2.0132 und (C-T) von
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6,5085. Fur beide Substitutionsraten wurden migeier heuristischen Suche mit der Soft-
ware PAUP Stammbaume ermittelt. Diese unterschesddmin ihrer Topologie nicht von-
einander. In Abb. 3.12 ist stellvertretend der Mauh basierend auf dem Modell des
hLRTs dargestellt.

Die statistische Unterstitzung der Knoten wurde Hilite der ,Tree-Puzzle Software
(Schmidt et al. 2002), die auf der Quartett-Methbdsiert, fir beide Stammb&ume ermittelt
und ist in Tab. 3.11 zusammengefasst. Diese Tabatlglt auch die Bootstrap-Werte des
MP-Baumes.

Tab. 3.11Statistische Unterstitzung fur die Zweige a -hudén ML- und MP-Stammb&umen (s. dazu Abb.

3.11 und Abb. 3.12). Bei den ML-Stammbaumen werdienbeide Modelle der Sequenzevolution, die die
hLRTs und des AlCcs

ML-Baum(nach dem hLRT ML-Baum (nach dem AICc

i b
Zweig des Modeltestsy des Modeltestsy MP-Baum”
a 94 94 100
b 82 82 99
c 88 88 99
d 96 97 100
e 66 65 96
f 99 99 98
g 99 99 100
h 100 100 99
i 100 100 99
j 100 100 99
k 99 99 95
| 100 100 99
m 100 100 97
n 58 56 -
o] 81 80 100
p 89 89 99
q 90 92 80
r 96 96 100
S 74 62 77
t 99 99 100
u 100 100 93

¥ die statistische Unterstitzung wurde mit Hilfe Qerartett-Methode berechnet
® Bootstrap-Werte basierend auf 10.000 Bootstrap-@ftealungen

Mit Ausnahme der Gruppierung der DHS diotalaria retusaunterscheiden sich die
beiden Baume aus der MP- und ML-Analyse nicht eim$ich des Verzweigungsmusters.
Diese gut unterstitzte Topologie der Stammbaumiétigtseinerseits die bereits bekannten,
unabhangigen Urspriinge der HSS-kodierenden Sequelwzeh Duplikation des urspring-
lichendhsGenes innerhalb der Monokotylen, den FamilienBleaginaceae und den Tri-

ben der Senecioneae und Eupatorieae der AsteréiReseann et al. 2004). Zusatzlich spre-
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chen diese phylogenetischen Analysen fir zwei weitenabhangige Rekrutierungen der
HSS-kodierenden Sequenzen: eine in den Convohvataoad ebenfalls eine in der Familie
der Apocynaceae. Die Convolvulaceae sind wie ®Eingangs erwdhnt besonders durch
das verstreute und isolierte Vorkommen der PAs @émigen Arten interessant. Nach den
hier prasentierten Analysen scheint die HSS dumchemmaliges Duplikationsereignis in
der frihen Evolution dieser Familie entstanden eim.sin Anbetracht dieser Phylogenie
ergab sich die Frage nach dem Verbleib der durelDdiplikation entstandenen Kopie des
ursprunglichendhsGenes in weiteren Arten, auch jenen, die keine BRisumulieren.
Durch einen weitere Suche, beschrieben untere B&p.konnten zusatzlichen Sequenzen
identifiziert werden. Diese waren Gegenstand weitphylogenetischer Analysen, die unter

Kap. 3.11 beschrieben sind.

3.9. dhs-und hss-Gene in nicht PA-produzierenden Convolvulaceen Adn

Am Beginn dieser Arbeit lag ein Hauptaugenmerk én dntersuchung der Evolution
der HSS in PA-produzierenden Arten der Familie @envolvulaceae. Unter Beriicksichti-
gung der vermutlichen Entstehung dessGens aus demdhsGen durch eine einmalige
Genduplikation in der frihen Evolution dieser Faen{s. Kap. 3.8) stellte sich jedoch auch
die Frage nach dem evolutiven Schicksal der Gerkopanderen, heute nicht PA-produ-
zierenden Arten. Besitzen auch diese Arten noch Kopie des duplizierten Gens bzw. fin-
det man Spuren davon? Um diese Frage zu klarerdenuwlurch einen PCR-Ansatz zum
dhsGen homologe Sequenzen in der genomischen DNAdausPA-freien Artenlpo-
moea albal., Ipomoea purpured.., Convolvulus arvensi&. und C. tricolor L. gesucht.
Diese Arten wurden ausgewahlt, um eine mdgliche3grtaxonomische Bandbreite der
Convolvulaceae zu untersuchen. Mit Ausnahme lvatba wurden bisher keine Alkaloide
in den genannten Arten detektiert (Prof. Dr. Eiktstitute of Pharmacy, Freie Universitat
Berlin, mindliche Kommunikation und Eich (2007l)alba akkumuliert Alkaloide, aller-
dings keine PAs, sondern Indolizidin-Alkaloide waeva Ipalbidin, welches in Abb. 3.13
dargestellt ist (Gourley et al. 1969; Eich 2007)eb die Biosynthese des Indolizidin-
Grundkérpers mit 9 Kohlenstoffatomen, der aus eibé&yklischen System besteht und der
entfernte Ahnlichkeit zu dem der PAs hat, ist rschékannt. Jedoch erscheint ein Biosyn-

theseweg mit Homospermidin als Vorstufe als moglich
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RO

1 Ipalbidin (R = H)
2 |palbin (R = D-Glucose)

Abb. 3.13 Indolizidin-Alkaloide auspomoea alba.

Die Verwendung der genomischen DNA im Gegensatz aONA in diesem Ansatz
brachte zwei Vorteile. Zum einen konnten dadurathanicht exprimierte Gene, sogenannte
stille Gene, entdeckt werden. Zum anderen konnteh aventuell Reste eines durch Muta-
tionen zerstérten Genduplikates identifiziert werdeur die Suche nach diesen weiteren
Genen wurden zum Teil degenerierte Primer (P458) iPdrwendet. Diese wurden anhand
eines Nukleinsaure-Alignments aller bis zu dieseeitpinkt bekannter HSS- und DHS-
kodierender cDNA-Sequenzen aus den Convolvulacebeoden. Zusatzlich wurden die
DHS-kodierenden Sequenzen dlisotiana tabacuni.. und Solanum lycopersicuin syn.
Solanum lycopersicun{Solanaceae) in das Alignment als Aul3engruppel.(endggroup)
aufgenommen. Dadurch konnten familienspezifische@s€onsus-Sequenzen ermittelt wer-
den. Die Bindungsstellen der Primer sind in Abi43schematisch dargestellt. Daraus wird
ersichtlich, dass je nach Primerkombination intdfregmente vervielfacht wurde, die eine
unterschiedliche Zahl an Exons und Introns entmelt

P45 P46 P47 P48

Genomische Struktur des dhs-Gens aus /. neei

P45 P46 P47 P48

Genomische Struktur des hss-Gens aus /. neei

Abb. 3.14 Schematische Darstellung ddis und hssGens aud. neei Eingezeichnet sind die Bin-
dungsstellen der degenerierten Primer P45-P48.

Aufgrund der hohen Sequenzidentitat ties und dhsGene flihrte in manchen Fallen
auch eine PCR mit den Primern fur die ExpressiorH&S aud. neei(P30+P31) und DHS
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ausl. hederifolia(P7+P8) zu einem positiven PCR Produkt fir homalo§equenzen aus
verwandten Convolvulaceae-Arten. Dadurch konnte diitige Arten auch die gesamte
Sequenz der homologen Gene vom Start- bis zum &bdpp aufgeklart werden, hingegen
bei einer PCR mit degenerierten Primer konnte nuirgernes Fragment vervielfacht wer-
den (s. Abb. 3.14). In Tab. 3.12 sind die erfolghen Primerkombinationen, PCR-Parame-
ter sowie die Lange der PCR-Produkte zusammen gjefdsr Sequenzierung wurden die
PCR-Produkte in den pGEM®TEasy Vector oder pCRXL-TOPO® Vector kloniert. Die
identifizierten Sequenzen wurden auf der Basis Sequenzvergleichen mit den bereits bio-
chemisch charakterisierten Genen &useei als vermutlichedhs oder hssGene klassifi-

ziert.

Mit degenerierten Primern konnte bleipurpurea (ipurp-1) sowie C. tricolor (itri-1)
jeweils ein internes Fragment von einer zur DHS H&S homologen Sequenz identifiziert
werden. Durch die Amplifizierung mit unterschietiién degenerierten Primer unterschei-
den sich diese Fragmente in ihrer Lange und eethalem entsprechend auch eine unter-
schiedliche Zahl an Introns (s. Abb. 3.14). Im &albnipurp-1 umfasst das Fragment einen
Abschnitt der vier Introns beinhaltet und litei1 umfasst der Abschnitt sechs Introns. In
ihrer Position und Phase gleichen diese Intronstygl@schen genomischen Struktur der
bereits bekannteiss- und dhsGene aus den Convolvulaceae. Zuséatzlich gelanghes |
l. purpureamit den fiir die DHS auk hederifoliaspezifischen Primern P7+P8 eine weitere
Sequenzjpurp-2, zu amplifizieren.lpurp-2 enthalt den gesamten ORF eines vermutlich
DHS-kodierenden Gens und weist purp-1 eine Nukleinsaureidentitat von 97,8 % auf.
Vermutlich stellen beide Sequenzen Allele dasGens inl. purpureadar. Die Sequenzda-
ten sprechen in beiden Fallen fur funktionsfahiggn& Die Exonsequenzen beider Gene

zeigen auf Nukleinsdureebene eine Identitat voB%®4nd auf Aminoséaureebene 98,98 %.
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Tab. 3.12 PCR-Amplifizierung dethssund dhs Gene aud. alba, I. purpurea, C. arvensignd C. tricolor.
Aufgelistet sind die PCR-Parameter, die verwend&@mer, Vektor und die Lange des erhaltenen Prisduk
Als Template wurde 200 ng genomische DNA eingesseidtals Enzym wurde die AccuTag™ LA DNA-Po-
lymerase verwendet.

Art Primer PCR Parameter? Vektor FragmentgroiRe
PCR-Produkt (Gen)

I. alba Annealing-Temp. 58°C pGEM-T® Easy )
ialb-1 (dhg P7IP8 40 zyklen Vector 3066 by
I. alba Annealing-Temp. 58°C pGEM-T® Easy )
ialb-2 (hsg P30/P31 40 Zyklen Vector 4490 by
|. purpurea Annealing-Temp. 58°C pCR®-XL-

ipurp-1(dhg P46/P47 40 Zyklen TOPC Vector 1919 bp
ricrs e GoAnGTemD SEC PGRNT SR praz
C. arvensis Annealing-Temp. 60°C pCR®-XL-

carv-1(dhg P45/P4g 40 Zyklen TOPCO Vector 2894 bp
C. arvensis Annealing-Temp. 60°C pCR°-XL-

carv-2(hs9 P46/P48 40 Zyklen TOPC Vector 1639 bp
Conees  eapa [EMDOTEMPSRC ORUTEMS goag
C. tricolor Annealing-Temp. 60°C pCR®-XL-

ctri-1 (dhg P45/P4g 40 Zyklen TOPCO Vector 2018 bp

¥ Temperaturprogramm s. Kap. 2.2.15
® ohne Stoppcodon, da dieses durch den Einsatz oeeP®8 und P29 nicht amplifiziert wurde

Die Sequenzalb-1 ausl. alba wurde mit den Expressionsprimern fur die DHS-kedie
rende cDNA-Sequenz aushederifolia amplifiziert (P7+P8). Auch hier sind Position und
Phase der Introns identisch zu denen bereits ceaisikrter dhs- und hssGene. In
Sequenzvergleichen der Exon-Sequenzen auf NukleesBene zeigen diese drei Gense-
guenzenjpurp-1, ipurp-2 undialb-1, mit 93-97 % eine hohe Identitat zu bereits bekamn
DHS-kodierenden cDNA-Sequenzen. Damit sprechenedisten relativ deutlich fur die
Identifikation weitererdhsGene. Interessanterweise gelang allerdings die Hikgilon
zusatzlicher homologer Sequenzen in den Afemrvensisund Il. alba. Aus C. arvensis
wurden in einem PCR-Ansatz mit den degeneriertemd?n P46+P48 zwei Sequenzen
gemeinsam amplifiziert. Unterschieden wurden beideh der Klonierung in den pCR
XL-TOPQO® Vector durch Restriktionsanalysen der Plasmid-DMASequenzanalysen zeig-
ten diese Sequenzen zueinander nur eine ldentith78 % auf Nukleinsaureebene. Es han-
delte sich demnach um zwei verschiedene Gene. Bendeerte Primer in der PCR einge-
setzt worden waren, fehlten aber das 5'- sowie3d&nde. Einen Versuch, diese Bereiche
aufzuklaren, stellte eine PCR mit Primern fur digiession der HSS auisneei(P30+P31)
und DHS aus. hederifolia(P7+P8) dar. Wahrend die PCR mit den Primer P7R2@l zu
keinem Ergebnis fuhrte, konnte mit den Primern B3@ P31 ein deutliches Produkt ampli-

fiziert werden. Uberraschenderweise zeigte die$88 &p lange Fragmentarv-3 aller-
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dings nur eine Identitat auf Nukleinsaureebene 8986 zu arv-2 und 83,7 % zucarv-1.
Somit wurde durch diesen Versuchsansatz eine diiiteologe Sequenz i€. arvensis
identifiziert. Vergleiche der Sequenzen zeigterssdan carv-2 Exon 4 vollstandig fehilt.
carv-3 besitzt dieses Exon, allerdings ist die korrektikeEnungsstelle fir das SpleiRen im
5'-Bereich des darauf folgenden Introns 5 durchdaihen, die sowohl Deletionen wie
Insertionen umfassen, zerstort. Beide Sequenzezirgehdamit nicht mehr funktional und
somit Pseudogene zu sein. In Abb. 3.15 ist die gesche Organisation der Sequenzen
carv-1, carv-2undcarv-3durch eine schematischen Darstellung der Exom#r8trukturen
veranschaulicht. Die Bindungsstelle der in der RfIRjesetzten Primer sind eingezeichnet.
Daraus wird ersichtlich, welche Exons und Introres aiplifizierten Sequenzen enthielten.
carv-1 entspricht Sequenzvergleichen zufolge d#mGen,carv-2 sowiecarv-3sind ver-
mutlich Kopien dieselhsGens, entstanden durch Genduplikation. Im LaufeEd@Ilution
akkumulierten diese Tochtergene nonsense-MutatiamerBeide Sequenzen sind dadurch

nicht mehr funktional.

A Genomische Struktur des Pseudogenes carv-2 im Vergleich zum dhs-Gens carv-1

P45 P48

SIS S

Deletion

carv-1

P46 P48

carv-2

B Genomische Struktur des Pseudogenes carv-3 im Vergleich zum dhs-Gen carv-1

Deletion
P45 P48
) <=
carv-1
P30 lm‘ P31
_—) <=

carv-3

Deletion

Abb. 3.15Genomische Organisation der Sequenzan-1 (2894 bp).carv-2 (1639 bp) undarv-3 (6688 bp)
ausC. arvensis
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In I. alba stellte sich die Situation jedoch voéllig anders. d&ie bereits erwahnt, konnte
mit den Expressionsprimern fir die DHS dukederifolia (P7/P29) ein vermutlichedhs
Gen (alb-1) identifiziert werden. Zuséatzlich gelang die Anfiglierung einer weiteren
Sequenziélb-2) mit Hilfe der Expressionsprimer fur die HSS duseei Diese 4490 bp
lange Sequenz zeigt die ftiss-und dhsGene charakteristische Organisation in 7 Exons
und entsprechend 6 Introns, wobei auch die Phasklens identisch zu denen der ande-
ren bekannterhss und dhsGene ist. In diesem Fall lassen die Sequenzddterdiags
keine offensichtlichen nonsense-Mutationen erkenSeguenzvergleiche der Exonsequen-
zen auf Nukleinsaureebene ergaben 87 % ldentitdemuExonsequenzen des vermutlichen
dhsGens aud. alba, jedoch 95 % Identitdt zu Exonsequenzen liesGens aud. neei
Diese Sequenzdaten legen den Schluss nahe, daB#&dieie Artl. alba moglicherweise
ein funktionaleshssGen besitzt. Um dies zu Uberprifen, musste zgsidért werden, ob
ialb-2 ein aktives Gen darstellt. Dazu wurde der NachwieismRNA-Transkripte mit Hilfe
der RT-PCR gewabhlt (s. Kap. 3.10).

AbschlieRend zu diesem Kapitel sind in Tab. 3.13ldingen der Exons und Introns der
Convolvulaceae Gene zusammen mit den Gener alagvigataund N. tabacumaufgelis-
tet. Deutlich wird dadurch der hohe Grad an Ahrikahder Gene innerhalb einer Familie
bezuglich der Intron-Exon-Struktur. Zusatzlich wesehaulicht der Vergleich mit dem

humanerdhsGen die hohe Konservierung der genomischen Struktu
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3.10. Charakterisierung der putativen HSS und DHS asllpomoea alba

3.10.1. RT-PCR

Zur Uberprufung der Expression der unter Kap. 8léntifizierten Gene auk alba
wurde die RT-PCR gewahlt. Analog zu den bereitsesbenen RT-PCR Experimenten
(s. Kap. 3.7.1) wurde Gesamt-RNA aus den Pflanzgamamn Wurzel, Sprossachse, Blatt
und junge Sprossspitze isoliert und anschlieRendDNA umgeschrieben. Die RT-PCR
wurde mit den gleichen Primern durchgefuhrt, dieslie erfolgreich fir die Amplifikation
der genomischen Sequenzen angewendet wurden: RiF/#b-1 und P30/31 furalb-2.
Um die PCR-Produkte direkt zur Klonierung in Exmiessvektoren und anschlieRende
heterologer Expression . coli (s. Kap. 3.10.2) verwenden zu kénnen, wurden i@iRT -

PCR proof-reading Polymerasen eingesetzt.

Tatsachlich wurden mit diesem Ansatz die cDNAs &ei@enen in den Sprossachsen
nachgewiesen. Die PCR-Parameter fir die erfolgeeismplifizierung sind in Tab. 3.14
zusammengefasst. In den weiteren Pflanzenorgadechemisslang der Nachweis. Da aber
vordergrindig das Vorhandensein oder nicht Vorhasei® der Genprodukte uberpruft
werden sollte, wurde die RT-PCR nicht weiter dabmend optimiert, die cDNA deths

Genes in allen Pflanzenorganen nachzuweisen (s.3ag).

Tab. 3.14Amplifizierung des ORF vermutlicher HSS- und DH&dlerender cDNAs aus alba.

Sequenz Primer Pflanzenorgan zur PCR Parameter Lange des
cDNA Synthese ORE9
ipomalba_1 P7 for Sprossachsg Pfx DNA-Polymerase 1146 bp
P29 rev TD 62-52 °C -0,5°C pro Zyklus
40 Zyklen
ipomalba_2 P30 for Sprossachsg AccuTaq DNA-Polymerase 1128 bp
P31 rev Annealing-Temp. 58°C
40 Zyklen

¥ |solierung der Gesamt-RNA mit Hilfe des TRIzol reatj cDNA-Synthese mit der Superscript™ |l Reverse
Transcriptase (Invitrogen)

® die Klassifizierung erfolgte nachtraglich aufgrusher biochemischen Charakterisierung der Gesamtseque
(s. Kap. 3.10.3)

° ohne Stoppcodon, da dieses durch den Einsatz oeePP29 rev und P31 rev nicht amplifiziert wurde

Die PCR-Produkte wurden zur Uberpriifung der Seqeremz den pGEM-T Easy Vek-
tor kloniert. In Sequenzvergleichen zeigten beiddlAs, ipomalba_1 und ipomalba 2, eine
100 %ige Identitdt zu den Exonsequenzen der emtspnelen Geneialb-1 und ialb-2.
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Somit scheinen beide Gene aktiv zu sein. Sie kedi¢troteine mit einer molaren Masse
von 42,3 und 41,5kDa.

3.10.2. Heterologe Expression

Fur die biochemische Charakterisierung wurden weeeits unter Kap. 3.3 und 3.4
beschrieben, die beiden cDNA-Sequenzenlaatba heterolog exprimiert. Fir die Umklo-
nierung der cDNA-Sequenzen aus den pGEMERsy-Plasmiden (s. Kap. 3.10.1) in den
Expressionsvektor pET22b/23a erfolgte eine Reamigiting der Sequenzen mit defx
DNA-Polymerase bei einer konstanten Annealingteadpervon 60°C. Dabei wurden die
pPGEM-T® Easy-Konstrukte als Vorlage (1,0 pl) in einer 1619 1:100 Verdinnung einge-
setzt, entsprechend einer Menge von 5 — 50 ng @R-Reaktion, und die Primer P7/P29
und P30/P31 verwendet. Fur die Klonierung in depréssionsvektor wurden wieder die
RestriktionsschnittstelleNdd und Xhd benttzt, wodurch ein 6xHis-Tag an den C-Termi-

nus der Sequenzen geknlpft wurde, analog zu Kap. 3.

Zwei ausgewahlte positive Konstrukte wurden zur righgung sequenziert und
anschlieBend ink. coli BL21-Zellen unter Standardbedingungen zur Expoesgebracht.
Die Reinigung der Uberexprimierten Proteine erfolighch dem Standardprotokoll Gber Ni-
NTA-Affinitatschromatographie (s. Kap. 3.4). Die jiession der ,ipomalba_1“-Sequenz
war sehr schwach und im SDS-Gel zur Uberwachundegpression kaum erkennbar. Den-
noch reichte die Menge an heterolog exprimierteatefn fir die Reinigung und die
anschlieRende biochemische Charakterisierung.

3.10.3. Biochemische Charakterisierung

Die gereinigten rekombinanten Proteine &umba wurden, wie bereits unter Kap. 3.5
Beschrieben, biochemisch charakterisiert. Interéesaeise zeigten beide Proteine sowohl
mit Putrescin als auch den elF5A als Aminobutyl-&gtor eine deutliche Aktivitat.
Anhand der biochemischen Eigenschaften konntentddimiEnzyme, und dabei insbeson-
dere das durch die Sequenz ipomalba_2 kodiertergnaicht eindeutig als typische DHS
oder HSS Kklassifiziert werden (s. Kap. 3.5). Laeh ¢ohylogenetischen Analysen (s. Kap.
3.11) stellt jedoch die Sequenz ipomalba_1 diergighe DHS-kodierende cDNA dar. Das

kodierte Protein besitzt auch eine zu anderen DHffelen vergleichbare spezifische
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Aktivitat mit dem elF5A und Putrescin. Ipomalba_tugpiert mit den HSS-kodierenden
Sequenzen der Convolvulaceae. Das kodierte Prbisitzt im Unterschied zu anderen
HSS-Enzymen jedoch auch eine deutliche Aktivitét dem elF5A (s. Tab. 3.6 und Tab.
3.8). Hervorzuheben ist dabei, ddsalba nach dem derzeitigen Stand des Wissens keine
PAs produziert. Demnach ist auch die Funktion deghdipomalba 2 kodierten Enzyms
vollkommen offen. Anhand der phylogenetischen 8tejlwird im Folgenden diese Enzym
allerdings als HSS klassifiziert und bezeichnet.

Tab. 3.15 Spezifische Aktivitat der gereinigten, rekombireantProteine, kodiert durch die identifizierten
cDNA-Sequenzen ipomalba_1 und ipomalba_2laakha.

HSS-Assay DHS-Assay
Sequenz Aminobutyl-Akzeptor Putrescin  Aminobutyl-AkzeptorFtA 6xHis-tag
ipomalba_1 333 pkat/mg 161 pkat/mg C-terminal
ipomalba_2 834 pkat/mg 38,5 pkat/mg C-terminal

3.11. Genduplikation und evolutives Schicksal der Tahtergene in den Convol-

vulaceae

Die phylogenetischen Untersuchungen zur EvolutienhdsGene innerhalb der Angio-
spermen belegten einen unabhangigen Ursprung ialbedler Convolvulaceae (s. Kap. 3.8).
Wie kann man sich nun in dieser Familie, die siatcH ein sehr sporadisches Vorkommen
von PAs in wenigen, isolierten Arten auszeichnag 8chicksal des duplizierten Genes vor-
stellen? Zum einen erfolgte eine Rekrutierung depik flr eine neue Funktion als Enzym
des sekundaren Stoffwechsels — sichtbar durch dieurAulation der PAs. Was aber
erfolgte mit dieser Kopie in den Linien, die hek&ne PAs akkumulieren? Um diese Frage
zu untersuchen, mussten vorerst weitere homologeedeen identifiziert werden. Durch
den unter Kap. 3.9 beschriebenen Ansatz konntegesasnt acht weitere Sequenzen aus
den PA-freien Arteripomoea albal., Ipomoea purpured.., Convolvulus arvensi&. und
C. tricolor L. amplifiziert werden. Auf der Basis dieser Seagaaten wurden erneut phylo-
genetische Analysen durchgefihrt. Neben den Coolateae-Sequenzen wurden dabei
DHS-Sequenzen voN. tabacumund L. esculentumaus der nah verwandten Familie der
Solanaceae als Aul3engruppe in die Berechnungeimbeimgen. Die Primerbindungsstel-
len der degenerierten Primer wurden aus den Sedatamzentfernt. Ebenso wurden die Pri-

merbindungsstellen entfernt, wenn nicht gensp&hnésPrimer fur die Amplifikation ver-
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wendet wurden (s. Kap. 3.6 und 3.9). Aus den gescimen Sequenzen wurden die Introns
entfernt, sodass nur die Exonsequenzen in die Aaalynit einflossen. Diese modifizierten
Sequenzen sind mit dem Zusatz ,ORF* gekennzeichmet,z.B. carv-10ORF. Bei den
Pseudogenenarv-2 ORF und carv-3ORF musste das den phylogenetischen Untersuchun-
gen zugrunde liegende Alignment hinsichtlich denldaden Exonsequenzen zum Teil
manuell verbessert werden. Die Tab. 3.16 fasstehe@endeten Daten zusammen.

Tab. 3.16 HSS- und DHS-kodierende cDNA Sequenzen sowie hogeobequenzen aus den Convolvulaceae,
die fur phylogenetische Analysen herangezogen wurde

Sequenz Art Lange der Sequenz
Convolvulaceae
DHS Ipomoea neei 1103 bp?
DHS Ipomoea hederifolia 1149 bp
DHS Ipomoea meyeri 1103 bp?
DHS Merremia quinquefolia 1143 bp
DHS Ipomoea alba 1103 bp?
DHS carv-10RF 855 bp
DHS ctri-1 ORF 855 bp
DHS ipurp-1 ORF 591 bp
DHS ipurp-2 ORF 1101 bp
HSS Ipomoea neei 1131 bp
HSS Ipomoea hederifolia 1070 bp”
HSS Ipomoea meyeri 1070 bp”
HSS Merremia quinquefolia 1128 bp
HSS Ipomoea alba 1070 bp”
carv-20RF 648 bp
carv-30RF 1053 bp
Solanaceae
DHS Nicotiana tabacum 1140 bp?
DHS Solanum lycopersicum 1148 bp”

3 ORF insgesamt 1149 bp, Sequenz der Primerbindwiigsshtfernt
®) ORF insgesamt 1131 bp, Sequenz der Primerbindwetigsshtfernt
9 GenBank Akzessionsnummad242017.1
9 GenBank AkzessionsnummaF296077.1

Aus der obigen Tabelle wird die unterschiedlichend&i der bekannten Sequenzab-
schnitte ersichtlich. Durch den im Kap. 3.9 vorgétn Versuchsansatz mit degenerierten
Primern konnte von den Sequenzamv-10RF, ctri-1 ORF,ipurp-1 ORF undcarv-2 ORF
nur ein interner Bereich aufgeklart werden, dedén Lange variiert. Dabei stelipurp-

1 ORF die kurzeste Sequenz mit 591 bp dar. Diesksépienzen sind in Tab. 3.16 grau
schattiert. Nur in diesem Sequenzbereich von 59%dmen somit Daten von allen Sequen-
zen vorhanden. In die phylogenetischen Analysessfledoch jeweils die Gesamtlange der
Sequenz ein. Die fehlenden 5'- und 3'-BereicheTa@gisequenzen wurden von PAUP als
»,missing data“, also nicht vorhandene Daten, gesteHervorzuheben ist, dass die identifi-
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zierten genomischen Sequenzen, beschrieben im Xap. nicht biochemisch charakteri-

siert wurden.

Fur die phylogenetischen Analysen wurden wiederum- Mind ML-Stammbaume
berechnet, die in den Abbildungen bb. 3.16 und Abb7 dargestellt sind. Laut MP-Ana-
lyse wurden zwei alternative Topologien vorgeschitagBeide Baume erforderten 841
Schritte und unterscheiden sich nur hinsichtlicm @euppierung der DHS-kodierenden
Sequenz aull. quinquefoliaund den Sequenzearv-1 ORF undctri-1 ORF (s. bb. 3.16A
und B). Fur beide Baume wurde ein ,Consistency indexf) {@n 0.7432 und ,Retention
index“ (RI) von 0.7548 berechnet (Vergleich Ka)3.

Fur die ML-Analysen wurden die Parameter fir dieristische Suche inklusive dem
Substitutionsmodell wieder mit der Modeltest-Softsvarmittelt (s. Kap. 3.8). Als Ergebnis
des hLRTs wurde das TrN+G Modell mit relativen Sitbbsonsraten fur (A-G) = 3.2026
und (C-T) = 4.5466 vorgeschlagen, hingegen vom Ad@s GTR+G mit (A-C) = 2.4036,
(A-G) =5.1286, (A-T) = 1.2702, (C-G) = 2.0364, TG= 7.4605. Berechnungen basierend
auf diesen Modelle ergaben jeweils zwei optimalairB& mit alternativen Topologien
bezuglich der DHS-kodierenden Sequenz Bugjuinquefolia dargestellt in Abb. 3.17.
Vorgeschlagen wurde von beiden Modellen entwedss Biolytomie bei der Verzweigung
zu den Asten, j und der DHS-Sequenz alk quinquefolia(Abb. 3.17 A) oder ein gemein-
samer Ursprung vooarv-1 ORF, carv-2 ORF und der DHS-Sequenz aMs quinquefolia
(Abb. 3.17 C). Die Hauptaussage der phylogenetisdhealysen, namlich die eindeutige
Aufteilung der DHS- und HSS-kodierenden Sequenpaviesderen Homologe in eindeutig
zwei Gruppen und damit der Beleg fir ein urspriohgls Duplikationsereignis, wird durch

diese beiden alternativen Topologien nicht beethitigt.
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A Maximum Parsimonie Baum

a DHS Ipomoea alba

ctri-1 ORF

carv-1 ORF 57 a DHS Igomoea meyeri
DHS Ipomoea neei
DHS Ipomoea hederifolia
ipurp-2 ORF
ipurp-1 ORF

DHS
Merremia
quinquefolia

DHS
Solanum
lycopersicum

DHS
Nicotiana
tabacum

B Alternative Topologie
der DHS-Sequenzen a DHS Ipomoea alba

ctri-1 ORF

DHS Ipomoea meyeri

DHS Ipomoea neei

DHS Ipomoea hederifolia
ipurp-2 ORF

ipurp-1 ORF

carv-1 ORF

DHS
Merremia
quinquefolia

Abb. 3.16 Ungewurzelter Maximum Parsimony-Baum, basiererfdl&HSS- und DHS-kodierenden cDNA-
Sequenzen aus der Familie der Convolvulaceae stevidDHS-Sequenzen abs tabacunmundL. esculentum
als AuRengruppe. Die Bootstrap-Werte aus 10.000sB@@-Wiederholungen sind in Klammern unterhalb de
Bezeichnung der Zweige — m undy - zangegeben. HSS-kodierende cDNA-Sequenzen sincain dprge-
stellt, DHS-kodierende in schwarz. Die Zweiglangetsprechen der Anzahl der Merkmalsanderungemd

B zeigen unterschiedliche Topologien hinsichtlich 8equenzen DHS ald. quinquefolia carv-1 ORF und
ctri-1 ORF
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A Maximum Likelihood Tree

b DHS Ipomoea alba
¢ DHS Ipomoea meyeri ctri-1 ORF
d ipurp-2 ORF
e ipurp-1 ORF

b ¢ DHS Ipomoea neei
DHS Ipomoea hederifolia
carv-1 ORF

DHS Merremia quinquefolia

DHS
Solanum
lycopersicum,

DHS
Nicotiana 0.1 Subst./Pos.

tabacum

B VergréRerung aus A

DHS Ipomoea neei
DHS Ipomoea hederifolia

ipurp-2 ORF
ipurp-1 ORF

C Alternative Topologie innerhalb der DHS Sequenzen

ctri-1 ORF

carv-1 ORF

DHS Merremia quinquefolia

Abb. 3.17Ungewurzelter Maximum Likelihood-Baum, basierend 36 HSS- und DHS- kodierenden cDNA-
Sequenzen aus der Familie der Convolvulaceae stevidDHS-Sequenzen abs tabacunmundL. esculentum

als Au3engruppe. Verwendet wurde das aus dem hleRTvibdelltest empfohlene Modell, wobei zwei Topo-
logien vorgeschlagen wurdeA (nd C). Auch nach dem AlCc vorgeschlagenen Modell wurgleei optima-

le Baume berechnet, die im Verzweigungsmuster dendezeigten Baumen entsprechen. Bootstrap-Werte
aus 100 Bootstrap-Wiederholungen sind in Klammentenhalb der Bezeichnung der Zweige m angege-
ben.HSS-kodierende cDNA-Sequenzen sind in grau danifed#iS-kodierende in schwarz. Die Zweiglan-
gen entsprechen der Anzahl der Substitutionen pauénzposition.
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Die Unterstitzung der Knoten der ML-Baume, berethmech dem hLRT-Modell,
wurde vergleichend mit Hilfe der Quartett-Methodavee der Bootstrap-Methode (100
Wiederholungen) berechnet. In Abb. 3.18 sind Phy@ogne der Stammb&ume mit der sta-
tistischen Unterstitzung der Verzweigungen darfiedte beiden Ansatzen wurden Knoten
mit Werten <50 kollabiert. Deutlich wird bei beid&ferfahren die unklare Stellung der

DHS-kodierenden Sequenzen aisquinquefolia Die Verzweigung ist unaufgelost und es

findet sich an dieser Stelle eine Polytomie. Inagdéssind die Ergebnisse zur statistischen

Unterstitzung zwar kongruent, doch durch die Qttalethode wurden niedrigere Werte

berechnet und die Auflésung der Stammbaume ishgeri Zusammenfassend sind in Tab.

3.17 nochmals die Werte zur statistischen Unteastig der Knoten sowohl aus der MP-

Analyse als auch der ML-Analyse vergleichend ausgyet.

A

——DHS Nicotiana tabacum

———DHS Solanum lycopersicum

g
(98

(98)

(84)

a
(97)

[(60)

——DHS Merremia quinquefolia

carv-2 ORF

carv-3 ORF

HSS
M. quinquefolia

HSS /. alba
HSS I. meyeri
@] (HSS 1. neei
(100)-HSS . hederifolia
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_I(jictrM ORF
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\-ipurp-2 ORF
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(6'0)_{ (84)

DHS I. hederifolia
DHS I. meyeri
Y

DHS . alba
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— DHS Nicotiana tabacum

——— DHS Solanum /ycopersrsum ipurp-1 ORF

(84) ™™
ipurp-2 ORF
DHS I. alba

DHS I. meyeri

DHS I. neei
m
(98)
DHS I. hederifolia
DHS
Merremia quinquefolia

carv-1 ORF
j I_—cm‘-1 ORF

(89)

a
(100)
HSS I. alba

HSS I. meyeri

b HSS I. neei
(100)

(100)" HSS I. hederifolia
HSS Merremia

quinquefolia
f
(56) carv-2 ORF
9 carv-3 ORF

(93

0.1 Subst./Pos.

Abb. 3.18 ML-Phylogramme der 16 HSS- und DHS-kodierenden AEB¢quenzen aus der Familie der Con-
volvulaceae sowie den DHS-SequenzenMutabacumundL. esculentunals Au3engruppe. Verwendet wur-
de das aus dem hLRTs empfohlene Modgll.Phylogramm mit Angaben zur statischen Unterstigzder

Knoten nach der Quartett-Methode, erstellt mitélitbn Tree-PuzzeB Ein Bootstrap-Phylogramm basierend
auf 100 Bootstrap-Wiederholungen, erstellt mit élifon PAUP. Die Bootstrap-Werte entsprechen denen i

Abb. 3.17A.
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Tab. 3.17 Statistische Unterstitzung der Zweige a — m zu Alglsildungen Abb. 3.16, Abb. 3.17 und Abb.
3.18.

Bootstrap-Werte fur Statistische Unterstiitzung nach der Quar- Bootstrap-Werte fir

die Knoten® tett-Methode fiir die Knoten die Knoten®
der ML-Baume der ML-Baume der ML-Baume
Zweig nach dem hLRT- nach dem hLRT- nach dem AICc Mo- der MP-Baume
Modell Modell dell
a 100 97 97 100
b 100 98 98 98
c 100 93 94 100
d 68 96 97 -
e 100 100 100 99
f 56 - - -
g 93 77 98 78
h 54 - - 93
i 100 58 60 99
i 89 71 71 92
k 84 - - 89
| 75 - - 73
m 98 85 84 98
y 60 60 -
z 83 84 63

¥ perechnet aus 100 Bootstrap-Wiederholungen
® berechnet aus 10.000 Bootstrap-Wiederholungen

Zusammenfassend zeigen beide angewandte Method@&ekanstruktion der Phyloge-
nie, die MP- sowie die ML-Analyse, eine eindeutigeeiteilung der Convolvulaceae-
Sequenzen und belegen damit das friihe Duplikatieigges desdhsGens in dieser Fami-
lie. Interessanterweise konnten Hinweise auf eirgtene, nachfolgende Duplikationen
gefunden werden. So entstanden auch die Pseudegen2 ORF undcarv-30ORF durch
Genduplikation. Beide finden sich mit eindeutiggtistischer Unterstttzung in der Gruppe
der HSS-Sequenzen (Zweigeund g, s. Tab. 3.17). Unklar ist, ob diese Duplikatioor v
oder nach der Pseudogenisierung stattfand. Dabdigen Pseudogenen unterschiedliche
Ursachen zur Pseudogenisierung fuhrten, spricheifig Duplikation vor der Pseudogeni-
sierung (s. Kap. 3.9, Abb. 3.15). Die im ML-Baumvau abzweigende HSS-kodierende
Sequenz aud/l. quinquefolia(s. Abb. 3.17) allerdings kodiert ein funktionsli&nzym.

Demzufolge kénnte audB. arvensisine funktionelle HSS besessen haben.

Die vermutlichen Alleleipurp-1 undipurp-2 ausl. purpurea(s. Kap. 3.9) finden sich
nur mit einer relativ niedrigen statistischen Ustétzung aus den Bootstrap-Berechnungen
von 84 % und 89 % als Gruppe in den StammbaumedewigZweigk, Tab. 3.17), wobei
die statistische Unterstitzung nach der Quartethbte sogar unter 50% fallt und somit im

Phylogramm als Polytomie dargestellt wird (s. ABI4.8). Dadurch wird fraglich, ob es sich
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bei diesen beiden Sequenzen tatsachlich um Allatedéit oder ob sie doch zwei unter-

schiedliche Gene darstellen.

Hervorzuheben ist die phylogenetische Stellung H&S-kodierenden Sequenz aus
l. alba. Sie fallt eindeutig in die Gruppe der HSS-kodmlen Sequenzen. Aufgrund der
biochemische Charakterisierung jedoch kodiert d&esguenz ein Enzym, das sowohl Putre-
scin als auch das elF5A-Vorstufenprotein als Sabsimsetzen kann und zeigt somit nicht
die bisher beschriebenen Eigenschaften der furditemm HSS-Enzyme. Dabei darf nicht
aul3er acht gelassen werden, dasdba keine PAs akkumuliert und die biologische Funk-
tion dieses Enzymes unbekannt ist. Letztlich giregel Sequenz jedoch auch eindeutig aus

dem urspringlichen Duplikationsereignis in der Hendler Convolvulaceae hervor.

Abschlie3end betrachtet fallt auf, dass die Grupipig der DHS- und HSS-kodierenden
Sequenzen eine deutliche Ubereinstimmung zu deersgsischen Gruppierung der hier
untersuchten Convolvulaceae-Arten zelgheeiund|l. hederifoliaaus Sektio Mina stellen
nach den derzeitigen systematischen Befunden s¢hrverwandte Arten dar (Miller et al.
2004; Eich 2007). Auch die DHS- und HSS-kodieren@&&guenzen aus diesen beiden
Arten bilden jeweils eine Gruppe (Zweigeunde, Tab. 3.17). Die DHS-Sequenzen aus
I. meyeriundl. purpurea,die nach der auf morphologischen Merkmalen basiknetintei-
lung von Austin (Austin 1979, 1980; Austin und Hweam1996; Austin 1997; Austin und
Bianchini 1998) zur Sektio Pharbitis zahlen, zwaiga Stammbaum friher ab, bilden aber
keine Gruppe. Hier ist zu erwahnen, dass die Sé&kiarbitis nach phylogenetischen Unter-
suchungen basierend auf der Variation von Resinkgchnittstellen in der Chloroplasten-
DNA (McDonald und Mabry 1992) eine polyphyletiscBeuppe darstellt. Diese Annahme
wurde durch weitere Arbeiten basierend auf ITS-8agan (Miller et al. 2004) bestatigt.
Insbesondere die Serie Tyrianthinae, zuldereyerinach Austin z&hlt, und die Serie Phar-
bitis, zu derl. purpureazahlt, stellt nach den erwahnten Arbeiten keine opbyletischen
Gruppe dar. Diese Stellung findet sich auch im Meigungsmuster des auf den DHS- und
HSS-Sequenzen beruhenden Stammbaumes wieder. dndgkdden die DHS- und HSS
kodierenden Sequenzen aus der Gattypognoeajeweils eine gut unterstitzte Gruppe im
MP- sowie ML-Stammbaum (s. Tab. 3.17, Zweigndi). Ebenso bilden die beiden DHS-
kodierenden Sequenzen aus daonvolvulusArten eine Gruppe mit einer guten statisti-

schen Unterstitzung (s. Tab. 3.17, Zwggidgsomit sind die Sequenzen innerhalb einer Gat-
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tung in den rekonstruierten Gen-Stammbaumen, leasleauf den HSS- und DHS-kodie-

renden Sequenzen, als Gruppe wieder zu finden.

3.12. Positive Selektion

Der Mechanismus zur Aktivierung des elF5A, in dam@HS den ersten Schritt kataly-
siert, ist sehr hoch konserviert. Der elF5A sekmshmt ubiquitar in Eukaryoten (Gordon et
al. 1987) und Archeabakterien vor (Bartig et aB@P Auch die Sequenzen der DHS aus so
verschiedenen Organismen wie dem Menschen aiBd S. vernalizeigen eine 65%ige
Identitat auf Nukleinsdureebene. Der elF5A undes&iorrekte Aktivierung sind essentiell
fur die Zellteilung der Eukaryoten und die Entwickg) (Park et al. 1997). Mutationen des
elF5A oder der DHS besitzen starke negative Effakifeden Organismus. So fuhrten Ver-
suche mit Hefe-Mutanten zu letale Phenotypen (®chatial. 1991; Sasaki et al. 1996; Park
et al. 1998). Dadurch liegt die Vermutung nahesdasch eine Duplikation dethsGens
nachteilige Auswirkungen mit sich bringt. Eine zZztiéhe, aktive Kopie der DHS mit den
gleichen Aktivitaten kénnte die Regulation der Adg¢rung des elF5A empfindlich stéren.
Interessanterweise wurde mit Ausnahme Gootalaria sp., in der zwei homologe Enzyme
mit deutlicher Aktivitdt mit dem elF5A zeigen gefien wurden (Nurhayati und Ober
2005), und. alba, in der ebenfalls beide identifizierte homologezfine eine Aktivitat mit
dem elF5A besitzen (s. Kap. 3.10.3), in den bisimersuchten Arten nur jeweils ein funk-
tionelles DHS-Enzym nachgewiesen. Die weiteren beten HSS-Enzyme haben eindeutig
die Fahigkeit, den elF5A zu binden, verloren. nékrt die Annahme, dass gewissermal3en
ein metabolisches Erfordernis besteht bzw. bestamddie Kopie deslhsGens so zu ver-
andern, sodass das Genprodukt nicht mehr das eWesstufenprotein binden kann und
somit die eigentliche DHS-Aktivitat unterbunden avitn dem Zusammenhang ist die Tat-
sache, dass in den bereits vollstandig sequenzi@ftanzengenomen die DHS immer von
einem einzelnen Gen kodiert wird, interessant. Bkalti der wirkenden Evolutionsmecha-
nismen nach der Duplikation stellte sich nun diager, ob mdglicherweise positive Selek-
tion mit dazu beitrug, dass die eigentliche DHS#AKIt der Tochter-Gene verloren ging.
Bezuglich der Evolution eines duplizierten Genesdwgenerell angenommen, dass eine
Kopie unter einem niedrigeren Selektionsdruck stishtenglischen spricht man von ,rela-
xed evolutionary constraints“. Mutationen kdnnem@&m Fall haufiger stattfinden. Im Falle

der positiven Selektion wirden aber bestimmte Maonan favorisiert oder insgesamt
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erhohte Mutationsraten bevorzugt. In phylogeneéacAnalysen ware dies durch erhdhte
Raten von nicht-synonymen zu stillen oder synonyr8ahstitutionen erkennbar (Yang et
al. 2000; Yang und Nielsen 2002; Zhang et al. 2008¢ses Verhéltnis, dieyftls Ratio,
auch alsw bezeichnet, wurde fiir die Convolvulaceae-Sequebeeschnet. Dabei sprechen
Werte vonw = 1 fur neutrale Selektionp< 1 fiir stabilisierende Selektion urd> 1 fir
positive Selektion. Fur die Berechnungen wurden Skguenzen verwendet, die in Tab.
3.16 aufgelistet sind, jedoch wurden die Pseudogame-2 und carv-3 sowie die HSS-
kodierende Sequenz alisalba ausgeschlossen. Die Solanaceae-Sequenzen der IS a
N. tabacumundL. esculentunwurden miteinbezogen. Berechnet wurde die poshiekek-
tion mit Hilfe der PAML Software von Yang (2007)ab fur die Berechnung bendtigte Ali-
gnment der Nukleinsadure-Sequenzen wurde mit derst@W-Algorithmus erstellt. Gaps
bzw. Licken, vor allem auch die der Teilsequenzerb+ und 3'-Bereich, wurden von der
PAML Software aus dem Alignment der entfernt. Datiuwurde das 1158 bp umfassende
Alignment auf 588 bp gekuirzt. Auf diesen Bereicls ddignments, welches durch PAML
entsprechend der Codons in ein Aminosaure-Alignnuemgewandelt wurde, bezieht sich
die Nummerierung der Aminosaurepositionen, die @.T3.18 verwendet wird. Der eben-
falls benottigte Stammbaum wurde mit der ML-MethadePAUP berechnet. Verwendet
wurde das nach dem hLRT vorgeschlagene TrN+G Sutistismodell mit Substitutionsra-
ten von (A-G) = 3,1867und (C-T) = 4,7923 Dargestellt ist dieser Stammbaum in Abb.
3.19. Die Berechnung der positiven Selektion etéolgach dem branch-site Modell A, das
die w-Werte fur jede Nukleinsaure-Position berechnetséfziich erfordert dieses Modell
die Einteilung der Aste im Stammbauapriori in sogenannte ,foreground“ und ,back-
ground”“ branches, wobei per Definition nur in denefround branches positive Selektion
(w > 1) moglich ist. Am Stammbaum in Abb. 3.19 sirid dste gekennzeichnet, die in
unterschiedlichen Berechnungen als foreground bemnclefiniert wurden. Die Tab. 3.18
fasst die verwendeten Datensatze und die berechmemeter zusammen. Neben den
Parametern des Evolutionsmodell wurde jeweils dieg-|ikelihood“-Wert (InL-Wert) als
Mal3 der Wahrscheinlichkeit fir das Zutreffen desd®lts berechnet. Mit anderen Worten
wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, bei derkiarten w-Werten eine durch das

Modell vorausgesagte Base an der Position x vardefi.
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Tab. 3.18Parameter und Ergebnisse der Berechnungen zdivpasbelektion. Die Aminosaurepositionen be-
ziehen .sich auf das 588 bp lange Alignment, wedaler Berechnung zu Grunde liegt.

InL Positionen unter positiver
Datensatz (log-likelihood) berechnete Parameter Selektion (BEB)?

branch-site Modell A
clade AY -2233,096 Po = 0,869;w0 = 0,063; 47P (mit P > 0,95)
p: = 0,043;w, = 1,379 8T 16H 63L 74D 771 134L
147D 148P 176G

Asta?® -2238,559 po = 0.807;wo = 0.068; 13V 49A 154N
p: = 0.072iw2 = 1,000 1651 169N

Astb? -2237,468 po = 0,907;wp = 0,074; 8T 47P 63L 181G 195C
p. = 0,073, = 16,491

clade B -2239,353 po = 0,915, = 0,085;

p: = 0,073;w. = 1,000
branch-site Modell A,

mitw, =1

clade A? -2233,344 Po = 0,845;w, = 0,0599; nicht erlaubt
p. = 0,043

Asta? -2238,559 Po = 0,807;w0 = 0,068; nicht erlaubt
p. = 0,072

Astb? -2238,343 Po = 0,853;w0 = 0,068; nicht erlaubt
p. = 0,074

clade BY -2239,353 po = 0,915;w, = 0,073; nicht erlaubt
p. = 0,085

site Modell M1A

- -2239.353 Po = 0,915;w0 = 0,073 nicht erlaubt

4 a priori definierter foreground branch, s. dazu Abb. 3.19
b Bayes empirical Bayes“-Analysen (BEB)nach Zhangle{2005), Aminosaurepositionen mit iiber 50%
statistischer Unterstiitzung (P > 0,50) fur posi®etektion sind aufgelistet.

A 1 DHS . meyeri B
2 DHS /. alba
3 DHS /. neei
4 DHS /. hederifolia — DM ana tabacum
5 jpurp-1 ORF DHS
6 ipurp-2 ORF Lycopersicon esculentum

DHS M. quinquefolia
DHS
Solanum

lycopersicum DHS Merremia quinquefolia

carv-1 ORF

ctri-1 ORF

DHS1 I. alba

DHS
Nicotiana
tabacum

DHS I. meyeri
DHS /. neei

DHS I. hederifolia
ipurp-1 ORF

ipurp-2 ORF

0,1 Subst./Pos. 0,1 Subst./Pos.

Abb. 3.19 ML-Stammbaum der HSS- und DHS-Sequenzen aus Carlackae, der den Berechnungen zur
positiven Selektion als Grundlage diente. Darstellung als ungewurzelter BauBh. Darstellung als Phylo-
gramm. HSS-kodierende Sequenzen sind in grau delgePHS-kodierende in schwarz. Die Zweige mit de
Bezeichnunag undb wurden als foreground branches definiert, ebems&duppen A und B (s. Tab. 3.18).
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In einem ersten Ansatz wurden alle HSS-kodiererSequenzen als foreground bran-
ches definiert (clade A). AnschlieRend wurde detebsatz der foreground branches auf
verschiedene Abschnitte im clade A reduziert. kdeanterweise wurde der hochste
w-Wert fur den Asb bzw. fur die HSS-Sequenz aMk quinquefoliamit 16,491 berechnet.
Die log-likelihood-Werte liegen bei allen Modelle einer vergleichbaren GroRenordnung.
Insgesamt schlug das branch-site Modell A einig&l®&nsdure-Positionen unter positiver
Selektion in den foreground branches vor. Wie geses Modell auf die Daten erklart bzw.
die Signifikanz des Modells wurde durch Vergleichi# anderen Modellen, den sogenann-
ten Nullmodellen, in ,log-likelihood ratio TestsLRT) tberprtft. Nach Yang et al. (2000)
kann, wenn zwei zu vergleichende Modelle in einangeschachtelt sind bzw. aufeinander
aufbauend, der verdoppelte Unterschied derer jlagi#hood“-Werte (2AlnL) mit einer
Chi-Quadrat-Verteilung verglichen werden. Dabeisprechen die Freiheitsgrade der Chi-
Quadrat-Verteilung der Anzahl der unterschiedlicRamametern in den beiden zu verglei-
chenden Modellen. Der kritische Wert (P-Wert) dar-Quadrat-Verteilung gibt Aufschluss
Uber die Signifikanz des Vergleiches. Bei hohen &4éh entspricht das zu testende Modell

den Datensatz im Vergleich zum Nullmodell nichtds¥sund ist abzulehnen.

Fir diese LRT-Tests kam in erster Linie das brasithModell A mit fixiertenw-Wert
(w=1) in den foreground branches als Nullmodells{T&). Unter diesem Modell wird
keine positive Selektion erlaubt, jedoch kdnnen IMims&uren, die in den background bran-
ches unter stabilisierender Selektion stehen, mfdeeground branches neutral evolvieren
und somit einen verminderten Selektionsdruck tragamch diesen Test kann direkt posi-
tive Selektion durch Signifikanz im LRT nachgewiesgerden (Zhang et al. 2005). Ver-
wendet man als Nullmodell jedoch ein Modell, dasridlen ganzen Stammbaum ohne Ver-
anderung in den background und foreground branchuesneutrale und stabilisierende
Selektion erlaubt (0 €x < 1 undwy, = 1), wie das site Modell M1a von Yang (2002), kkan
sowohl ein verminderter Selektionsdruck also auasitive Selektion zu einer Signifikanz
im LRT fuhren (Test 2) (Zhang et al. 2005). Insgetsargab der LRT-Test 1 keine statis-
tisch signifikante Unterstitzung fur positive Selek (s. Tab. 3.19). Der LRT-Test 2
spricht jedoch fur einen reduzierten Selektionsklrvor allem wenn der gesamte clade der
HSS-Sequenzen (clade A) in die Berechnung einfliBBt LRT-Test 2 ergab einen Wert
von 12,515. Bei einer Chi-Quadrat-Verteilung mitezwreiheitsgraden ergibt das einen P-

Wert von 0,002, der damit weit unter dem gangiggmifkanzniveau von 5 % liegt.
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Tab. 3.19LRT-Statistik (2AInL) und kritische Werte (P-Werte) fur die Berechguer positiven Selektion.

Datensatz LRT-Test 12 LRT-Test 2"

clade A 0,496 (P = 0,481)) 12,515 (P = 0,002)
Asta 0 1,588 (P = 0,452)
Astb 1,75 (P = 0,186) 3,77 (P = 0,152)
clade B 0 0

Adf=1

b df =2
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4. Diskussion

Einen zentralen Aspekt dieser Arbeit stellte didddsuchung der molekularen Mecha-
nismen der Evolution von Biosynthesewegen des pildren Stoffwechsels dar. Dabel
wurde die Evolution der Pyrrolizidin-Alkaloide (PAals Modellsystem gewéahlt. PAs, die
als typische Sekundarstoffe der Pflanzen gelten wardhutlich zur Verteidigung gegen
Fral3feinde dienen, sind in verschiedenen AngiosperRamilien zu finden (s. Kap. 1.1).
Generell kbnnen die zugrunde liegenden molekulddechanismen zur Evolution dieser
Verteidigungsstoffe der Pflanze erst durch die tdiererung und Charakterisierung an der
Biosynthese beteiligter Enzyme untersucht werdeon Wer PA-Biosynthese wurde bereits
ein Schlisselenzym, die Homospermidin-Synthase (ldS&ap. 1.2), identifiziert. Am Bei-
spiel dieses Schlusselenzyms wurden im Rahmenrdiebeit die molekularen Mechanis-
men die zur Entstehung der HSS fuhrten in zwei kamiden Convolvulaceae und Apocy-
naceae, ndher beleuchtet. In vorhergehenden Anb&enten bereits vier unabhangige
Urspringe der HSS innerhalb der Angiospermen naclegen werden (Anke et al. 2004;
Reimann et al. 2004; Nurhayati et al. 2009). DieSHShtstand in den Monokotylen, den
Boraginaceae sowie in zwei Triben der Asteraceaehdunabh&ngige Duplikationsereig-
nisse aus dem zum Priméarstoffwechsel zahlendennkxgsoxyhypusin-Synthase (DHS).
Damit scheint das oben erwahnte und in der Einigitgenauer ausgefihrte verstreute Vor-
kommen der PAs innerhalb des Pflanzenreichs Réskdtavergenter Evolution zu sein.
Nun zeigen interessanterweise die PAs auch inrteded Familie der Convolvulaceae ein
sehr verstreutes Verbreitungsmuster in dem siénnarenigen und isolierten Arten vorkom-
men. Wie kann man sich diese Verteilung erklareréd W dieser Familie die Fahigkeit,
PAs zu produzieren, auch mehrfach durch unabhar@geluplikationen in einzelnen Ver-
tretern entstanden? Oder liegt hier ein monoptsdbér Ursprung zugrunde und in vielen
Arten wurde sekundar die Fahigkeit der PA-Biosyasthererloren? Nach Wink (2003)
konnte ein verstreutes Vorkommen von Sekundarstoffienah verwandten Arten auch
durch eine differentielle Expression der korresperahden Gene resultieren. Insbesondere
da in den Convolvulaceae unterschiedliche Strujpert an PAs vorkommen (s. Kap.
1.4.1), lag die Vermutung jedoch nahe, dass esfawte und unabhangige Urspriinge gibt,
vergleichbar zu den Asteraceae mit den unabhéndiyspringen in den Triben Eupato-

rieae und Senecioneae (Anke et al. 2004). Ein lig#a Unterschied der Convolvulaceae
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zu anderen PA-akkumulierenden Familien ist die 8ats, dass die Mehrzahl der PAs eine
ungesattigte Necinbase besitzen (Jenett-Siems E9@8; Eich 2007). Nur die Lycopsamin-
Typ PAs inM. quinquefolia(Mann 1997) weisen die sonst fir PAs charaktedbke 1,2-
ungesattigte Necinbase auf. Beziiglich der Toxizitderscheiden sich die gesattigten Deri-
vate deutlich von den ungesattigten Derivaten.|&liztere wurde eine hepatotoxische Wir-
kung bewiesen, die auf einer P-450-Monooxygenasgahsierten Transformation der PAs
in toxische Pyrrol-Derivate beruht (Hartmann undtt@/il995). Die geséttigten Derivate
hingegen, die durch das Fehlen der DoppelbindunigirNecinbase nicht zu aktiven Pyrro-
len transformiert werden kénnen (Fu et al. 2002;eFal. 2004), besitzen eine frallhem-
mende Aktivitat (Reina et al. 1997). Der Wirkungsim@nismus dieser Derivate ist jedoch
ungeklart. Fur die Verteidigung der Pflanze sindhivbeide Typen der PAs, gesattigte
sowie 1,2-ungesattigte, von Vorteil wie bei Frolizhsammengefasst wird (Frolich et al.
2006). Unter anderem wird durch speziell angepddstiten wie Estigmene acredHart-
mann et al. 2005), deren polyphage Larven sowatiitjgte als auch 1,2-ungesattigte PAs
aus Pflanzen zur eigenen Verteidigung verwenden Baideutung als Verteidigungsstoffe
indirekt belegt. Zudem akkumulieren neben den Ctvwaceae auch verschiedeRbalae-
nopsisArten aus der Familie der Orchidaceae gesattigieivBte (Hartmann und Ober
2000; Frdlich et al. 2006; Anke et al. 2008; Nurdagt al. 2009), wobei die héchsten Kon-
zentrationen an PAs in jungen Geweben und in Bkitespen zu finden sind (Frolich et al.
2006). Dieses Vorkommen in Geweben, die naturgeamé®esten verteidigt werden mus-
sen, spricht ebenfalls fur eine 6kologische Bedwsgitdieser bezlglich ihrer biologischen
Aktivitat noch nicht genau charakterisierten Alkdin Das in den Convolvulaceae nun
gesattigte sowie 1,2-ungesattigte Alkaloide vork@mmmachte diese Familie zudem zu
einem interessanten Untersuchungsobjekt. Auchdbédite sich die Frage, ob beide Typen
auf einen oder mehrere Urspringe der PA-Biosynthag@ckgehen. Das zweites Untersu-
chungsobjekt, die Familie der Apocynaceae, war lddias Vorkommen von Lycopsamin-
Typ-PAs spannend. Dieser Struktur-Typ wurde auctienFamilie der Asteraceae, Tribus
Eupatorieae und auch in den Convolvulaceae, Gatilergemianachgewiesen. Vermutlich
entstand die Fahigkeit zur Synthese dieser Alkgloidpe in diesen phylogenetisch nicht
nah verwandten Familien durch konvergente Evolutidres konnte im Rahmen dieser
Arbeit bestatigt werden (s. Kap. 3.8., Abb. 3.14 #bb. 3.12). Insgesamt wurden mit den
Ergebnissen dieser Arbeit zu den vier bereits batieemnoch zwei zuséatzliche, unabhangige

Duplikationsereignisse, die zu funktionellen HSS#anen fuhrten, nachgewiesen. Als
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Mechanismus der Evolution riickte damit die Gendkapion in der Vordergrund des Inter-

€Sses.

4.1. Genduplikation als molekularer Mechanismus deEvolution

Durch die Identifikation und biochemische Charakierung von HSS- und DHS-kodie-
renden Sequenzen in den Convolvulaceen-Attereei I. hederifolig und I. meyeri und
anschlielBende phylogenetische Untersuchungen kgaateigt werden, dass entgegen der
ursprunglich vermuteten mehrfachen Duplikationggnsse innerhalb dieser Familie tat-
sachlich nur eine unabhangige Genduplikation dlesGens in der frihen Geschichte der
Convolvulaceae stattgefunden hat. Dies spiegétit isicden zwei deutlichen Gruppen bzw.
clades der Convolvulaceae-Sequenzen in den Stanmapéder Angiospermen-Sequenzen
(s. Kap. 3.8., Abb. 3.11 und Abb. 3.12) wieder. Big8S-kodierenden Sequenzen sind ein-
deutig aus einer Duplikation hervorgegangen. Da¢isttsche Unterstlitzung flr diese Ver-
zweigung ist sowohl in den MP-Analysen sowie den-Atalysen sehr hoch. Zusatzlich
konnte eine weitere unabhangige Duplikation in éd@ocynaceae nachgewiesen werden,
wie oben bereits angedeutet. Untersuchungen demgsohen Organisation bestatigten die
unabhangigen Duplikationen innerhalb beider Familige Kap. 3.7.3). Damit konnte mit
dieser Arbeit die Bedeutung der Genduplikation Mischanismus zur Evolution neuer
Funktionen am konkreten Beispiel der HSS belegtdemr Genduplikation gilt heute als
einer der haufigsten Mechanismen, der zur Entsgeima&uer Enzyme fuhrt (Hughes 1994;
Zhang 2003; Bridgham et al. 2008). Genduplikatiotreten geschatzt mit einer Rate von
0,01 pro Gen pro 100 Millionen Jahren etwa gleighfly wie Nukleotid-Substitutionen mit
einer Rate von 0,1-0,5 pro Positionen pro 100 bfhkin Jahren auf (Lynch und Conery
2000; Zhang 2003). Insgesamt scheint in pflanzhc@enomen der Prozess der Gendupli-
kation eine elementarer Weg zu sein, um biocheraigdbxibilitat zu erlangen. So sind
z. B. viele Enzyme des Sekundarstoffwechsels vemé&h Genfamilien kodiert, die durch
Duplikationen im Laufe der Evolution entstanden i(fia et al. 2000). Sie entstehen durch
sogennante ,repeated cycles of duplication* (Piskeeiund Gang 2000; Zhang 2003; Ober
2005). Ein Beispiel fur diese ,repeated evolutiatéllt die Chalkonsynthase-Familie dar,
die auch in Gattundpomoeacharakterisiert wurde (Durbin et al. 2000). Hieirdvein
Unterschied zum Modellsystem HSS/DHS deutlich. iB$ keine Hinweise, dadsss und
dhsGene in Genfamilien organisiert sind oder das erehGenkopien fur DHS oder HSS
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in einer Art existieren. DadhsGen wurde in den bisher vollstdndig sequenzieRgan-
zengenomen immer nur als sogenanntes ,single cepg“‘ghachgewiesen. Die einzige bis-
her bekannte Ausnahme bild€totalaria juncea aus der zwei funktionale DHS-Enzyme
charakterisiert wurdefNurhayati und Ober 2005).

Generell betrachtet, liefern Genduplikationen geefimalien zusatzliches genetisches
Material. Bezuglich des Schicksals der duplizie®®sne geht man von mehreren Szenarien
aus. Nach der Genduplikation kénnen etwa homogaeistle Effekte wie ,gene conver-
sion®, die auch als ,concerted evolution* bezeidchwed, wirken, die durch eine Abglei-
chung zwischen beiden Genkopien zur Konservierwrgudspringlichen Funktion fihren
(Liao 1999; Zhang 2003). Ein weiteres SzenaridistPseudogenisierung oder Nonfunktio-
nalisierung. Durch eine Reduzierung des Selektiutsd auf die Tochterkopie kann diese
degenerative Mutationen oder ,loss-off-function” tdtionen ansammeln und so zu einer
funktionslosen oder nicht exprimierten Kopie werd&hang 2003; Bridgham et al. 2008).
Das fir die Evolution neuer Enzyme bzw. neue Fomian wichtigste Szenario umfasst
jedoch die nachfolgende Differenzierung eines derhiergene, die zu Proteinen mit neuen
Eigenschaften fuhrt. Durch sogenannte ,gain-of-fium¢ Mutationen (als Gegensatz zu
den ,loss-off-function” Mutationen), kann sich z.Bie Substratspezifitat verandern und
damit eine neue Eigenschaft entstehen. Im klassmsbtodell von Ohno (1973) wird dieses
Szenario als ,Neofunktionalisierung” bezeichnetn&iWeiterentwicklung dieser klassi-
schen Theorie geht von einer Phase bifunktionélezyme aus. Nach einer Duplikation
kénnen die Funktionen auf die Tochtergene aufdgeteitden und eine Spezialisierung wird
ermdglicht (Hughes 1994). Dieser Mechanismus wisdSaibfunktionalisierung bezeichnet.
Hierfur stellen DHS und HSS ein klassisches Belspae, wobei die DHS gewissermalden
noch ein bifunktionelles Enzym darstellt, da die ®Bowohl die Aktivierung des elF5A-
Vorstufen Proteins aber auch die Bildung von Horeosypdin katalysieren kann. Die HSS
jedoch hat die Fahigkeit verloren, den elF5A — eigentliche Substrat der DHS - als Sub-
strat zu verwenden (Ober et al. 2003b). Die Sutsgtezifitat veranderte sich und es erfolgte
damit eine funktionelle Differenzierung. Diese Rdlarung erfolgte nun mehrfach in der
Evolution der Angiospermen. Weitere Beispiele fiese wiederholte und unabhangige
Evolution neuer Funktionen sind bekannt, wie etwaStilbensynthase, die durch unabhan-
gige Duplikationen aus der Chalkonsynthase mehrii@chaufe der Angiospermen-Evolu-
tion entstand (Tropf et al. 1994). Es bleibt jeddah Frage, mit welchen mechanistischen
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Prinzipien wahrend der Evolution tatsachlich neuakionen hervorgebracht werden. Wie
entgeht das duplizierte Gen der Gefahr degenerdiv&ationen anzusammeln und zum
Pseudogen zu werden? In der Tat sind degenerawe, lmss-off-function” Mutationen im
Vergleich zu ,gain-of-function“ deutlich haufigeKimura 1983; Sanjuan et al. 2004). Nach
dem klassischen Modell von Ohno (1970) verschwinikeMehrzahl der duplizierten Gene
wieder nach dem Prinzip der Nonfunktionalisierumgg zwar bereits in Zeitrdumen, die als
zu kurz angesehen werden, als das neue Funktiomméviezen konnen (Lynch und Conery
2000). Die Plausibilitat dieses klassischen Modalésgenerelle Erklarungsmaoglichkeit der
Evolution neuer Funktionen wurde deshalb in Fragstailt (Bergthorsson et al. 2007).
Mogliche Erklarungen liefert zum einen Bergthorsg@007) mit seinem ,innovation,
amplification, and divergence* (IAD)-Modell odersdaon DePristo (2007) vorgeschlagene
Modell zur adaptiven Evolution. In letzterem Modetrden als Grundlage von Innovation
promiskuitive Enzyme postuliert, die neben der Hakfvitat mit ihrem nativen Substrat
auch andere, nicht-native Substrate in geringeerRamsetzen kdnnen. De Pristo geht wei-
ter davon aus, dass Selektion zur Etablierung diegsamiskuitat fihrt, indem Mutationen,
welche die nicht-native Aktivitat des Enzyms foml@hne jedoch die native Aktivitat nega-
tiv zu beeinflussen, fixiert werden. Der zugrundegénde Evolutionsvorteil ware, dass
diese promiskuitiven Enzyme fur eine Subfunkticsiaiung durch adaptive Mutationen
sehr gut positioniert waren. (DePristo 2007). Inuitgte entspricht dieses Modell dem IAD-
Modell von Bergthorsson. Auch er geht als Vorauas®j flr Innovation von einem Protein
aus, das neben der eigentlich selektierten Funktiai Nebenaktivitaten besitzt. Bei Ver-
anderung der 6kologischen Nische kdnnte eine diebenaktivitaten Vorteile bringen und
dadurch ein Selektionsdruck zur Verbesserung didebenaktivitat entstehen. Ein Weg zur
Optimierung kdnnte Uber Genduplikation fihren. teta gehen beide Modelle von multi-
funktionalen Proteinen als Grundlage fiir die Eviolutneuer Funktionen aus. Ubertragen
auf das DHS-HSS-Modell konnte man die Nebenaktivd&r DHS mit Putrescin, die auch
nach Duplikation und Subfunktionalisierung bestebéab, als Beleg fur die postulierte
Promiskuitat bzw. Multifunktionalitat interpretiere Auch in vielen anderen Arten besitzt
die DHS offenbar diese Promiskuitat. Spuren von bigmermidin wurden in zahlreichen
Angiospermen-Arten aber auch in Moosen nachgewié€der et al. 2003a). Sogar in
bestimmten S&augetiergeweben wurde Homospermidimdeh. Dariiber hinaus wurde am
Beispiel der humanen DHS eine Reihe weiterer Satestdie als Donor-Amine fungieren
kénnen, identifiziert (Park et al. 2003). Dazu =ihlunter anderen 1-Methylspermidin,
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N!-Ethylspermidine sowie cis- und trans-ungesatti§esrmidin. Damit wird deutlich, dass
selbst ein sehr konserviertes Enzym des Primavatafisels Uber eine gewisse Substrat-

Promiskuitat verfugt.

4.2. Evolutives Schicksal der Tochtergene nach der uplikation in den Convol-

vulaceae

Durch den belegten einmaligen Ursprung der HSBgp. 3.8) innerhalb den Convolvu-
laceae in Verbindung mit dem verstreuten Vorkomm@nPAs in wenigen isolierten Arten
dieser Familie wurde die Frage nach dem molekulbtiatergrund fur dieses Verbreitungs-
muster in eine neue Richtung gelenkt. Hinweised&m in dieser Familie vermuteten mehr-
fachen Ursprung der PAs konnte hinsichtlich der l&®t gefunden werden. Wurde somit
die Fahigkeit zur PA-Biosynthese in vielen Artem @@nvolvulaceae sekundéar wieder ver-
loren? Das verstreute Verbreitungsmuster der PAs, fdr viele sekundare Inhaltsstoffe
bezeichnend ist, konnte auch Resultat einer uritierdlichen Expression von entsprechen-
den Genen des Biosyntheseweges sein (Wink 200B8).raée liegend war damit die Frage
nach dem Verbleib des duplizierten Tochtergensimlteute nicht PA-produzierenden Ver-
tretern der Convolvulaceae. Durch eine Suche nackdhs und hssGenen homologen
Sequenzen in PA-freien Arten mit anschlieBendetqgenetischer Analyse konnten inter-
essanterweise i€. arvensiszwei Pseudogen&arv-2 und carv-3, nachgewiesen werden,
die deutlich im clade der HSS-kodierenden Sequehegen (s. Kap. 3.11). Das belegt zum
einen nochmals das urspringliche DuplikationsereigasdhsGens, zum anderen stellt es
ein Beispiel fur die Pseudogenisierung eines digrten Genes dar. Interessant ist diese
Beobachtung, weil Reste dieser Pseudogene tatsidsis heute im Genom erhalten blie-
ben. Man kann hierbei spekulieren, ob durch disteituplizierten Gene moglicherweise
bereits aktive Vorstufen der PAs gebildet, jedaohLaufe der Evolution nicht weiter opti-
miert wurden, sodass die Gene letztlich unter kelelektionsdruck standen und sich dege-
nerative Mutationen ansammeln konnten. Vielleicht auch die Fahigkeit zur Biosynthese
von PAs zu einem friheren Zeitpunkt der Evoluticgiter verbreitet innerhalb der Convol-
vulaceae und wurde sekundar wieder verloren. IsetieZusammenhang besonders span-
nend ist die Tatsache, dass die beiden Pseudagene undcarv-3 durch ein zusatzliches
und unabhéngiges Duplikationsereignis auseinanderolgehen (s. Abb. 3.16 und Abb.
3.17). Da unterschiedliche degenerative Mutatidneshen Pseudogenen nachzuweisen sind
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(s. Abb. 3.15), scheinen beide Kopien diese Mutatoerst nach der Duplikation angesam-
melt zu haben. Ob und welchen Vorteil die Pflanaeck diese Duplikation gewann, kann
nur spekuliert werden. Einmal mehr wird jedoch tludeeses Beispiel die Haufigkeit, mit
der Duplikationsereignisse stattfinden, belegt.

Auf der Suche nach homologen Sequenzen wurden iaudber PA-freien Artl. alba
zwei Sequenzen identifiziert. Beide Sequenzen wendeler Pflanze exprimiert und bilden
funktionale Genprodukte. In der Phylogenie grummedie Sequenzen deutlich im HSS-
bzw. DHS-clade. Anhand der biochemische Charakeeuisg konnte das von der im DHS-
clade liegenden Sequenz kodierte Protein eindalgidpHS klassifiziert werden. Das Gen-
produkt der zweiten, im HSS-clade liegenden Sequbagitzt im Vergleich zu anderen
HSS-Enzymen jedoch eine hohe Aktivitat mit dem AIKS. Tab. 3.6, Tab. 3.8 und Tab.
3.15). Dies ist eine interessante Beobachtung,aiibt keinen Hinweis auf die biologischen
Funktion dieses putativen HSS-Enzymed.ialba. Man kann Uber eine Rolle in der Bio-
synthese der in dieser Art vorkommenden Indoliziélikaloide spekulieren (s. Abb. 3.13).
In diesem Zusammenhang kdnnten weitere biochemidabersuchungen des rekombinan-
ten Enzymes mit Hinblick auf weitere mdgliche Sudist viel versprechend sein. Insbeson-
dere unter Berucksichtigung der verschiedenen Démane, welche die humane DHS
umsetzen kann (Park et al. 2003), erscheint eiteilBging an der Indolizin-Alkaloid-Bio-
synthese zumindest moglich. Zudem spricht die Thtsadass diese putative HSS-Sequenz
bis heute if. alba vorhanden ist und offensichtlich vor degenerativiriationen geschutzt
wurde, fur einen Selektionsvorteil, der mit dem iBedieser Sequenz einhergeht, zumal das
Gen exprimiert wird. Durch den zeitlich begrenzieahmen dieser Arbeit bleiben aller-
dings diese Fragen offen. Damit bietet dieses Bai§jir die Zukunft noch viele spannende

Maoglichkeiten um weitere Einblicke in die Evolutidnrch Genduplikation zu gewinnen.

4.3. Fixierung duplizierter Gene im Genom und Einfliss positiver Selektion

Damit duplizierte Gene im Laufe der Evolution imr®@en fortbestehen, missen diese
der Pflanze Vorteile bringen. Solch ein Vorteil kagtwa in der genetischen Redundanz lie-
gen, die zu einer erhdhten Produktion eines limatiden Produkts fuhrt (Lynch et al.
2001). Beim Beispiel DHS/HSS koénnte jedoch auchagetias Gegenteil der Fall sein. Da
der von der DHS katalysierte Mechanismus zur A&tivhg des elF5A von essentieller

Bedeutung fur den Organismus ist, kbnnte eine Bnedpie mit gleichen biochemischen
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Eigenschaften negative Effekte fur den Organismitssioh bringen. Dabei gilt es auch
molekulare Interaktionen zu berucksichtigen. ScHoighes und Hughes (1993) erkannten
die Bedeutung der korrekten Wechselwirkungen zveiscRroteinen. Mutationen, welche
die Struktur eines duplizierten Proteins veranderd somit auch dessen Wechselwirkun-
gen beeinflussen, kbnnen oft negativere Auswirkareyg den Organismen zeigen als Null-
mutanten (Hughes und Hughes, 1993). Dabei ist andelMgystem der HSS/DHS zu
beriicksichtigen, dass DHS sowie HSS in der Zelidrer aktiven Form als Homotetramer
vorliegen (Liao et al. 1998; Ober et al. 2003b)cNaler Duplikation des urspringlichen
Gens konnten die Produkte beider Tochterkopien ugich anfanglich gemischte Tetra-
mere bilden, wie Bridgham (2008) das allgemeinnfiiitimere Enzyme postulierte. Erlangt
eine Tochterkopie Nonsense-Mutationen und die Fteddieses Gens gehen trotzdem in
die Tetramere als Bindungspartner ein, kbnnen diedarer Funktion eingeschrankt bis
funktionslos werden. Das koénnte dazu fihren, degteblochtergene weiterhin unter stabi-
lisierender Selektion stehen und somit das Zeitégrignger wird, in dem beide Tochter-
gene im Genom erhalten bleiben. Dadurch wachseRldgncen einer Neo- oder Subfunk-
tionalisierung (Bridgham et al. 2008). Voraussetzwter Interaktion ist natirlich die
Expression der duplizierten Gene im gleichen Gewblbdiesem Zusammenhang wird die
Bedeutung einer getrennten Expression der Tochterdeutlich, auf die im Kap. 4.4 néher
eingegangen wird. Um negative Effekte durch eineitevKopie der DHS zu verringern,
konnte allerdings auch positive Selektion auf elimehter-Kopie gewirkt und somit zur
Anhaufung von Veranderungen gefihrt haben. Damitleri die Interaktionen der Genpro-
dukte rasch reduziert. Tatsachlich geht Neo- bzmbf@ktionalisierung oft mit erhéhten
Substitutionsraten und auch einer erhéhten Anzairainosaureaustauschen einher (Rod-
riguez-Trelles et al. 2003; Zhang 2003). Auch bBienspiel der HSS und DHS gibt es Hin-
weise auf erhthte Substitutionsraten, die sichrofigren Astlangen im ML-Stammbaum
aufRern (s. Abb. 3.12 und Abb. 3.17). Die Astlangesgicht hier der Anzahl der Substitu-
tionen pro Sequenzposition. Auffallig sind die diett langeren Aste in der Gruppe der
HSS-kodierenden Sequenzen im Vergleich zu den Astienzu den DHS-kodierenden
Sequenzen fuhren. Auch in der vorhergehenden AvlmgitReimann (2004) konnten zum
einen diese langeren Aste im Stammbaum beobacletetew, zum anderen wurden auch
leicht erhohte nicht-synonyme Substitutionsratandié HSS-kodierenden cDNA-Sequen-
zen berechnet. Diese erhdhten SubstitutionsraterH8&-kodierenden Sequenzen in den

verschiedensten Linien der Angiospermen kénnen eimen durch ,relaxed functional con-
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straints” erklart werden (Lynch und Conery 2000 duf eine Tochterkopie allein durch
die Redundanz der Funktion wirken. Zum anderentfaébch positive Selektion zu einer
Erhohung der Substitutionsraten. In beiden Falléinder eine Kopie nach der Duplikation
insgesamt schneller evolvieren. Unter Bertcksicimggfunktionaler Aspekte konnte es von
Vorteil sein, wenn bestimmte Sequenzabschnitte b4etive im Enzym, z.B. die Substrat-
bindungsstelle, besonders schnell evolvieren. in Ball wirde positive Selektion nicht auf
die Gesamtsequenzen, sondern auf einzelne Amiress&urken. Nachgewiesen wurde die-
ser Mechanismus etwa im Fall der Aldehyd-Oxidasezdieimal unabhéngig in der Evolu-
tion der Eukaryoten durch Genduplikation aus dentKim-Dehydrogenase entstand. Nach
jeder Duplikation erfuhren beide Duplikate einei®#de schneller Evolution in der identi-
sche Positionen Gegenstand positiver Selektionrw@mse Positionen befinden sich dabei
in der FAD- und in der Substratbindungsstelle dexyihe (Rodriguez-Trelles et al. 2003).
Am Beispiel der DHS/HSS ist in dem ZusammenhandgHigf, dass bei der Hauptzahl der
charakterisierten HSS-Enzyme durch den VerlustFddrigkeit, den elF5A zu binden und
umzusetzen, eine Veranderung der Substratspezditatgte. Damit lag die Vermutung
nahe, dass moglicherweise speziell die an der Bigdles elF5A beteiligten Aminosauren
bzw. Nukleotide unter positiver Selektion stehenrkén. Durch die Anwendung der unter
Kap. 3.12 beschriebenen Analysen wurden vier bimiteh eindeutig charakterisierte HSS-
kodierende Sequenzen, die mit dem elF5A eine sehirige Aktivitat zeigten, bezuglich
positiver Selektion untersucht. Durch die Bereclymmgingen mehrere Aminosauren her-
vor, die moglicherweise unter positiver Selekti@stganden haben kénnten. Abhéngig von
den Abschnitten bzw. Zweigen im Gen-Stammbaum dférpositive Selektion angenom-
men wurde, variierten diese Positionen allerdidgseh der berechnete-Wert als Mal3 der
positiven Selektion (s. Kap. 2.2.21, 3)Z&igte in den verschiedenen Berechnungen erheb-
liche Unterschiede, wobei der hochsteéWert fir den Astb, der zur HSS-Sequenz aus
M. quinquefoliafiihrt, zu beobachten war. Die statistische Unigzsing aus den ,log-like-
lihood ratio“-Tests (LRTs) fur positive Selektion. (Tab. 3.19, Kap. 3.12) war insgesamt
gering und bei einem Signifikanzniveau von 5 % milsht signifikant einzustufen. Das
jedoch eine verminderte negative Selektion bestangab ein weiterer ,log-likelihood
ratio“-Tests (s. Tab. 3.19, Kap. 3.12). Trotz delnvgachen statistischen Unterstitzung far
positive Selektion war es interessant zu Uberpribdbndie vorgeschlagenen Positionen in
hoch konservierten Bereichen der DHS liegen. Hezangen wurde dazu das Aminosaure-
Alignment, welches den Untersuchungen zur positselektion zu Grunde lag. Zuséatzlich
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enthalt das in Abb. 4.1 dargestellte AlignmentAlirinosaure-Sequenz der humanen DHS.
Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der DHS-Enzyme déenfe humane DHS dazu, bereits
charakterisierte Motive wie die Spermidin- und NANRdungsstelle (Liao et al. 1998; Lee
et al. 2001) in den homologen Sequenzen der Ptiapadokalisieren. Dabei ist hervorzu-
heben, dass die DHS-Enzyme aus den unterschiemlick@rganismen nicht nur eine hohe
Sequenz-ldentitat auf Nukleinsdure- und Aminoséere aufweisen, sie besitzen durch
die Organisation als Tetramere aus vier gleichetetdmheiten mit einer molaren Masse
von 40-42 kDa (Joe et al. 1995; Kang et al. 19%9 Tind Chen 1995; Wolff et al. 1995;
Liao et al. 1998; Ober et al. 2003b) auch eine haialichkeit in der raumlichen Struktur.
Mit Hinblick auf diese Ahnlichkeit konnen charaksierte Motive der humanen DHS auf
pflanzlichen Enzymen (bertragen werden. In dieseargMich ergaben sich keine Uber-
schneidungen zwischen den Positionen, die lautBEechnungen mdglicherweise unter
positiver Selektion stehen, und jenen, die an ger8idin- oder NAD-Bindung beteiligt
sind (s. Abb. 4.1). Da auch die bekannten HSS-Eezgowohl Spermidin und NAD fur
ihre native Aktivitat bendtigen, ist dieser Befuwdnig tiberraschend. Er dient jedoch indi-
rekt zur Bekraftigung der Ergebnisse aus den Beraulen zur positiven Selektion.

Bei einigen Positionen, die laut den Berechnungaerupositiver Selektion standen (s.
Tab. 3.18), zeigte der nahere Blick auf das Alignindass sowohl DHS als auch HSS die
gleichen Aminoséuren aufweisen. Bei drei vorgeggnian Positionen besitzen jedoch alle
untersuchten HSS-Enzyme eine von den DHS-Enzymeriebende Aminosaure. Es sind
dies die Positionen 154N (Asparagin), 165l (Isoleuand 169N (Asparagin) in der Ami-
nosaure-Sequenz der DHS-Enzyme, die in der Abbmit. inem gelben Balken hervorge-
hoben sind. Interessanterweise sind auch in denAal¥engruppe verwendeten DHS-
Sequenzen aus. tabacunundL. esculentunin diesen Positionen Asparagin und Isoleucin
zu finden. Alle untersuchten HSS-Enzyme der Convlalseae hingegen besitzen an diesen
Stellen Histidin (154H), Valin (165V) und Aspari{@69D). Betrachtet man diese Veréande-
rungen im Detail, so kommt es beim Austausch vopa#agin (154N) zu einer deutlichen
Veranderung der Seitenkette durch die Einfuhrung Mcstidin (154H) mit dem Imidazol-
ring. Ahnliches trifft fir den Austausch von Aspgira (L69N) gegen Aspartat (169D) zu,
die sich durch eine hydrophile ungeladene Seitéaket Fall von Asparagin und einer gela-
denen Seitenkette bei Aspartat unterscheiden. lgamgasind die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Aminoséauren Isoleucin (1651) Madin (165V) sehr &hnlich. Beide
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zeichnen sich durch eine aliphatische Seitenkeite @b diese Verdnderungen ausreichen,
um die diskutierte Bindungsfahigkeit des eiF5A aulieren oder zumindest stark zu redu-

zieren, dartiber kann derzeit nur spekuliert werdenesondere da tber die an der Bindung
des elF5A beteiligten Positionen noch keine Daterfigbar sind. Einen interessanten

Ansatz wirde hier die zielgerichtete Einfuhrung whutationen, die sogenannte ,site-direc-

ted Mutagenesis*”, bieten. Wirde man in den DHS-é@aliden Sequenzen die entsprechen-
den Aminosauren tauschen, konnten anschlieenddédiusche Untersuchungen dieser

veranderten Enzyme Aufschluss tber deren Aktivitdtdem elF5A liefern. Damit bieten

sich auch hier noch spannende Mdglichkeiten flitexigihrende Forschungen.

Zu beachten bleibt, dass die oben genannten Rosition den Berechnungen vorge-
schlagen wurden, wenn der basale #&sder zu den HSS-Sequenzen fuhrt (s. Abb. 3.19) als
foreground branch definiert wurde. Dieser Astler die Evolution direkt nach der Duplika-
tion beinhaltet, stellt dabei vielleicht den insantesten Kandidat fir die Untersuchung
positiver Selektion dar. Stérende Interaktionen @enprodukte nach der Duplikation des
dhsGens, wie etwa die Konkurrenz um das native SabsiF5A, sollten mdglichst rasch
nach dem Duplikationsereignis beseitigt worden.s&ndererseits korreliert positive Selek-
tion auch immer mit erhéhten Substitutionsratenesal scheinen, wenn man die Astlangen
betrachtet, besonders bei der HSS-kodierenden 8e@usM. quinquefoliaerhdht zu sein.
Interessanterweise wurde mit 16,491 fir Astler hochstao-Wert berechnet, allerdings
sind nur 2% der Positionen unter positiver Selek{m). Anders bei Asg, hier unterliegen
laut den Analysen 12% der Positionen in den fonaigtidoranches bei einea-Wert von 1

zumindest einen deutlich reduzierten Selektionddruc
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Eine weitere, vielleicht interessante Beobachtuggesich bei einem Vergleich mit der
Aminosauresequenz der putativen HSSlaatha, die mit 38 pkat/mg eine deutliche spezi-
fische Aktivitat mit dem elF5a zeigtém Alignment (s. Abb. 4.1) zeigen die biochemisch
eindeutigen klassifizierten HSS-Sequenzen aufllifpereinstimmungen mit der putativen
HSS Sequenz ausalba. Es sind dies die Positionen 13V, 49A, 121K, 14 148P, die
mit Ausnahme von 121K bei den Berechnungen zuttigesi Selektion vorgeschlagen wur-
den, allerdings bei unterschiedlichen, als foregdodefinierten Abschnitten. Daraus lassen
sich Hinweise ableiten, dass auch dieses Enzynr @mem reduzierten Selektionsdruck
steht bzw. stand. In den zuvor besprochenen Positid54N, 1651 und 169N besitzt diese
putative HSS allerdings die Aminosauren, die fiee BHS-Enzyme charakteristisch sind.
Insbesondere im Zusammenhang mit der hohen Aktimigdem elF5a unterstreicht dies
die vermutliche Bedeutung dieser Positionen flrBirelung des elF5a.

Zusammenfassend betrachtet ergaben sich intereddanweise hinsichtlich méglicher
positiver Selektion bei der Evolution der HSS-kodimlen Sequenzen, auch wenn in den
Berechnungen keine statistisch signifikante Unigzsing fur eine positive Selektion gefun-
den werden konnte. Die Aussagekraft der ,log-liketid ratio“-Tests (LRTS) und insge-
samt der Berechnungsmethode ist nicht als absoMié®szu betrachten. Zwar konnten die
Modelle und auch die LRTs verbessert werden, allgedsind die Raten zur Detektion
positiver Selektion in computersimulierten Datemséat mit 7,5 bis 17% relativ niedrig
(Zhang et al. 2005). Besonders wenn man bedengs, di@ HSS mehrfach unabhangig in
verschiedenen Familien der Angiospermen entstaddramer eine Abschaltung der DHS-
Aktivitat stattfand, also die Bindungsfahigkeit ddB5A verloren ging, dann scheint es sehr
unwahrscheinlich, dass eine zufallige Akkumulatton neutralen Substitutionen zu Paralo-
gen fuhrte, die im Laufe der Evolution die gleidhenktion bei der PA-Biosynthese erwar-
ben. Auch fir das bereits beschriebene BeispielAttighyd-Oxidase wurde ahnlich argu-
mentiert (Rodriguez-Trelles et al. 2003). Ein waitdohnender Ansatz, vor allem mit Blick
auf die im Rahmen dieser Arbeit bereits durchgaé&ihAnalysen, ware die Ausweitung der
Untersuchung hinsichtlich der Wirkung positiver éxon auf weitere bekannte HSS-

kodierende Sequenzen aus den verschieden LinieArdgospermen.
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4.4. Differenzierung der Expression als Mechanismugur Fixierung duplizierter

Gene im Genom

Bisher wurden hauptséchlich funktionelle Differemmngen als Mechanismus zur
Erhaltung der Tochtergene nach einer Duplikatidnetnachtet. Von enormer Bedeutung ist
jedoch auch die regulatorische Differenzierung, alieeiner unterschiedlichen Expression
der Tochtergene fuhrt (Force et al. 1999; Zhang3R0&ine getrennte Expression der
Kopien wirde, da keine Interaktionen der Genproelgkattfinden kdnnen, den Vorteil brin-
gen, dass der Selektionsdruck fir eine rasche deréng sinkt und gleichzeitig auch der
Effekt der stabilisierenden Selektion entkraftetdvBridgham et al. 2008), wie bereits im
Kap. 4.3 erwahnt. Tatsachlich zeigten Untersucharigeder HefeSaccharomyces cerevi-
siag dass sich nach Genduplikation beide Kopien relatsch nach dem Duplikationsereig-
nis hinsichtlich ihrer Expression differenziereng@vier 2000; Gu et al. 2002). Ein konkre-
tes Beispiel aus dem Sekundarstoffwechsel stelCtialkon-Synthase (CHS) dar. Die CHS
ist durch eine Genfamilie, die durch zahlreiche @glikationen entstand, kodiert. Die
duplizierten Kopien dieser Gene zeigen erheblicheetdchiede hinsichtlich der Expression
in Geweben aber auch in Bezug auf die Entwickluhgsp (Durbin et al. 2000; Durbin et
al. 2003). Auch DHS und HSS sind unterschiedlicpriexiert, wobei sowohl eine raumli-
che als auch eine zeitliche bzw. entwicklungsabigg@n@rennung zu beobachten ist (Moll
et al. 2002; Anke et al. 2004; Niemduller 2007; Ardteal. 2008). Insgesamt gelten Verande-
rungen der Expression als wichtiger MechanismusEzhaltung duplizierter Gene (Zhang
2003). Ungeklart ist jedoch, welcher Mechanismisseaaktes zum Tragen kommt. Erfolgt
zuerst eine funktionelle oder eine regulatorischige2nzierung? Vor diesem Hintergrund
stellt die Untersuchung der Expression von DHS H&®b aud. alba eine weiterfihrende,
spannende Arbeit dar. Beide zeigen noch keine idbatfunktionelle Trennung. Méglicher-
weise stellen sie ein Beispiel dar, bei dem zunshdae raumliche oder zeitliche Differen-
zierung der Expression auftrat und so zur Erhaltdeg duplizierten Gens fuhrte. Dies zu
Uberprufen konnte Ziel weitergehender Forschung &&n ahnliches Beispiel wurde bereits
ausCrotalaria junceabeschrieben. Es wurden zwei funktionelle und &ktihsGene mit
unterschiedlichen Expressionsmuster nachgewieserh@éfati und Ober 2005). Beide Ten-
denzen, funktionelle Differenzierung und Veranderaier Genexpression, mufd man mogli-
cherweise aber als parallel wirkende Mechanismeetan. Papp (2003) hat nachgewiesen,
dass sich mit zunehmender Zeit nach dem Duplikagéignis die gemeinsamen regulatori-
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schen Elemente der Tochtergene reduzieren und gbcimérweise eine sukzessive Veran-

derung der Expression zustande kommt.

Bei den hier untersuchten Arten konnte vor allehRroteinebene eine deutlich Tren-
nung der Expression nachgewiesen werdem. ieei konnte in Wurzelquerschnitten durch
in sitrimmunolokalisation nur in wenigen Zellen eine HE®sression nachgewiesen wer-
den. Zudem scheint die Expression nur auf bestiniintericklungsphasen begrenzt zu sein.
Die Ergebnisse aus RT-PCR-Versuchen bestatigerdgéiiich die raumliche Expression
der HSS in den Wurzeln, wobei allerdings auch ideaen Pflanzenteilen Transkripte des
hss-Gens nachgewiesen wurden. Es zeigte sich jedask inl. neeiund inl. hederifolia
die HSS-Expression ahnlich reguliert ist. Das kalsnweiterer Beleg flir den gemeinsamen
Ursprung desissGens und der PA-Biosynthese in den Convolvulacegspretiert wer-
den, allerdings sind beide Arten nah verwandt. i&ohster Schritt ware die Untersuchung
der Expression in der phylogenetisch distanzieAenM. quinquefolia.Die HSS-kodie-
rende Sequenz aus dieser Art zweigt sehr frih amBtbaum von den anderen HSS-kodie-
renden Sequenzen ab. Mdglicherweise hat die Ewolitier ein anderes Expressionsmuster
geformt, durch eine unabhé&ngige Evolution der r@guischen Elemente. Beobachtet
wurde dies bereits bei Vertretern aus der FaméieBbraginaceae. Die HSS entstand inner-
halb dieser Familie durch eine einmalige Gendupbka das Expressionsmuster der HSS
unterscheidet sich jedoch deutlich in den versaned Vertretern dieser Familie. So
konnte inCynoglossum officinalelie HSS nur in der Endodermis und im Perizykel der
Wurzel nachgewiesen werden. Bymphytum officinalezeigte die HSS eine &hnliche
Expression, wurde zusatzlich jedoch in Blatternhgaeviesen und ikleliotropium indicum
wird die HSS nur in der unteren Blattepidermis @xpert, jedoch nicht in der Wurzel (Nie-
mduller 2007). Offensichtlich haben sich hier in demerschiedlichen Arten die regulatori-
schen Elemente unabhéngig verandert. Dabei sinéliem die Artbildungsprozesse nicht
zu vergessen. Die Evolution des Enzyms in funkiienaind regulatorischer Hinsicht ist
immer von der Evolution der Arten Uberlagert. Damitd diese unterschiedliche Regula-
tion als individuelle Anpassung an die jeweiligemoEdernisse in den verschiedenen Arten

erkennbar.

Bei P. laevigataerreichte die Arbeit nicht den Stand des Nachwgeik HSS auf Prote-
inebene, aber es konnten durch die RT-PCR auchUmtarschiede in der Expression des

dhs und hssGens festgestellt werden. Damit zeigte sich aucR.ilaevigataneben der
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funktionellen auch die regulatorische Differenziegguder duplizierten Gene. Insgesamt
wurde der Schwerpunkt im Laufe der Arbeit jedochmien mehr auf die Convolvulaceae

verlegt.

Zusammenfassend betrachtet, kbnnte der Einflusgedgidatorischen Differenzierung
erhebliche Einflisse auf die funktionelle Differeatmng besitzen. Wenn die Produkte der
duplizierten Gene aufgrund fehlender gemeinsamerdssion nicht mehr interagieren kon-
nen, wirde das den Selektionsdruck in Richtungeefizierung erniedrigen. Dadurch
wurde letztlich die Kopie Uber einen langeren Zeitn im Genom erhalten bleiben. Genau
das scheint ein kritischer Punkt nach einem Dupbkaereignis. Wie lange bleibt eine
Kopie erhalten? Gibt es Mechanismen die eine Pgmmilsierung verhindern oder verzo-
gern? Durch die Charakterisierung duplizierter Gianarer Funktion und Expression kon-
nen Einblicke hinsichtlich ihrer Evolution gewonneserden, die zur Beantwortung dieser
Frage beitragen kénnen. Die Duplikation, die zulSH8hrte, scheint in vielen Fallen weit
zurtickzuliegen und die wirkenden Mechanismen sihdlarch nachfolgende Veranderun-
gen Uberdeckt. Eines der spannendsten Objektbjati@ielleicht weitere Einblicke gewah-
ren, stellen die beiden Sequenzen laadba dar, da hier keine eindeutige funktionelle Dif-
ferenzierung zu erkennen ist. Besonders winschehsder hilfreich fur die Aufklarung
der wirkenden molekularen und mechanistischen Bigz wéare allerdings ein moglichst
rezentes Duplikationsereignis um die wirkenden Metdmen gewissermalden in Aktion

untersuchen zu konnen (DePristo 2007).

4.5. Evolution weiterer Schliisselenzyme des PA-Bia#theseweges

Uber die Evolution der HSS ist heute vieles bekaadierdings stellt die durch HSS
katalysierte Synthese von Homospermidin nur deteeiSchritt in einer Kette von Reaktio-
nen dar, an deren Ende die komplexen Strukture®Asrstehen. Generell entstehen sekun-
dare Inhaltstoffe schrittweise durch eine aufeirafulgende Aktivitat von Enzymen eines
Biosyntheseweges (Grotewold 2005). Ein fur die Afksehr spannendes Forschungsfeld
stellt die Suche nach weiteren, an der PA-Biosysgheeteiligten Enzymen dar. Dahinter
verbirgt sich die Frage, wie man sich generellElielution eines Biosyntheseweges mit all
seinen beteiligten Enzymen vorstellen kann. In reirMdodell von Grotewold (2005) geht
dieser von Duplikationen regulatorischer Elementes, adie zu einer Anh&ufung von

bestimmten Stoffwechselzwischenprodukten (Interetedi) fihren. Diese Akkumulation
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kénnte durch promiske Enzyme anderer Stoffwechggwai einer neuen biochemischen
Umsetzung fihren, die in einer anfanglichen Phassh nneffizient verlauft. Bei einem
Selektionsvorteil durch die neuen Produkte wirdéseli Weg optimiert und nach Gendupli-
kationen Enzymvarianten selektiert, welche die Zmeshprodukte effizienter umsetzen. So
kénnte ein komplett neuer Biosyntheseweg entsteRén.das Beispiel DHS/HSS ergibt
sich aus diesem Modell die Frage: Reichte eine iBheeung von Homospermidin aus, um
den Biosyntheseweg der PAs zu initiieren (Ober Kiatienegger 2009)? Durch die Dupli-
kation desdhsGens konnte durch den Verdopplungseffekt vielleieme ausreichende
Anhaufung an Homospermidin erreicht werden, sodass/me mit einer hohen Substrat-
breite Homospermidin bereits zu Vorstufen der PAsetzten. In dem Zusammenhang ist
ein Experiment zu erwahnen, bei dem aus Homosparnmdzwei Schritten, die eine Oxi-
dation durch eine Diaminooxidase und eine ansolid® Reduktion umfassten, tatsachlich
Spuren von PA-Vorstufen hergestellt werden konifRobins 1982). Der Fund der beiden
Pseudogene i€. arvensis die mit den HSS-kodierenden Sequenzen in phyletggaien
Analysen eine Gruppe bilden, kénnten im Hinblicks#is Experiments tatsachlich Spuren
von PAs oder Vorstufen davon hervorgebracht habekdp. 4.2). In transgenen Tabak-
pflanzen, die das HSS-Enzym unter dem ,cauliflowmsaic virus 35S* Promotor expri-
mieren, konnten allerdings keine Vorstufen der RAshgewiesen werden (Abdelhady et al.
2009). Trotzdem kdnnten erhéhte Konzentrationen Momospermidin eine wichtige Vor-
aussetzung fur die Evolution von Enzymen darsteliegm Homospermidin als Substrat ver-
wenden (Ober und Kaltenegger 2009). Im Moment btlder Stand des Wissens allerdings
nur theoretische Uberlegungen. Wie tatsachlichEdablierung des PA-Biosyntheseweges
mit all seinen strukturellen und regulatorischearnitnten erfolgte, ist eine herausfordernde
und noch zu klarende Frage. Die Identifikation vegiteren, an der Biosynthese involvier-
ten Enzymen stellt eine spannende Aufgabe der sitenden Forschung dar. Auch die
Evolution der unterschiedlichen PA-Strukturtypemdrhalb der Convolvulaceae kann
durch die Aufklarung spaterer Enzyme der Biosyrehastailliert aufgeklart werden. Vor-
erst konnte in der hier vorgestellten Arbeit eimgésamer Ursprung des ersten Schrittes
der PA-Biosynthese nachgewiesen werden. An dertdéinisg der verschiedenen Typen
sind allerdings spatere Schritte in der BiosyntHeteiligt. An diesem Punkt ist die Stereo-
chemie und das Substitutionsmuster der Necinbasm dikeser Familie nachgewiesen PA-
Typen hervorzuheben. Es sind dies die Necinbaserttenecanol, Platynecin und Trache-

lanthamidin, Turneforcidin, und Retronecin (s. ABR). Diese funf Necinbasen lassen sich
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aus den beiden Isomeren Isoretronecanol (Platynecith Trachelanthamidin (Turneforci-
din und Retronecin) ableiten. Nach Hartmann undr@®@00) scheint eine Epimerisation
von &i- zur 8Flsomeren nicht stattzufinden und es wird posttjlidass die Biosynthese-

wege moglicherweise wahrend bzw. durch die Zykiisig der Iminium-lonen divergieren.

OH 9.~OH 9—~OH
oy b WS
67 9 12 67 9 12 57 12
5 N3 5 N3 5 N3
Isoretronecanol Trachelanthamidin Lindolfidin
O, i OH o y &OH
Platynecin Turneforcidin
HO H OH
A\
N
Retronecin

Abb. 4.2 Stereochemie der Necinbasen. In den Convolvulakeamnen ausschliellicho8
Isomeren vor. Eine Epimerisation zys-Bomeren Form wurde bisher nicht nachgewiesen.

Das ausschlief3liche Vorkommen vom-Bomeren der Necinbase innerhalb der Convol-
vulaceae passt gut zum gemeinsamen Ursprung der 88 die spateren, an der Biosyn-
these der Necinbase beteiligten Enzyme gehen nh@glieise auf einen gemeinsamen
Ursprung zuriick. Nach der Zyklisierung zur Necimb&®nnten sich die biogenetischen
Wege allerdings trennen und zu den verschiedenektBitypen fuhren. Vor allem in der
Rekrutierung der unterschiedlichen Necinsauren ggbeine grol3e Vielfalt insgesamt und
auch innerhalb der Convolvulaceae. Vorstellbardags tberlagert durch die Artbildungs-
prozesse, unterschiedliche Enzyme fiur die aufeiadoldenden Schritte des PA-Biosynthe-
seweges in den getrennten Arten unabhangig entsta@hnz allgemein gesprochen reflek-
tiert das Vorkommen von sekundaren Inhaltsstoffelaptionen und spezielle Uberlebens-
strategien der Pflanzenarten, die in ein phylogsciets Netzwerk eingebettet sind (Wink
2003).
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5. Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgreiche Identdizing und Charakterisierung der
Homospermidin-Synthase (HSS) und Desoxyhypusinttaget (DHS) in Arten der Convol-
vulaceae und Apocynaceae ermoéglichte Untersuchumgelekularer Mechanismen der
Evolution. Die HSS als Schlisselenzym der PyrrdiiziAlkaloid-(PA)-Biosynthese ent-
stand durch Genduplikation aus der DHS, einem EndgsPrimarstoffwechsels, das an der
Aktivierung des Initiationsfaktors 5A (elF5A) bdigt ist. Diese Genduplikation und
Rekrutierung der HSS fir eine neue Funktion eréolghabhangig in den Convolvulaceae
und Apocynaceae. Das verstreute Vorkommen sehraghiedlicher PA-Strukturen in iso-
lierten Arten der Convolvulaceae ist hinsichtliokr dHSS auf nur eine basale Genduplika-
tion innerhalb dieser Familie zurtickzufiihren. Reliklieses Duplikationsereignisses wur-
den alshsséhnliche Pseudogene in der PA-freien @dnvolvulus arvensigefunden. Auch
in der PA-freien Aripomoea albavurde einhsséhnliches Gen identifiziert, das aus dieser
Genduplikation resultierte. Im Gegensatz zu demuésgenen irC. arvensidgst dieses puta-
tive hssGen funktionell und wird in der Pflanze exprimieRurch eine noch deutliche
Aktivitat mit dem vermutlich urspringlichen Substdes Muttergens, dem elF5A, unter-

scheidet sich dieses Enzym jedoch von den bekami$&iEnzymen.

Die Entstehung der HSS konnte durch das ModellSd#afunktionalisierung der Toch-
tergene nach Genduplikation erklart werden. Furde untersuchten HSS-Enzyme konnte
mit Ausnahme der bereits erwahnten putativen HS3. alba in allen Fallen eine deutliche
Veranderung der Substratspezifitdt im Vergleich RHS nachgewiesen werden. Wahrend
die HSS-Enzyme mit Putrescin eine deutliche Aldiviteigen, besitzen sie mit dem elF5A,
dem Substrat der DHS, kaum nachweisbare Aktivitited umgekehrt. Daraus entstand
eine funktionelle Differenzierung beider Enzymed&m konnten fir dalsss und dasdhs
Gen unterschiedliche Expressionsmuster nachgewmsetien, wobei die Expression des
hssGens nur in spezifischen Geweben erfolgt. HSS DHR& sind damit ein Beispiel fur
eine Subfunktionalisierung duplizierter Gene sowanlfl funktioneller sowie regulatorischer
Ebene. Ob die Ubereinstimmung hinsichtlich der ndeiten Substratspezifitat der HSS,
die bei allen unabhangig in verschiedenen Fam#ietstandenen HSS zu beobachten ist,
auf positive Selektion bestimmter biochemischereBgghaften zurlickzufiihren ist, konnte
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durch statistische Analysen der in den Convolvidacalentifizierten Sequenzen nicht
signifikant belegt werden. Jedoch wurden drei piele Aminosaure-Positionen identifi-
ziert, in denen sich alle HSS- von den DHS-Enzynnaterscheiden und die mdglicherweise
an der Bindung des elF5A beteiligt sind.
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6. Summary

The successful identification and characterisatadinthe homospermidine synthase
(HSS) and deoxyhypusine synthase (DHS) in diffespacies of the Convolvulaceae and
Apocynaceae provided a tool to investigate moleamechanisms of evolution. HSS, a key
enzyme of pyrrolizidin alkaloid (PA) biosynthesistiginated by gene duplication from
DHS, an enzyme of primary metabolism involved ie #Httivation of the initiation factor
5A (elF5A). This gene duplication and recruitmehtree HSS for a new function occurred
independently in the Convolvulaceae and Apocynacéaereference to the HSS, the
scattered occurrence of different structural typeBAs in isolated species of the Convolvu-
laceae can only be attributed to one basal genkcdtipn within this family. Relicts of this
one duplication were found dssslike pseudogenes in the PA-free spediamvolvulus
arvensis In a second PA-free specidgpmoea albaanotherhsslike gene was identified,
which resulted from the basal gene duplication.ikénthe pseudogenes @ arvensisthis
putativehssgene is functional and also actively expressedéngiant. From other known
HSS-enzymes, the alba HSS differs through a clearly marked activity witike elF5A,
which was presumably the substrate of the anciem¢ g

The evolution of the HSS could best be explainedngymodel of subfunctionalisation
of the daughter genes after gene duplication. Bxogphe putative HSS frorh alba, all
investigated HSS-enzymes show a distinct changbeosubstrate specificity compared to
the DHS. Whereas HSS shows a strong activity witingscine, the elF5A, which is the nat-
ive substrate of DHS, cannot be converted by th8 H&d vice versa. With this change of
substrate specificity, a functional differentiatitsok place. Additionally, théassanddhs
genes are differentially expressed with a restli¢ttges gene expression in specific tissues.
With that, HSS and DHS are an example of subfunatisation of duplicated genes at the
functional and regulatory level. Whether the confiby concerning the change in substrate
specificity, which took place in all independendlyolved HSS in different plant lineages,
resulted from positive selection of specific biocheal properties, could not be signific-
antly proven by statistical analyses of the segeemtentified in the Convolvulaceae. How-
ever, three potential amino acids were identifieavhich all HSS-enzymes differ from the

DHS leading to the hypothesis, that these sitesleapvolved in the binding of the elF5A.
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8. Anhang

Tab. 8.1Medium und Lésungen fir die Pflanzensterilkultur

Murashige und Skoog Medium (MSOH), ohne Hormoné - fliissig:

NH:NOs 1,650 ¢g Natrium-Eisen-Ethlendiamin-

Kaliumnitrat (KNG;) 1,900 g tetraacetat (Na-Fe-EDTA) 0,040 ¢

xﬂaggglgmjgl;at Heptahydrat 03704 Myo-Inositol 0,100 g

Kaliumdihydrogenphosphat (KRQ,) 0,170 g Kaliumjodid-Stammlésung 1,0 mi

Calciumchlorid-Dihydrat (CaGi2 H,0) 0,440 ¢ Spurenelemente-Stammldsung 1,0 mi

Saccharose (3%) 30g Vitamin-Stammldsung 1,0 mi
Wasser ad 1000 ml
pH 5,8

Spurenelemente-Stammldsung Vitamin-Stammldsung

Borsaure (HBOs) 620 mg Nicotinsaure 059

Mangansulfat-Hydrat (MnS£H ,0) 1000 mg Thiamin-Hcl 509

Zinksulfat-Heptahydrat (ZnS&¥ H.0) 860 mg Pyridoxin-Hcl 0,59

Natriummolybdanoxid-Dihydrat 25 mg Mesoinositol 50,0 g

(NaMoGQy*2 H20) Wasser ad 500 ml

Kupfersulfat-Pentahydrat (Cu$® H.0) 2,5mg

Kobaltchlorid-Hexahydrat (Co€b H.O) 2,5mg

Wasser ad 100 ml

Kaliumjodid-Stammldsung

Kaliumjodid 750 mg

Wasser ad 1000 ml

Murashige und Skoog Medium (MSOH), ohne Hormoné — fest:

Pro Liter Medium wurden 9 g Agar zugesetzt

4 Murashige, T. und Skoog, F. (1962). ,A revised roedifor rapid growth and bioassays with tobaccoéssu
cultures”. Physiologia Plantarui® (3): 473-497
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Tab. 8.2Sequenzen, Schmelztemperatur und Grad der Degetheit der verwendeten Primer.

Primer Tm DNA-Sequenz
P1 forward, 144-fach o/ Joc 5 7TH yTD GGI TTY ACD TCI AAY CT-3
degeneriert
P2 reverse, 128-fach  gg g 5. ATY TTI CCC CAN GAI AYN GCY TC-3'
degeneriert
P3 forward, 1536-fach o 9o 5.GAR GAR GAY YTN ATH AAR TGY YT-3'
degeneriert
P4 reverse, 1024-fach o, Joc 5.GAY GAR GCN GTN WSN TGG GG-3'
degeneriert
P5 forward 60,5°C 5-GGA AAG AAA TTA ATG ATG AAA GCT CGT ATT TA-3
P6 forward 63,4°C 5-GCG ATT TTT CGT TAC CAG GTT CTA TGC-3'
P7 forward 62,7°C 5-ATA TAC ATA TGG GAG AAG ATA CCA GAG ATC-3'
P8 reverse 62,9°C 5-ATG GAT CCT ATT GAT TGC CTG TGG AAT TTT T-3'
P9 forward 64,4°C 5-CCT GGA GCT GCA TTA CGC TCA AAG-3'
P10 forward 66,5°C 5-TTC CTT GAA GGG ATC TGT ACT GCG CTC-3'
P11 forward 58,9°C 5-AAG ATG TTA GAA GAA CAA TTA TCT GAG AAT T-3'
P12  forward 64,4°C 5-TTC ATT CTT TCC GCA ATC CTG CAA GTT TAA TC-3'
P13 forward (AAP) 80,9°C 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI IGG GIl GGG IIG- 3
P14  forward (AUAP) 63,5°C 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3'
P15  reverse 57.3°C 5-TCT GCA CCA TTG CGC ATC AT-3
P16  reverse 67,9°C 5-AAG CGC TCC GGT CTT CCT AGG ACT G-3'
P17  reverse 62,4°C 5-CTA CAA TGT CAA TGA TTA GAC CAG GAT GA-3'
P18  reverse 74,9°C 5-CCA TTG CGC ATC ATA TT-3
P19 reverse 66,5°C 5-GAC GGT CTG GAT TAT CTC CAG CTT CCT-3
P20  reverse 65,1°C 5-CCA TTC TTG TGT GCC CAG TAT AAG TAC G-3'
P21 reverse 65,3°C 5-CCA GGG TAA CGA TCT GGA TTA TTT GGA TC-3'
P22 reverse 66,9°C 5-GGG CAG AAG ACA GGA ATT TTG TTC TTG TAT GC-3’
P23 reverse 53.5°C 5-GCA CAA TAT CAA TAA CTA AAC CA-3'
P24 reverse 62,2°C 5-AGA ATG GAA GTA TAG CAT ATC CCC CAA T-3'
P25 reverse 63,4°C 5-TCC TTC CCA AGG CGT GAA ATC ACT TTA-3’
P26  reverse 52 5°C 5-TGA ACA ATA TCA ACG ATT AAA CTT-3'
P27  reverse 61,3°C 5-GAA AGA ATG AAA GTA GAG CAT ATC TCC AAT-3'
P28  reverse 66,3°C 5-CCT TCC CAA GGC GAG CGA TTA CTC T-3'
P29  reverse 66,0°C 5-ATA TAC TCG AGT TGA TTG CCT GTG GAA TTT TTA-3'
P30  forward 64.7°C 5-TAT ACA TAT GGG GGA AGC CAT TAA AGA TGA GAA T-3
P31 reverse 65.3°C g’—ATA CTC GAG ATG AAA TTT TAT AGC TTT AGT TGC AAA  TGT C-
P32  forward 68,3°C 5-TAT ACA TAT GGG AGA AGC CAC GAG AGA TCA GAA C-3'
.~ 5-TAT ACT CGA GTA GAG TGT CGG TGG ATT TTT TAG CTA  TAG
P33 reverse 70,4°C 176 c-3'

P34

forward

65,5°C 5'-TAT ACA TAT GGG AGA AGT CTT CAATGG CGC T-3'
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Fortsetzung Tab. 8.2

P35  reverse 68.3°C 5-TAT ACT CGA GGT GCC TTT TAT TAG CCT TAG CTG C-3'
P36  forward 69,5°C 5-ATA TAC TGC AGA TGG GTG AAG CCA TGA AGC AAAACC  T-3
P37  reverse 70,6°C 5-ATA CTC GAG GTC TTT GGC GGA ATC ATC CCTCTTTC-3
P38  forward 71,7°C 5-ATA TAC TGC AGA TGG GTG ACG ACG CAA TCA GGC AGA- 3
P39 reverse 66,4°C g‘-TAT ACT CGA GAT ATA TAT ACC CAA GAT ATT TTG TCC ~ AGG T-
P40  forward 67,1°C 5-TAT AAT TAA TAT GGG TGA CGA CGC AAT CAG GCA GA-3
Pal  reverse 63.4°C Zg@T AGA ATT CTT AAT ATA TAT ACC CAA GAT ATT TTG TCC
P42  forward 62,7°C 5-GGG ACA TTA CCT TAT GAT GTG TTT TCT CTT-
P43 reverse 63,9°C 5-AGT GTG TTG TGT GCC ATA GAA GAC CAT TA-3’
P44 reverse 58,3°C 5-TAA CTC TAT ATG TAT TCA CAT TGT TCA AAT TTA-3’
pgs  forward . 60.5°C 5-GGC RAA GCC ATC MAA ATT GTT AAY G-3'
8fach degeneriert !
forward o ) ,
P46 . 63,9°C 5-CAA AAT CTT YTT RGG STT CAC RTC MAA CC-3
32-fach degeneriert
pa7  [EVerse 57.9°C 5-CRC CAT TKC GCA TCA TAT TSG-3'

8-fach degeneriert
reverse

P48 . 61,1°C 5-AKD GGR AAW GCA ATK GTT GCA TCA C-3
48-fach degeneriert '

Fir die degenerierten Primer P1-P4 und P45-P47ended folgende Code verwendet:
D=A+G+TH=A+T+CK=G+TM=A+CN=A+T+C+GR=A+G,S=C+GW=A+TundY =
C + T,l = Inosin
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