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2 MATERIALUND METHODEN

2.1 ANZUCHTDER PFLANZEN

Nicht sterilisierte Samen von Nicotiana tabacum kamen im Gewichshaus auf Pikiererde P (Patzer)
innerhalb einer Woche zur Auskeimung. Die Pflanzschale wurde dabei mit einer Glasscheibe
abgedeckt, um die unbedeckten Samen vor Austrocknung zu schiitzen. Nach insgesamt 2 Wochen
wurden die jungen Pflanzen in eine groBere Schale pikiert. In der folgenden dreiw6chigen
Anzuchtphase wurden die Pflanzen tiglich fiir 16 h mit einer Hochdruck-Natriumdampflampe
(PHILIPS) bei einer Beleuchtungsstirke von 60 klx beleuchtet. Die Temperaturen lagen im
Tagesthythmus zwischen 10°C in der Nacht und 26°C am Tag. In der anschlieBenden
Wachstumsphase wurden die Pflanzen in Tontopfe mit Topferde vereinzelt. Die Beleuchtungsstirke

und -dauer wurde beibehalten. Die Bliite wurde im Alter von 3 - 4 Monaten erreicht.

2.2 VERFAHREN MIT RIBONUKLEINSAUREN (RNA)
2.2.1 ISOLATION VON GESAMT-RN A

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte durch eine selektive RNA-Prizipitation mittels LiCl.
Ausgehend von 10 g Frischgewicht an pflanzlichem Material konnte mit dieser Methode bis zu 5 mg
Gesamt-RNA isoliert werden. Alternativ. wurde eine weniger zeitintensive Priparation mittels

Siulenchromatographie angewendet.

2.2.1.1 LITHIUMCHLORID-METHODE

(modifiziert nach Sokolovsky ez al., 1990)

Das Pflanzenmaterial wurde in fliissigem Stickstoff fein gemorsert und in einen vorbereiteten
SS34-Zentrifugenbecher mit einem 1:1 Gemisch aus Lysis-Puffer (s.u.) und Phenol/Chloroform
(1 ml je g Frischgewicht) iiberfiihrt. Die Suspension wurde fiir 30 min durchmischt (Uber-Kopf-
Schiittler) und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur und 10.000 Upm (SS34-Rotor, Sorvall)
zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde abgenommen und mit 0,75 Volumen einer 8 M LiCl-
Losung versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation auf Eis wurde die prizipitierte RNA durch
Zentrifugation gewonnen (s.0.) und in einem geeignetem Volumen bidest. Wasser mit DEPC-
Zusatz (s.u.) gelost. Durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen
eiskaltem 98 % Ethanol wurde die RNA bei -20 °C fiir 2 h oder bei -80 °C fiir 30 min gefillt. Der
Ansatz wurde anschlieBend fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert (s.0.), das Sediment mit eiskaltem 70 %

Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in DEPC-Wasser gel6st.
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Lysis-Puffer: 0,6 M NaCl
10 mM EDTA
10 mM Tris pH 8,0
4 % SDS
DEPC-Wasser: 100 ul DEPC (Sigma) in  1.000 ml bidest. Wasser

DNase-Behandlung:

Um mogliche Verunreinigungen der RNA-Priparation mit DNA zu eliminieren, wurde eine
RNase-freie DNA-spezifische Nuklease verwendet. Dazu wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3
50 pg Gesamt-RNA mit 5 ul 10 * PCR-Puffer (Boehringer-Mannheim) und 40 Einheiten (U)
RNase-Inhibitor (MBI Fermentas) versetzt und das Reaktionsvolumen mit RNase-freiem Wasser
auf 49 pl aufgefillt. Nach Zugabe von 27 U DNase (Boehringer-Mannheim) wurde der Ansatz 1 h
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden je 20 pl Phenol (Fluka) und Chloroform/Isoamylalkohol
(25:1) zugesetzt und 1 min gut durchmischt (Vortex). Die Phasen wurden durch Zentrifugation fiir
10 min bei 14.000 Upm getrennt und die obere Phase zweimal mit einem identischen Volumen
Chloroform extrahiert. Die so behandelte RNA wurde durch eine Ethanolfillung wie oben

beschrieben gewonnen.

2.2.1.2 SAULENCHROMATOGRAPHIE
(RNeasy, Qiagen)

Dieses Verfahren beruht auf der selektiven Bindung von einzelstringigen Nukleinsiuren an eine
Silikamembran. Hierzu wurde ein Sdulensystem der Firma Qiagen verwendet und dieses
entsprechend den Angaben im Herstellerprotokoll eingesetzt. Zunichst wurde das Pflanzenmaterial
unter flissigem Stickstoff fein gemorsert, je 100 mg des feinen Pulvers in ein 1,5 ml Reaktionsgefiss
tberfithrt und mit 450 ul Lysis-Puffer versetzt. Nach griindlichem Durchmischen und einer
Inkubation fir 10 min bei 60 °C wurde das Lysat auf eine QIAshredder-Sidule gegeben und 2 min
bei 14.000 Upm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit 225 ul 98 % Ethanol versetzt und auf eine
RNeasy Zentrifugen-Siule aufgetragen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fir 15 min bei
8.000 Upm wurde die Saule hintereinander mit 700 ul Puffer RW1lund dann zweimal mit je 500 pl
Puffer RPE gewaschen. Der Durchfluss wurde stets entfernt und die Sdule durch eine abschlieSende
Zentrifugation fiir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit von Resten des Waschpuffers befreit. Die
Elution der RNA aus der Silikamembran erfolgte mit 50 ul RNase-freiem Wasser (Qiagen) oder
DEPC-Wasser mittels Zentrifugation bei 14.000 Upm. Zur Erhéhung der Ausbeute konnte die
Sdule fiir 10 min bei 60 °C vor dem Zentrifugationsschritt inkubiert werden. Die Lagerung der RNA

erfolgte bei -80 °C.



2. Material und Methoden 22

Die Menge und Reinheit der gewonnenen RNA wurde anhand der Extinktion [E] einer 1:100
verdinnten Lésung bei 230 nm, 260 nm und 280 nm in einem Photometer (GeneQuantll,
Pharmacia Biotech) automatisch ermittelt.

Die Berechnung basiert auf folgender Formel:

E,, * 40* Verdiinnungsfaktor  mg RNA
1000 C ml

[Gleichung 8]

Die Quotienten [?4] und [f#] geben Auskunft tber das Mal3 moglicher Verunreinigungen mit

* 280

Polysacchariden bzw. Proteinen. Ein Wert von 1,8 — 2,0 gilt als Kriterium fir eine ausreichend

saubere RNA-Priparation.

2.2.2 ISOLIERUNG VON POLY(A)"-RN A

Die selektive Priparation von polyadenylierter RNA erfolgte durch Bindung an Thymidin-
Oligomere (30-mer), welche entweder kovalent an Zellulose- (Oligo(dT)-Zellulose, Boehringer-
Mannheim), oder an Eisenpartikel (Dynabeads Oligo(dT),s) gebunden vorlagen.

2221 ISOLATION MIT OLIGO(DT)-ZELLULOSE
(Otto, B. ez al. , 1988 modifiziert nach Logemann ez al., 1987)

Im Standardansatz wurden zunichst 5 g Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff fein gemorsert
und in einem vorbereiteten GSA-Zentrifugenbecher mit 50 ml AufschluBpuffer (s.u.) und 100 ul
Proteinase K-Lésung (Boehringer-Mannheim) iiberfithrt und fiir 30 min gut durchmischt (Uber-
Kopf-Schiittler). Nach Abtrennung der nicht l6slichen Bestandteile durch Zentrifugation fir 20 min
bei Raumtemperatur und 10.000 Upm (Sorvall RC 5B) wurde der klare Uberstand vorsichtig in
einen frischen GSA-Zentrifugenbecher tberfihrt und mit 0,1 Volumen 4 M NaCl und ca. 50 mg
Oligo(dT)-Zellulose (resuspendiert in Bindungspuffer, s.u.) je g Pflanzenmaterial versetzt. Wahrend
der anschlieBenden Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz vorsichtig 30 min iiber Kopf
geschiittelt. Die Oligo(dT)-Zellulose mit der gebundenen Poly(A)"-RNA wurde durch
Zentrifugieren bei maximal 2500 Upm fir 15 s sedimentiert und dreimal mit 20 — 30 ml
Bindungspuffer gewaschen. Die Eluierung der Poly(A)"-RNA erfolgte durch Zugabe von 7 ml
Elutionspuffer (s.u) bei 60 °C. AnschlieBend wurden 6 ml des Uberstandes in einen SS34-
Zentrifugenbecher tiberfithrt und die Poly(A)-RNA durch Zugabe von 0,2 Volumen 4 M NaCl und
2,5 Volumen 98 % Ethanol bei —20 °C tber Nacht prizipitiert. Das durch Zentrifugation (20 min
bei 12.000 Upm, Sorvall RC 5B) erhaltene Sediment wurde in 5 ml 70 % Ethanol-Na-Acetat (s.u.)

gewaschen und anschlieBend an der Luft getrocknet. Die RNA wurde in einem passenden Volumen
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RNase-freiem Wasser gelost und bei -80 °C aufbewahrt. Die Mengenbestimmung erfolgte wie unter
2.2.1 beschrieben. Fir die Regeneration der verwendeten Oligo(dT)-Zellulose wurde diese 10 min
mit 0,1 N NaOH behandelt. Danach wurde sie solange mit Bindungspuffer gewaschen, bis dessen
pH-Wert 7,5 betrug. Die Oligo(dT)-Zellulose wurde bei —20 °C aufbewahrt.

AufschluB3puffer: 50 mM Tris-HCI; pH 7,5
0,1 M Na(Cl
2 % SDS
Bindungspuffer: 20 mM Tris-HCL; pH 7,5
0,4 M NaCl
0,5 mM EDTA
0,1 % SDS
Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCL; pH 7,5
Proteinase K-I.6sung: 100 mg/ml in 10 mM Tris-HCL; pH 7,5
Ethanol-Na-Acetat: 70 % Ethanol

30 % DEPC-Wasser
0,2 M Na-Acetat

2.2.2.2 ISOLATION MIT DYNABEADS OLIGO(DT),;

(Dynal, Herstellerprotokoll)

Das vorliegende Protokoll dient der schnellen Isolation von Poly(A)"-mRNA aus Gesamt-RNA.
Die mRNA wird dabei tiber Thymidin-Oligomere an Eisenpartikeln gebunden. Diese werden dann
durch einen Magneten im Reaktionsgefal3 wihrend der nachfolgenden Waschschritte bis zur Elution
fixiert.

Zunichst wurden bis zu 75 ng Gesamt-RNA in einem Volumen von 100 ul bei 65 °C fir 2 min
denaturiert. Wihrenddessen wurde die Dynabeads Oligo(dT),s-Suspension durchmischt und in ein
1,5 ml Reaktionsgefif3 transferiert. Nach Absetzen der Partikel wurde der Uberstand entfernt und
die Partikel mit 100 pl zweifach konzentriertem Bindungspuffer gewaschen. Vor Zugabe der
aufbereiteten RNA-L6sung wurden die Partikel in 100 ul frischem Bindungspuffer resuspendiert.
Die Anlagerung der mRNA an die Oligo(dT),s-Partikel erfolgte durch vorsichtiges Umschwenken
des Reaktionsgefilles bei Raumtemperatur iber einen Zeitraum von 5 min. Danach wurde das
Gefi3 in eine Magnethalterung (Dynal MPC) eingesetzt und nach 30 s der Uberstand mit einer
Pipette vorsichtig entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit je 200 ul Waschpuffer wurde die

mRNA durch Zugabe von 20 ul Elutionspuffer und einer Inkubation bei 65 °C fiir 2 min von den
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Oligo(dT),;-Partikel abgelost. Mit Hilfe des Magnethalters wurden die Eisenpartikel an der Wand

des Reaktionsgefiles fixiert und die mRNA-L6sung in ein frisches Reaktionsgefal3 Gberfihrt.

2.2.3 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON RN A

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA ermdglicht die qualitative Beurteilung der RNA
hinsichtlich einer méglichen Degradation. Nach der am Photometer bestimmten Konzentration
wurden je Probe 5 — 10 pg Gesamt-RNA in einem identischen Volumen RNA-Ladungspuffer
aufgenommen und 10 min bei 65 °C denaturiert. Danach wurden die Proben fir 2 min auf Eis
inkubiert. Die Auftrennung erfolgte im denaturierenden 1% MEN-Agarosegel (s.u.) mit 1 * MEN-
Puffer (s.u.). Nach dem Erstarren des Gels wurden die Proben bei konstanter Spannung von 80 V
aufgetrennt. Als GroBenstandard dienten RNA-Fragmente definierter Linge (RNA-Marker 0,5 -
9,0 kb; NEB). Das Trennungsmuster wurde unter UV-Licht durch die Fluoreszenz des gebundenen

Ethidiumbromids sichtbar gemacht und dokumentiert (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech).

RNA-Ladungspuffer: 0,72 ml Formamid
0,16 ml 10 * MEN
0,26 ml 37 % Formaldehyd
0,18 ml bidest. Wasser
0,10 ml 80 % Glycerin
0,08 ml 2 % Bromphenolblau-Losung
3 ul 1 % Ethidiumbromid-Losung

MEN-Agarosegel: 0,5 g Agarose (ICN)
5ml 10 * MEN
42,5 ml bidest. Wasser
in der Mikrowelle l6sen
2,7 ml 37 % Formaldehyd

10 * MEN-Puffer: 0,2 M Morpholinopropansulfonsiure
0,01 M EDTA
0,05 M Natriumacetat
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9.000 —
7.000 —
5.000 —
3.000—
2,000 —
1.000 — Abbildung 2-1: RNA-GroBenstandard. Auftrennung von
1 pg RNA im 1% Agarosegel unter denaturierenden
500 Bedingungen. Grofle der RNA-Fragmente in Basen wie
angegeben.
224 TRANSFERVERFAHREN FUR RN A

Die Uberfithrung von RNA-Spezies aus einem Agarosegel auf eine Membran wird als ,,Northern-
Blot* bezeichnet. Der Transfer kann als Kapillarblot tiiber Nacht durchgefiihrt werden. Hierbei
erfolgt der vertikale Transfer der RNA aus dem MEN-Agarosegel auf eine Membran (Qiabrane,
Qiagen oder Hybond-N, Amersham Life Science) unter Einwirkung kapillarer Saugkrifte, welche
von oben tber eine 10 — 15 cm starke Schicht aus saugfihigem Papier wirken.

Hierzu wurde das Gel nach Entfernen der Geltaschen mit der Oberseite nach unten auf ein etwa
10 * 20 cm langen, mit Transferpuffer (10 * SSC-Puffer, s.u.) getrinkten Streifen Filterpapier
(Whatman 3MM) mittig angeordnet. Uber diesen wurde eine Verbindung zu einem Vorrat an
Transferpuffer hergestellt. AnschlieBend wurde eine, auf die Malle des Gels zugeschnittene
Membran luftblasenfrei auf das Gel aufgebracht. Nach Auflegen von zwei weiteren vorbereiteten
Filterpapierstreifen wurde der Stapel aus saugfihigem Papier aufgebracht und mit einer Glasplatte
abgedeckt. Mit einem leichten Gewicht wurde der Papierstapel auf das Gel gedriickt, um eine
gleichmillige Verteilung der Kapillarkrifte tiber die gesamte Fliche der Membran zu gewihrleisten.
Nach Abschluf3 des Transfers iiber Nacht wurde die RNA durch Belichten mit 120.000 pJoules UV-
Licht (UV Stratalinker 2400, Stratagene) kovalent an die Struktur der Membran gebunden.

10 * SSC-Puffer: 1,5 M NaCl
0,15 M Na;-Citatrat; pH 7,0

2.3 VERFAHREN MIT DEOXYRIBONUKLEINSAUREN
23.1 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA AUS ESCHERICHIA COLI

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. /i standen zwei Verfahren zur Verfiigung. Eine
schnelle Methode, bei der die Reinheit der isolierten DNA fiir die meisten Anwendungen wie
Restriktion, Ligation, PCR etc. ausreichte und ein Siulenverfahren fiir hochreine DNA-

Priparationen fir Anwendungen wie Sequenzierung und zz vitro Transkription. Beide Methoden
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beruhten auf einer alkalischen Lyse der E. cw/i Zellen und der selektiven Sedimentierung der
bakteriellen, genomischen DNA, welche an der Zellmembran anhaftet. Die Plasmid-DNA verblieb
dabei im Uberstand. Ausgangsmaterial waren 3 ml einer Bakterienkultur in L.B-Nihrmedium. Die

Kultur wurde bei 37 °C tber Nacht in einem Schiittelinkubator bei 150 - 200 Upm angezogen.

LB-Nihrmedium (11): 10,0 g NaCl
5,0 g Hefeextrakt

10,0 g Trypton
auf pH 7.5 einstellen
50 pg/ml Ampicillin nach dem Autoklavieren zugeben

Die Bestimmung von Menge und Reinheit der DNA erfolgte photometrisch wie unter 2.2.1.2

beschrieben. Die Berechnung erfolgte durch folgende Formel:

E,, * 50* Verdinnungsfaktor _ mg DNA

Gleichung 9
1000 ml [ 8]
Die DNA-LSsung wurde bei 4 °C bzw. bei -20 °C dauerhaft aufbewahrt.
23.1.1 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA (SCHNELLE METHODE)

Dazu wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur in ein 1,5 ml Reaktionsgefi3 tiberfiihrt und fiir 30 sec
in einer Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde vollstindig entfernt und das Pellet in
300 pl Puffer P1 vollstindig resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte bei Raumtemperatur
durch Zugabe von 300 pl Puffer P2. Nach einer maximalen Inkubation von 5 min wurde die
genomische DNA durch Zugabe von 300 pl P3 in einem 10-miniitigen Zentrifugationsschritt
selektiv gefillt. Der Uberstand wurde in ein neues Gefif iiberfiihrt, mit 600 ul Isopropanol versetzt
und gut durchmischt. Der Ansatz wurde anschlieBend fir 10 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert und das DNA-Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen. AbschlieBend wurde die
DNA in 50 pl bidest. Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

Puffer P1 (4 °C): 100 pg / ml RNase A
50 mM Tris-HCL, pH 8,0
10 mM EDTA

Puffer P2: 200 mM NaOH
1% SDS

Puffer P3: 3,0 M Kalium-Acetat, pH 5,5
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TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
2.3.1.2 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA (SAULENMETHODE)

Fir diese Methode wurde zusitzlich ein Sdulensystem der Firma QIAGEN verwendet. Je nach
GroBe der Kultur wurden QIAGEN-tip20 fiir maximal 5 ml Kultur, bzw. QIAGEN-tip100 fiir bis
zu 50 ml Kultur verwendet. Die Lyse der Bakterien und anschlieBende Gewinnung des
plasmidhaltigen Uberstandes wurde wie unter 2.3.1.1 durchgefithrt. Die verwendeten Mengen an
Puffer wurden nach den Angaben des Herstellers an die jeweils eingesetzte KulturgréBe angepal3t.
Vor dem Auftragen des klaren, plasmidhaltigen Uberstandes auf die jeweils verwendete Sdule, wurde
diese mit Puffer QBT dquilibriert. Die an die Sdulenmatrix gebundene Plasmid-DNA wurde
anschlieBend zweimal mit Puffer QC gewaschen und danach mit Puffer QF eluiert. Das Eluat wurde
dann mit 0,7 Volumen an Isopropanol versetzt und die DNA durch 30-miniitige Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 15.000 * g sedimentiert. Das Pellet wurde mit 0,5 ml 70 % Ethanol (-20 °C)
gewaschen und anschlieBend an der Luft getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde dann in einem

geeigneten Volumen an bidest. Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

Puffer QBT: 750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol
0,15 % Triton X-100

Puffer QC: 1,0 M NaCl

Puffer QC:
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol

Puffer QF: 1,25 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Ethanol

2.3.2 SPALTUNG VON PLASMID-DNA DURCH RESTRIKTIONS-
ENDONUKLEASEN
Zur Charakterisierung bzw. zum gezielten Abbau von Plasmid-DNA wurden spezifisch spaltende
Restriktionsenzyme verwendet. Die Reaktionsbedingungen entsprachen den jeweiligen Vorschriften
der Hersteller (Gibco BRL, MBI Fermentas). Um einen vollstindigen Abbau der DNA zu erreichen,
wurden 2 Einheiten (U) eines Enzyms pro pg DNA eingesetzt und der Ansatz 1 h bei 37 °C in
einem Heizblock inkubiert. Bei kritischen Reaktionen war es notwendig eine Kondensation durch

inhomogene Temperaturverteilung im Reaktionsgefd3 auszuschlieBen. Hierzu wurde der Ansatz in
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einem geschlossenen Brutschrank inkubiert und so konstante Bedingungen gewihrtleistet. Das
Reaktionsvolumen wurde entsprechend der eingesetzten Menge an DNA und Enzym variiert,
betrug aber mindestens 50 pl, um eine ausreichende Verdiinnung des Enzym-Lagerungspuffers zu
erreichen. Die Reaktion wurde entweder durch Zugabe von wenigstens '/, Volumen Stopp-Puffer
(s.w.), oder Erhitzen auf 75 °C fir 10 min abgestoppt. Letzterem folgte eine Fillung mit 0,1
Volumen Na-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 98 % Ethanol (-20 °C) bei -80 °C fir 30 min. Nach
Zentrifugation (13.000 Upm) wurden dem Sediment durch Waschen mit 70 % Ethanol (-20 °C) die
Salze entzogen. AnschlieBend wurde das luftgetrocknete DNA-Pellet in einem geeigneten Volumen
bidest. Wasser oder TE-Puffer gel6st und bei -20 °C dauerhaft gelagert, bzw. bei 4 °C aufbewahrt.
Zur Uberpriifung der Reaktion folgte eine elektrophoretische Auftrennung (siehe 2.3.3).

Stopp-Puffer: 50 % Glycerin
7,5 mM EDTA
0,4 % Xylenxyanol
0,4% Bromphenolblau
2.3.3 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Die groBlenabhingige Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Elektrophorese im
Agarosegel (ICN). Die Konzentration der Agarose richtete sich dabei nach der zu erwartenden
Fragmentgrof3e und lag zumeist bei 1 %. Als Puffer diente 1 * TAE-Puffer (s.u.). Zur Auftrenung
wurde eine Spannung zwischen 5 - 10 Volt/ecm gewihlt. Als GroBenstandard dienten DNA-
Fragmente definierter Linge (1 kb DNA-Leiter & 50bp DNA-Leiter; Gibco BRL). Die Sichtung
und Dokumentation der DNA-Banden erfolgte unter UV-Licht (ImageMaster, Pharmacia Biotech)
durch die Fluoreszenz des gebundenen Ethidiumbromids, welches zuvor der verflissigten Agarose

zugesetzt wurde (0,05 pg/ml).

50 * TAE-Puffer (11): 242 ¢ Tris, pH 8,0
57,1 ml Essigsaure (99 %)
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
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2652 bp ——

3.034 bp
2.054
1.636
800 — 1.018
500 —
350 — 506/517
50 —
Abbildung 2-2: Verwendete GrofBenstandards.
Links: 50 bp DNA-Leiter. Rechts: 1 kb DNA-
Leiter. Die Lingen ausgewihlter DNA-
Fragmente ist angegeben.
234 ELUTIONVONDNA AUSDEM AGAROSEGEL

Eine mit Ethidiumbromid angefirbte DNA-Bande wurde nach Auftrennung im Agarosegel (siche
2.3.3) unter UV-Licht (Transilluminator, 302 nm) gesichtet und zusammen mit der umgebenen
Agarose ausgeschnitten. Der Agaroseblock wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefi3 tberfithrt und
gewogen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte mit dem QIAEXII-System (QIAGEN, Hilden) unter
Verwendung der mitgelieferten Pufferlésungen anhand des Herstellerprotokolls. Die Agarose wurde
wihrend einer 10-minitigen Inkubation bei 50 °C in einem dteifachen Volumen Puffer QX1
aufgelost und die DNA in Gegenwart einer hohen Salzkonzentration an spezielle Partikel (QIAEX-
Suspension) gebunden. Es folgten mehrere Zentrifugations- und Waschschritte, zuerst mit 500 pl
Puffer QX1, dann mit 500 ul Puffer PE. Dabei wurde die Salzkonzentration in den Pufferlésungen
kontinuierlich verringert. AbschlieBend wurde das Partikelsediment an der Luft vollstindig
getrocknet und die DNA durch Zugabe von 20 pl TE-Puffer (siche 2.3.1.1) von den Partikeln
eluiert. Die Ausbeute konnte dabei durch eine Inkubation fir 5 min bei 50 °C erh6ht werden. Nach
einer abschlieBenden Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit konnten etwa 15 pul DNA-
haltige Losung vorsichtig abgenommen werden. Zur Kontrolle wurde eine Aliquot erneut im

Agarosegel aufgetrennt.

2.3.5 TRANSFERVERFAHREN FURDNA (,,SOUTHERN-BLOT*)

Zunichst wurden DNA-Fragmente in einem TAE-Agarosegel aufgetrennt (s.2.3.3). Es folgte
zweimal fir je 30 min eine Behandlung des Gels mit Denaturierungspuffer (s.u.). AnschlieBend
wurde das Gel zweimal fir je 20 min in Neutralisationspuffer (s.u.) geschwenkt und dann
luftblasenfrei mit der Oberseite auf ein Filterpapier (Whatman, 3MM) gelegt. Dieses hatte Kontakt
mit einem Pufferreservoir aus 10 * SSC-Puffer (s. 2.2.4). Die fur den Transfer verwendete

Nylonmembran wurde fir 15 min in diesem Puffer dquilibriert und auf das Gel luftblasenfrei
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aufgebracht. Die weitere Durchfithrung und Aufbau des Kapillarblots entsprachen denen in Kapitel

2.2.4. Die transferierte DNA wurde anschlieSend durch UV-Bestrahlung fixiert.

Denaturierungspuffer: 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
Neutralisationspuffer: 1,0 M Tris-HCI; pH 8,0
1,5 M NaCl

2.4 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON DNA
244 »» RANDOM PRIMING* MIT OLIGONUKLEOTIDEN

Die Methode basiert auf einem von Feinberg und Vogelstein (1983, 1984) entwickelten Verfahren.
Hierbei werden Oligonukleotide, in denen Nukleotidsequenzen praktisch aller statistisch mdglichen
Anordnungen vertreten sind, als Primer fir eine DNA-Polymerase (,,Klenow-Fragment®)
verwendet. Zur Durchfihrung wurde das ,ready-to-go“ DNA Labelling System der Firma
Pharmacia Biotech entsprechend den Angaben im Herstellerprotokoll eingesetzt. Das System
erlaubt die radioaktive Markierung von geringen Mengen an DNA (25 - 50 ng) mit einer hohen
spezifischen Aktivitit von bis zu 1 * 10” cpm/ug DNA. Dazu wurde ein lyophilisiertes Sediment aus
dATP, dGTP, dTTP, FLP Cpureo Klenow-Fragment, Reaktionspuffer und Zufallsprimern
(Nonadesoxynukleotide) in einem Reaktionsgefdl mit bidest. Wasser gelost und auf Eis gestellt.
AnschlieBend wurde das als Sonde zu markierende DNA-Fragment fiir 2 bis 3 min bei 95 °C

denaturiert. Der endgiltige Reaktionsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

Reaktionsansatz: 20 ul geloster Reaktionsmix
25 pul denaturierte DNA (25 - 50 ng)
5 ul [@*-P]dCTP (3.000 Ci/mmol)

Der Ansatz wurde fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch
Chromatographie an einer Saule aus Sephadex G50 in TE-Puffer abgetrennt. Dazu wurde die Siule
fir 3 min bei 3.000 Upm zentrifugiert. Der Durchflul wurde mit TE-Puffer auf 100 ul aufgefillt.
und 1 pl zur Messung der eingebauten Radioaktivitdt mittels Szintilazionszdhler eingesetzt. Nach
Denaturierung fiir 5 min bei 95 °C stand die markierte DNA als Sonde fir eine Hybridisierung zur

Verfiigung, oder konnte bei -20 °C gelagert werden.
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2.4.2 SYNTHESE EINER SPEZIFISCHEN EINZELSTRANG-SONDE
(verandert nach Stiirzl und Roth, 1990)

Eine spezifische Einzelstrangsonde geht als Produkt aus einer linearen PCR-Reaktion hervor bei
der jeweils nur ein genspezifischer Primer eingesetzt wurde. Dazu wurde der rekombinante Vektor,
welcher die zu markierende cDNA-Insertion enthielt mittels geeigneter Restriktionsendonukleasen
verdaut und der Ansatz im TAE-Agarosegel aufgetrennt. Das DNA-Fragment wurde aus dem Gel

eluiert (s. 2.3.4) und stand anschlieSend als Matrize fiir die lineare PCR-Reaktion zur Verfiigung.

PCR-Ansatz (100 pl): 100 - 200 pmol genspezifischer Primer
10 pl 10 * Tag-Reaktionspuffer
50 mM MgCl,
200 uM dATP, dGTP, dTTP
0,25 uM dCTP
50 uCi [@-"*P]dCTP (3.000 Ci/mmol)
2,5 U Tag-DNA Polymerase (AGS, Biotherm)
10 - 10" Molekiile Matrizen-DNA

Als Thermocycler wurde ein Gerat der Firma Hybaid verwendet, das mit einer Deckelheizung
ausgestattet war. Dadurch entfiel das Uberschichten des Ansatzes mit Mineral5l. Die PCR-Reaktion
wurde dann mit folgenden Parametern durchgefiihrt, wobei T, fiir die optimale Anlagerungs

(-ZAnnealing)-Temperatur des genspezifischen Primers steht:

Denaturierung | Anlagerung des Primers Extension
94 °C / 3 min 1 Zyklus
94 °C /30 s T,/ 30s 72 °C /455 | 50 Zyklen

Nach 50 Zyklen wurden nicht eingebaute Nukleotide mittels einer Sephadex G50-Siule abgetrennt
(s. 2.4.1). Bin parallel durchgefithrter PCR-Ansatz ohne [@-"P]dCTP diente als Kontrolle und wurde
im TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die weitere Aufarbeitung der Sonde erfolgte wie in Kapitel 2.4.1

beschrieben.

2.5 HYBRIDISIERUNG VON NUKLEINSAUREN

Die Nylonmembran mit der daran gebundenen RNA oder DNA wurde zunichst mit bidest.
Wasser gespilt, um sie von Salzriickstinden des Transferpuffers zu befreien. AnschlieBend wurde
die Membran in eine Hybridisierungsrohre gelegt und mit ca. 10 ml Hybridisierungslésung (Roth)
fir 30 min bei 68 °C und kontinuierlicher Rotation in einen Hybridisierungsinkubator (Biometra)

vorhybridisiert. Nach Zugabe der *P-markierten Sonde (5. 2.4) erfolgte die eigentliche
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Hybridisierung bei 68 °C tiber Nacht. Anschlieend wurde die Membran nach folgendem Protokoll
gewaschen, um unspezifische DNA/DNA-, bzw. DNA/RNA-Hybride zu trennen:

Standard-Waschprotokoll: 30 min Hybridisierungslésung
30 min 1 * SSC-Puffer
90 min 0,1 * SSC-Puffer
30 min 0,1 * SSC-Puffer

Alle Waschschritte wurden bei 68 °C und leichtem
Schwenken im Wasserbad durchgefiihrt.

Im Anschluf3 wurde die Membran mit bidest. Wasser gespult und an der Luft getrocknet. Fixiert
auf einem vorbereiteten Stiick Filterpapier (Whatman, 3MM) wurde die Membran in Frischhaltefolie
eingeschlagen und flir die Exposition eines Rontgenfilmes (Kodak, X-OMATa AR, 13 * 18 cm)
eingesetzt. Die Exposition erfolgte bei -80 °C in einer lichtdichten Kassette mindestens iiber Nacht.
Zur Entwicklung des belichteten Rontgenfilms wurden spezielle Entwicklungs- und Fixierlosungen
(TETENAL) verwendet.

Die Membran konnte bei 4 °C gelagert oder fiir eine erneute Hybridisierung mit einer anderen
Sonde genutzt werden. Hierfir musste zunichst die gebundene Radioaktivitit in zwei

Waschschritten fir je 15 min von der Membran entfernt werden.

Waschprotokoll: 0,1 *SSC
0,1 % SDS
2 * 15 min bei 100 °C

2.6 POLYMERASE KETTENREAKTION (PCR)
Zum Nachweis, bzw. der Klonierung von DNA-Abschnitten wurden diese mittels PCR-Reaktion
exponentiell vermehrt. Zur qualitativen und quantitativen Kontrolle wurde ein Aliquot der Reaktion

in einem TAE-Agarosegel aufgetrennt.

2.6.1 KONSTRUKTION DER PRIMER

Die Sequenzen und Eigenschaften geeigneter Primer, sowie die Parameter zur Durchfihrung der
PCR-Reaktion wurden am Computer unter Anwendung der Software Oligoa 5.0 (National
Biosciences) ermittelt. Besonders berticksichtigt wurde dabei der GC-Gehalt der Primer, die
thermische Stabilitit von Sekundirstrukturen, die Genspezifitit, sowie eine moglichst hohe optimale
Anlagerungstemperatur (T ,=T,-5 °C). Primer mit angefligten Restriktionsschnittstellen wurden um
mindestens 5 zusatzliche, beliebige Nukleotide im 3‘-Bereich verlingert. Die Primer wurden von der

Firma MWG bezogen.



2. Material und Methoden 33

2.6.2 PCR STANDARDEXPERIMENT
Bei Raumtemperatur wurden folgende Komponenten in einem 0,5 ml PCR-Reaktionsgefi3

zusammengestellt.

Standardansatz (20ul): 1 - 10 ng DNA-Matrize
10 pmol ,,sense* Primer (+Strang)
10 pmol ,,antisense® Primer (- Strang)
1 * Tag-Reaktionspuffer
2,5 mM MgCI2
0,2 mM dNTP-Mix (Eurogentech)
2 U Taq-DNA Polymerase (Biotherm)

Der Ansatz wurde mit wenigen Tropfen Mineral6l (Sigma) tiberschichtet. Als Negativkontrolle
diente ein identischer Ansatz ohne DNA. Nach den Vorgaben der Software Oligo 5.0 wurden die
Parameter zur Programmierung des verwendeten Thermocyclers festgelegt. StandardmiBig wurden
dabei 3 verschiedene Programmabschnitte definiert. Der erste Abschnitt sah eine Vordenaturierung
der DNA bei 94 °C fir 1 bis 3 min vor. Danach folgten mit 30 bis 40 Wiederholungen
Denaturierung, Anlagerung der Primer an die Zielsequenzen und die Verlingerung der Primer durch
die Aktivitit der Tag-DNA Polymerase. Die Reaktion wurde durch einen 5 bis 10 min
Syntheseschritt abgeschlossen. Dieser Schritt bewirkte die vollstindige Verlingerung aller
Abbruchfragmente und war vor allem fir die Klonierung des PCR-Produktes mittels TA-
Klonierung (s. 2.7) notwendig. Fir die Durchfithrung standen Thermocycler der Firmen Landgraf,

Stratagene (RoboCycler Gradient 40) und Hybaid zur Verfigung.

Denaturierung | Anlagerung Extension
94°C/1-3min 1 Zyklus
94 °C /30's T,/30s 72 °C /45 30 - 40 Zyklen
72 °C/5-10 min 1 Zyklus

2.7 KLONIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN
2.7.1 TA-KLONIERUNG VON PCR-PRODUKTEN

Der Vektor pCR? 2.1 TOPO ist Bestandteil des Klonierungssystems ,,TA TOPO Cloning Kit® «
der Firma Invitrogen. Dieses System wurde speziell zur schnellen Subklonierung der durch Tag
DNA-Polymerase exponentiell amplifizierten DNA-Spezies konstruiert. Dieses Enzym besitzt eine
matrizenunabhingige terminale Transferaseaktivitit mit einer hohen Priferenz fur dATP. Dadurch
weisen die meisten 3’-Enden der PCR-Produkte ein tberhingendes Adenin auf. Der linearisiert
vorliegende Vektor weist komplementir dazu ein tberhingendes dTTP auf, welches die Effizienz

der Ligation von PCR-Produkten deutlich erhoht. An die freien Enden des Vektors ist eine
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Topoisomerase konjugiert, welche die Durchfilhrung der Ligation bei Raumtemperatur innerhalb
von nur 5 Minuten erlaubt. Dazu wurde der Ansatz entsprechend den Angaben des Herstellers
unmittelbar nach Beendigung der PCR-Reaktion zusammengestellt und 1 pl nach Abstoppen der
Ligation fiir die anschlieBende Transformation eingesetzt (siche 2.7.3). Die folgende Skizze erlautert

das Prinzip der TOPO TA-Klonierung (siche Abbildung 2-3):

TOPO 3" v .
PCR- A
A Produkt
4 5 737 Toro

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Polylinker-Region des Vektors pCR? 2.1
TOPO zur Verdeutlichung des Klonierungsprinzips. Gelb dargestellt ist die
Topoisomerase.

Die Polylinker-Region des Vektors pCR? 2.1 TOPO (siche Abbildung 2-4) weist unterschiedliche
Restriktionsschnittstellen auf und besitzt den Promotorabschnitt fiir die T7 RNA-Polymerase. Nach
erfolgter Klonierung kénnen beide DNA-Stringe der Insertion durch Nutzung der 4 flankierenden
Primer sequenziert werden (siche 2.3.6.). Weiterhin codiert der Vektor fiir die Resistenzgene gegen
die Antibiotika Ampicillin und Kanamycin und bietet die Moglichkeit der blau/wei3-Selektion. Mit
einem rekombinanten Plasmid transformierte Bakterien bilden weille Kolonien auf LB-Agarplatten,
da hier das b-Galaktosidasegen durch die Insertion unterbrochen ist. Blaue Kolonien deuten auf
nicht rekombinante Plasmide hin, da hier eine funktionelle b-Galaktosidase den Farbstoff X-Gal im

Medium zu einem blauen Farbstoff umsetzt.
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lacZa ATG

M13 Reverse Primer Hinld mn Kpinl Sa:l:l B]anHI Sfel
CAG GAA ACA GCT ATG A(QC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BsfX | EcoR|1 EcoR |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAR TTC GCC G GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG TTC CCG CTT ARG ACG
EcRY BstX1  Notl Xho Nsi | Xba | Apa |

|
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GCC GTC GTT TTA T CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT|GAC CGG CAG CAA AAT GCA CTG ACC CTT TTG

Abbildung 2-4: Aufbau des Vektors pCRé 2.1-TOPO. Vermerkt sind die Bereiche der
beiden Resistenzgene, das Lactose Operon (P, und lacZa), der Startpunkt fir die
Infektion mit einem Helferphagen (F1 ori), sowie der Replikationsstartpunkt fur das
Plasmid (ColE1 ori). Ebenfalls angegeben ist die Sequenz des Polylinkers mit den
Positionen der Primer ,,M13 Reverse®, ,,M13-(20 und 40) Forward“ und die des T7-
Promotors angegeben. Restriktionsschnittstellen und der Bereich fiir die Insertion des
PCR-Produktes sind gekennzeichnet.

2.7.2 STANDARDVERFAHREN ZUR KLONIERUNG VON CDNA-FRAGMENTEN
IN PLASMID-DNA

Bei einer Ligationsreaktion beeinflusst das molare Verhiltnis von linearisiertem Vektor zu cDNA
die Ausbeute an niitzlichen Rekombinanten. In Konkurrenz stehende Ligationsreaktionen sind die
Re-Ligation des Vektors, bzw. die Bildung von cDNA-Concatemeren. Beides wird durch ein
Mif3verhiltnis von Vektor zu cDNA gefordert. Der Hersteller des Ligationssystem (MBI Fermentas)
empfiehlt fiur eine optimale Ligation ein Verhaltnis von 1:1 bis 3:1 (cDNA zu Vektor). Die
Berechnung der benétigten Menge an modifizierter cDNA in Relation zur eingesetzten Menge an

linearisiertem Vektor erfolgte nach folgender Formel:

V*(LingecDNA [bmp)Vektor
Linge Vektor|[bp]

x ng cDNA= [Gleichung 10]

V = Verhaltnis cDNA zu Vektor
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Fir die Ligation wurden Komponenten der Firma MBI Fermentas verwendet. Die

Zusammenstellung des Reaktionsansatzes wurde entsprechend den Angaben des Herstellers

vorgenommen.

Ligationsansatz:

2ul 10 * Ligationspuffer (400 mM Tris-HCI, 100 mM MgClL,,
100 mM DTT, 5 mM ATP; pH 7,8)

x ul cDNA

1wl 50 ng modifizierter Vektor

4 ul 50% PEG 4000 nur bei ,,blunt-end* Ligation
mit bidest. Wasser auf 20 ul auffillen

4 ul T4 DNA Ligase (1 Weiss U/ul)

Der Ansatz wurde kurz durchmischt und iber Nacht bei 16 °C inkubiert. Die T4 DNA-Ligase
wurde anschlieBend fir 5 min bei 75 °C inaktiviert und maximal 5 pl des Ansatzes fur die

nachfolgende Transformation eingesetzt.

2.7.3 TRANSFORMATION

Als Bakterienstamm fiir die Klonierung diente der E. co/7 Stamm TOP10F’, welcher als kompetente
Zellen (One Shota) mit dem TOPO TA-Klonierungssystem (Invitrogen) zur Verfiigung gestellt
wurde. Der Bakterienstamm hat folgenden Genotyp: F* i /acl® Tn70 (Tet“)y merA D(mrr-hsdRMS-
mcrBC) F 80/2cZ.DM15 DiacX74 recAl araD139 D(ara-len)7697 galU galK rpsL. (Str™) endA1 nupG.

Die Transformation kompetenter ,,One Shot™ Zellen erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers
Invitrogen. Dazu wurden 1 ul des Ligationsansatzes mit 50 ul einer Suspension von kompetenten
Zellen vermischt und fir 30 Min im FEisbad inkubiert. Dann wurden die Bakterien einem
Hitzeschock (42 °C fur 30 Sek) ausgesetzt. Nach erneuter Abkithlung im Eisbad wurde die
Suspension mit 450 pl SOC-Medium bei 37 °C fir 1 h mit 225 Upm geschiittelt. Proben wurden
dann auf LB-haltigem Agar-Nihrboden, welcher Ampicillin (50 pg/ml), IPTG (60pug/ml) und X-Gal
(40 nug/ml) enthielt, ausgestrichen. Die Bakterien wuchsen iiber Nacht bei 37 °C. Transformanden

wurden durch die Ampicillin-Resistenz und die weille Firbung ihrer Kolonien selektiert.

SOC-Medium (pH 7,0): 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10,0 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10,0 mM MgSO,
20,0 mM Glucose
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LB-Nihragar (11; pH 7,0): 10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt

15 g Agar

Von den weillen Kolonien wurden DNA-Minipriparationen hergestellt. Zur Gewinnung der
moglichen Insertion wurden 1 pg Plasmid-DNA  eines jeden Klons mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen bei 37 °C fir 1 h abgebaut (siche 2.3.2). Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung (siche 2.3.3) erfolgte die GroBenbestimmung mit der 1 kb DNA-Leiter (Gibco BRL)

als GroBenstandard.

2.8 SEQUENZIERUNG
Bei allen verwendeten Vektoren wird die Polylinker-Region von spezifischen Primern flankiert,
welche Sequenzreaktionen an beiden Stringen der einklonierten DNA-Insertion erlaubt. Dabei

wurden fiir die Vektoren pCR 2.1 bzw. pGemHE folgende Primer verwendet:

M13 Reverse Primer: 5"-CAGGAAACAGCTATGACC-3’
T7-Primer: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
M13 (-21) Primer: 5"-GTAAAACGACGGCCAGT-3"

Da der Vektor pGemHE in der 3° UTR iber eine sehr lange adeninreiche Sequenz verfiigt, war es
notwendig einen Sequenzprimer zu wihlen, der in 3’-Richtung ndher zur DNA Insertion

positioniert war.

SEQ 800: 5- GGTAATATGCTTAGAGACTCCA-3’

Zum Einsatz kamen Sequenzprimer der Firma MWG, welche tiber eine fluorochrome Gruppe am
5’-Ende markiert waren (Modifikation 5° IRD 800). Die Sequenzreaktion wurde nach dem
Protokoll des ,,Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-
dGTP“ der Firma AMERSHAM durchgefihrt. Dazu wurden in einen Reaktionsgefill ein

Primermix mit dem zu verwendenden Sequenzprimer folgendermallen angesetzt:

Primermix: 2 ug DNA
1 ul Sequenzprimer (1pmol/pl)
0,5 ul DMSO
ad 13 ul H,O
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In einer PCR-Mikrotiterplatte wurden anschlieBend je 1 pl des Terminationsmix A,C,G, bzw. T
vorgelegt und 3 ul von dem Primermix dazugegeben. Jeder Terminationsmix bestand dabei aus

folgenden Komponenten:

Terminationsmix: Tris-HCI (pH 9,5), MgCl,, Tween 20, Nonidet P-40, 2-
mercaptoethanol, dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP,

thermostabile Pyrophosphatase und Thermo Sequenase
DNA Polymerase

Zusitzlich war in jedem Terminationsmix jeweils ein Didesoxynukleotid (z.B. Terminationsmix A;
ddATP) vorhanden, das zu einem Abbruch der Synthese und somit zu einer statistischen Verteilung
aller méglichen Fragmentlingen fihrte. Die PCR-Mikrotiterplatte wurden in einem Thermocycler

(Primus) mit folgenden Programmparametern durchgefthrt:

95°C / 30 s 1 Zyklus
95°C /10s | 54°C /30s | 65°C/30s | 15 Zyklen
95°C / 30 s 70°C / 30's | 15 Zyklen

Nach Beendigung der PCR wurde den Ansitzen Ladungspuffer zugegeben.

Ladungspuffer: Formamid, EDTA, Methylviolett

Das Auftrennen der Sequenzreaktionen erfolgte in einem Acrylamidgel unter gleichzeitiger

Detektion der Fluoreszenz im LI-COR DNA Analyzer Gene Readir 4200.

Acrylamidgel: 12,6 g Harnstoff
3 ml Acrylamid (40 %)
3 ml 10sTBE

mit H,O auf 33,8 ml auffillen, 16sen, filtrieren
50 ul 40 % APS (Ammoniumpersulfat)
20 Wl TEMED

10 x TBE-Puffer (11): 108 g Tris, pH 8,0
55 g Borsaure
40 ml 0,5 M EDTA-L6sung

Die Auswertung der aufgetrennten Sequenzierungsreaktionen erfolgte mit der Software des
Herstellers LI-COR (Base Imagir 4.0). Die resultierenden DNA-Sequenzen wurden mit dem

Programm DNasis (Hitachi) analysiert. Homologien der Sequenzen wurden mit dem Blast-
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Algorithmus (Altschult ez a/. 1990) von NCBI (http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST/) ermittelt.
Vergleiche auf Nukleotidebene wurden mit der Computersoftware Clustal X 1.5b erstellt und mit

Macboxshade 2.15 grafisch dargestellt.

2.9 HERSTELLEN EINER CDNA-BIBLIOTHEK

Verwendet wurde das SuperScript™ Lambda System der Firma Gibco BRL. Es bietet den Vorteil,
dass Erst- und Zweitstrangsynthese nacheinander in einem Reaktionsgefil3 durchgefithrt werden.
Dadurch wird die Anzahl an méglichen Fehlerquellen minimiert und die Ausbeute an cDNA erhéht.
Das Endprodukt ist eine cDNA-Population, welche in definierter Orientierung in Phagenarmen des
| -Phagen (I ZipLox@) votliegt. Es wurde entsprechend den Angaben im Herstellerprotokoll

vorgegangen.

291 SYNTHESE VON CDNA

Fir die Erststrangsynthese wurden 3 ug mRNA von Nicotiana tabacum eingesetzt. Nach Anlagerung
des Noz I-Adapterprimers (s.u.) an den polyadenylierten 3‘-Terminus erfolgte die Umschrift der
mRNA in einen komplementiren cDNA-Einzelstrang mittels reverser Transkriptase
(SuperScripta RT). AnschlieBend wurde der mRNA-Strang des gebildeten DNA/RNA-Hybrids
mittels RNase H partiell verdaut. Die verbleibenden mRNA Fragmente im Hybrid dienten in der
folgenden Zweitstrangsynthese als Primer. Fur die spiter vorgesehene siulenchromatographische
GroBenfraktionierung und Qualititskontrolle der doppelstringigen cDNA wurde die Synthese in
Gegenwart von 1 ul [@-*P]dCTP (10 uCi/ul) durchgefiihrt. Nach Abschluf} der Zweitstrangsynthese
wurde ein Teil der Reaktion in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend mittels
alkalischem Kapillarblot auf eine Nylonmembran transferiert. Die Dokumentation erfolgte durch
Exposition eines Rontgenfilmes.

Im nichsten Arbeitsschritt wurde der 5“Bereich der cDNA durch eine T4 DNA-Polymerase
geglittet und anschlieBend der Sa/ I-Adapter angehingt. Nach einem Restriktionsverdau mit der
Endonuklease Noz 1 folgte die Gro3enfraktionierung der cDNA mittels Saulenchromatographie.
Dabei wurden nicht eingebaute Sa/ I-Adapter, sowie niedermolekulare cDNA Fragmente (<500 bp)
abgetrennt. Der Durchflul wurde in 20 Fraktionen aufgeteilt und anschlieBend die Radioaktivitat
jeder einzelnen Fraktion im Szintillationszdhler (Tri-Carb1900CA Packard Canberra, Cherenkov-
Methode) bestimmt. Entsprechend den Angaben im Herstellerprotokoll wurden 3 Fraktionen

ausgewihlt und vereinigt.

Noz1-Adapterprimer:

5'Y-GACTAGT TCTAGA TCGCGA GCGGCCGC CC(T)15=-3"
Spe 1 Xbal Nru1 Not 1
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Sa/1-Adapter:
5Y-TCGACCCACGCGTCCG-3"

3V- GGGTGCGCAGGC-5"
Sall Ml
2.9.2 LIGATIONDER CDNA MmIT | Z1PLOXAa

Die ¢cDNA wurde zunichst mit 2 Volumen 98% Ethanol bei -20 °C gefillt und anschlieBend mit
0,5 ml 70% Ethanol von Salzen befreit. Das an der Luft getrocknete Sediment wurde direkt fir die
folgende Ligationsreaktion mit den Noz1-/Sa/1-Phagenarmen (s. Abbildung 2-5) eingesetzt. Der
Ansatz wurde entsprechend den Angaben des Herstellers zusammengestellt und bei 4 °C iiber

Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz fir die 7z vitro Verpackung verwendet.

lac OPZ" —9>

| 0kb | pZL1 | 4£39kb |

/oxPJ ? L/oxP

II Polylinker-Region

| T7-Promotor Primer Sp6-Promotor Primer |
—» <+

B.S{)Obp GAATTCCCGGGTCGACGAGCTCACTAGTCGGCGGCCGCTCTAGA 23700 bp
Sall Norl

5 21 Basen entfernt 3

Sall- <DNA Insertion [anaal Nt

Abbildung 2-5: Schematische Darstellung des | ZIPLOX Phagen unter Angabe der
genutzten Restriktionsschnittstellen Sa/ I und Noz 1 (unterstrichen), sowie der Position
der cDNA-Insertionen. Die Position der T7- und Sp6-Promotor Primerbindungsstellen
haben einen Abstand von 150 bp und sind durch rote Linien markiert.

293 IN VITRO VERPACKUNG UND INFEKTION VON ESCHERICHIA COLI
Zunichst wurden der Wirtsstamm E. ¢/ Y1090(ZL) angezogen. Dazu wurden 200 pl steriles SOC-
Medium (s. 2.7.3) auf die vom Hersteller (Gibco BRL) mitgelieferte ,,BACTI Disk* gegeben und der
Ansatz fur 10 min bei 37 °C inkubiert. Mit einer Impfése wurde ein Verdiinnungsausstrich der
Bakteriensuspension auf einer YT-Agarplatte (s.u.) angefertigt und diese dann tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Eine einzelne Kolonie wurde am nichsten Tag in 10ml YT-Flissigmedium mit 0,2%
(w/v) Maltose und 10 mM MgSO, tberimpft und tber Nacht im Schiittelinkubator bei 180 Upm
und 37 °C inkubiert. Dabei induzierte die Maltose im Nihrmedium die Ausbildung von
Maltoserezeptoren, an denen sich die Phagen bei der nachfolgenden Infektion anhefteten. Am
dritten Tag wurden die Bakterien so lange inkubiert, bis die ODy,, etwa 1 betrug. Anschliefend
wurden die Bakterien bei 1.000 * g fir 10 min zentrifugiert und das Sediment in 10 ml 10 mM
MgSO,-Losung resuspendiert. Die ODy,, wurde erneut gemessen und die Bakteriensuspension mit

10 mM MgSO,-Losung auf eine OD,,,von 0,5 eingestellt.
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Fur die Verpackung der zuvor hergestellten rekombinanten Phagenarme wurde das | Gold
Gigapack (Stratagene) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurde der
Verpackungsextrakt bei 37 °C aufgetaut und sofort die gesamte Ligationsreaktion (s. 2.9.2)
zugegeben und durchmischt. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur belassen. Die
Verpackungsreaktion wurde dann durch Zugabe von 0,5 ml Phagensuspensionspuffer abgestoppt.
Es folgte eine Extraktion mit 20 pl Chloroform und nach einem kurzem Zentrifugationsschritt bei
max. Geschwindigkeit wurde der phagenhaltige Uberstand abgenommen.

Fir die Infektion des Wirtsstammes wurden 200 ul der zuvor konditionierten Bakterien mit 50 pl
Phagenl6sung vermengt und der Ansatz fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Zur exakten Bestimmung
des Phagentiters wurden dabei 5 verschiedene Verdiinnungen der Phagensuspension eingesetzt.

Folgende Verdiinnungsstufen wurden hergestellt:

Jeweils in 50 ul Phagensuspensionspuffer:

Ansatz 1 10 pl Phagenlosung (1:5)
Ansatz 2 1 ul Phagenlésung (1:50)
Ansatz 3 0,1 pl Phagenl6sung (1:500)
Ansatz 4 0,01 ul Phagenlosung (1:5.000)
Ansatz 5 0,0001 pl Phagenlosung  (1:500.000)

Die 5 Ansitze wurden jeweils in 5ml noch flissigen Top-Agar (maximal 48 °C; s.u.) gegeben,
vorsichtig durchmischt und auf vorbereitete Petrischalen mit Bottom-Agar (s.u.) gegeben und ztgig
durch Umschwenken gleichmiBig verteilt. Nach dem Erstarren des Top-Agar wurden die Platten
tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Anzahl der entstandenen

Phagenplaques fiir jede der Verdinnungsstufen ausgezahlt.

YT-Nihrmedium (11): 16 g Trypton
10 g Hefeextrakt
5 g Na(Cl
0,2 % Maltoselosung
10 mM MgSO,
YT-Nihragar: YT-Nihrmedium ohne Maltose und MgSO,
1,5% Agar

Phagensuspensionspuffer: 100 mM NaCl
10 mM MgCl,
10 mM Tris pH 7,5

Bottom-Agar: NZYM-Agar als Fertigkapseln (Dianova)
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Top-Agar: 1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1 % NaCl
10 mM MgSO,

0,75 % Agarose

Die Maltoselosung wurde als 20% Stocklosung angesetzt und sterilfiltriert. Die
MgSO,- und MgCl,-Losung wurden als 1 M Stocklosungen angesetzt und getrennt
autoklaviert. Die 50 % Glucosel6sung wurde ebenfalls getrennt autoklaviert.

294 BESTIMMEN DER INSERTIONSGROBE MITTELS PCR

Um den prozentualen Anteil an rekombinanten Phagen und die durchschnittliche Insertionsgrof3e
zu bestimmen, wurden 10 vereinzelte Plaques mit einer Pipettenspitze ausgestochen und in je 50 pl
bidest. Wasser tiberfihrt. Die Ansitze wurden fiir 30 min bei 37 °C inkubiert und im folgenden fiir
eine PCR-Reaktion eingesetzt. Hierbei wurden die T7 und Sp6-Promoter Primer verwendet, welche
die cDNA-Insertion flankieren. Bei nicht rekombinanten Phagen weisen die Bindungsstellen dieser
Primer einen Abstand von 150 bp auf der Phagen-DNA auf. Die 10 Reaktionsansitze wurde
entsprechend den Angaben in Kapitel 2.6.2 zusammengestellt und die Reaktion mit den dort
angegebenen Parametern durchgefithrt. AnschlieBend wurden Aliquots der PCR-Reaktionen in

einem TAE-Agarosegel aufgetrennt (s. 2.3.3).

2.9.5 IDENTIFIZIERUNG VON AQUAPORINHOMOLOGEN SEQUENZEN

Zunichst wurden die Phagen (s. 2.9.3) amplifiziert und dabei auf 10 Pools verteilt. Dazu wurden je
50 ul der Phagensuspension mit je 1 ml der kompetenten Y1090ZL Bakterien bei 37 °C fur 20 min
inkubiert und anschlieend in je 10 ml Top-Agar tiberfithrt und auf Bottom-Agar ausplattiert. Am
nichsten Tag wurden die Phagen mit je 10 ml Phagensuspensionspuffer fir 6 h unter leichtem
Schwenken abgeschwemmt. Die Uberstinde wurden abgenommen und mit je 20 wl Chloroform
extrahiert. Die Identifizierung von aquaporinhomologen Sequenzen erfolgte mittels PCR. Dazu
wurden zwei Konsensus-Primer verwendet, die von den hochkonservierten Bereichen (NPA-
Motive) des PIP1b-Gens aus Arabidopsis thaliana abgeleitet worden waren. Das zu erwartende
Fragment sollte dabei eine Linge von ca. 400 bp aufweisen. Die Abbildung 2-6 verdeutlicht die

Strategie:
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Abbildung 2-6: Dargestellt ist die rekombinante Phagen-DNA im Bereich der
Polylinker-Region (vergleiche Abbildung 2-5). Vermerkt sind die relativen Positionen
der Konsensus-Primer K1 und K2 (griin) auf der cDNA-Insertion (blau). Angrenzende
Bereiche der Phagen-DNA, sowie die Position und Otrientierung der Promotorprimer
T7 und Sp6 sind rot dargestellt.

Fir jeden der 10 Phagenpools wurde folgender PCR-Ansatz zusammengestellt:

PCR-Ansatz (50 ul): 5 ul Phagensuspension aus Pool X
5ul 10 * PCR Puffer (AGS)
5ul 2 mM dNTP Mix
30 pmol K1
30 pmol K2
2 U Tag DNA Polymerase (AGS)
mit bidest. Wasser auf 50 ul auffillen

Konsensus Primer K1:
5Y-GGACACATCAACCCAGCGGTTACG-3"

Konsensus Primer K2:
S5YV-TCTTGCTGGGTTGATTCCAGTTCC-3"

Die Ansitze wurden mit Mineraldl iberschichtet und die PCR mit folgenden Parametern

durchgefiihrt:
94°C / 5 min 1 Zyklus
94°C / 30 s 45°C /45s | 72°C / 45s | 40 Zyklen
72°C / 5 min 1 Zyklus

Je 5 ul der Reaktionen wurden im TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die resultierenden PCR-Produkte

wurden mittels T'A-Klonierung kloniert und anschlieBend sequenziert.
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2.10 MARATHON,, RACE*

Als ,,RACE* wird eine PCR-basierte Methode zur schnellen Amplifizierung von cDNA-Enden
(,,Rapid Amplification of cDNA Ends®) bezeichnet. Ausgehend von einer cDNA-Population mit
beidseitig angefiigten Adaptern ermdéglicht diese Methode die Klonierung der fehlenden 5 und 3*-
Bereiche eines ¢cDNA-Fragmentes, das z.B. aus der Durchmusterung einer ¢DNA-Bibliothek
hervorgegangen ist. Anhand der bekannten Nukleotidsequenz dieses cDNA-Fragmentes werden
genspezifische Primer konstruiert (GSP1, GSP2), die in Kombination mit speziellen Adapterprimern
(AP1) fir die RACE-PCR eingesetzt werden. Die beiden resultierenden RACE-PCR-Produkte
weisen dabei einen sich iberlappenden Bereich auf. Nach erfolgreicher Klonierung und
Sequenzierung der beiden PCR-Produkte wird mit einem neuen Paar genspezifischer Primer (V1,
V2) die Amplifizierung der Volllingen-cDNA in einer LD-PCR-Reaktion (,,Long Distance*-PCR)
ermoglicht. Die Abbildung 2-7 stellt schematisch den Ablauf des Marathon RACE dar.

Poly(A) "-RNA

ds cDNA

‘ Adapterligation

cDNA+Adapter

5-RACE / \ 3-RACE
APL GSP2—pp-
<—GSPL APL

—— RACE-Produkte

Sequenzierung der RACE-Produkte

=, IDPCR

VP1—p

Volllingen-cDNA

Abbildung 2-7: FluBldiagramm der einzelnen Arbeitsschritte. Rot dargestellt ist die
mRNA-Population, die im ersten Schritt in eine doppelstringigce c¢cDNA (blau)
umgeschrieben wird. Im nichsten Schritt werden Adapter (gelb) angeheftet. Im
folgenden 5% bzw. 3“RACE wird der Adapterprimer AP1 (gelber Pfeil) in Kombination
mit jeweils einem genspezifischen Primer (GSP1, GSP2; griine Pfeile) eingesetzt. Nach
Klonierung und Sequenzierung der beiden RACE-Produkte, wird mit einem neuen Paar
genspezifischer Primer (VP1, VP2; blaue Pfeile) die gesuchte Volllingen-cDNA in einer
LD-PCR amplifiziert.
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2.10.1 CDNA-SYNTHESE

Zur Durchfihrung wurde das Marathond c¢cDNA Amplification Kit der Firma Clontech
entsprechend den Angaben des Herstellerprotokoll verwendet. Unter Verwendung der
mitgelieferten Komponenten wurde zunichst 1 pg Poly(A)"-mRNA in die korrespondierende

doppelstringige cDNA umgeschrieben.

Erststrangsynthese: 1 ng mRNA aus Nicotiana tabacum in 4 pl

10 pmol ¢cDNA Synthese Primerin 1 pl

Synthese Primer: —TTCTAGAATTCAGCGGCCGC(T); N N-3

Der Ansatz wurde fir 2 min bei 70 °C inkubiert und anschlieBend fiir 2 min auf Eis gehalten. Es
wurden folgende Komponenten hinzugeftgt:

2 ul 5 * Erststrangpuffer

1 ul ANTP Mix 10 mM

1 pl bidest. Wasser

1 ul MMLYV Reverse Transkriptase 100 U/ul

Die Reaktion wurde bei 42 °C fiur 1 h inkubiert und anschlieBend auf Eis gehalten. Fur die

Zweitstrangsynthese wurden folgende Komponenten hinzugefiigt:

Zweitstrangsynthese: 48,4 ul bidest. Wasser

16 pl Zweitstrangpuffer
1,6 ul ANTP Mix 10 mM
4 ul 20 * Enzym-Mix

Der Ansatz wurde fir 1,5 h bei 16 °C inkubiert und nach Zugabe von 2 ul T4 DNA Polymerase
fir weitere 45 min bei 16 °C belassen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 pul
EDTA/Glycogen-Mix abgestoppt und mit 100 pl Phenol:Chloroform:Isoamylakohol extrahiert. Die
cDNA wurde mit 0,5 Volumen 4 M NH,Acetat und 2,5 Volumen 98 % Ethanol bei 14.000 Upm
gefillt und das Sediment mir 300 ul 70 % Ethanol von Salzen befreit. Das luftgetrocknete DNA-
Pellet wurde in 10 pl bidest. Wasser gelost. Davon wurden 5 pl fir die folgende Adapterligation

eingesetzt:

Adapterligation: 5 ul cDNA
2 pl Marathon Adapter
2 ul 5* DNA Ligase Puffer
1 ul T4 DNA Ligase (1U/ul)
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Marathon Adapter:

5’ -CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3"
37 -HCCCGTCCA-PO4-5"

Der Ansatz wurde bei 16 °C tber Nacht inkubiert.

2.10.2 5¢-UND 3‘-RACE PCR

Zunichst wurde ein Aliquot der Ligationsreaktion 1:50 verdiinnt. Diese Verdinnung wurde fir die
folgenden PCR-Reaktionen eingesetzt. Hierfiir wurden zusitzlich Komponenten des ,,Advantagea
cDNA PCR Kit*“ der Firma Clontech verwendet. Die genspezifischen Primer wurden mit der
Software Oligo 5.0 konstruiert und hinsichtlich ihrer Eigenschaften charakterisiert. Dabei wurden
die Empfehlungen des Herstellerprotokolls berticksichtigt. Die Primer wurden von der Firma MWG
bezogen. Da sich die Reaktionsansitze nur durch die eingesetzten genspezifischen Primer

unterscheiden wurde folgender Master-Mix hergestellt:

Master-Mix (98 ul): 10 ul cDNA + Adapter (1:50 verdinnt)
64 wl bidest Wasser
10 pl ANTP Mix 2 mM
10 pl 10 * Reaktionspuffer
2 ul Advantage KlenTaq Polymerase Mix
20 pmol AP1 Primer

AP1-Primer: 5-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

5-RACE-PCR (50 ul): 49 ul Master-Mix
10 pmol genspezifischer ,,Antisense Primer 1 (GSP1)

3“-RACE-PCR (50 ul): 49 ul Master-Mix
10 pmol genspezifischer ,,Sense* Primer 2 (GSP2)

Die beiden PCR-Ansitze wurden mit Mineraldl iiberschichtet und die Reaktionen mit folgenden

Parametern durchgefiihrt:

94°C / 1 min 1 Zyklus
94°C /30s | 72°C /2 min | 5 Zyklen
94°C /30s | 70°C /2min | 5 Zyklen
94°C / 20 s 68°C / 2min | 25 Zyklen

Je 5 ul der Reaktionsansitze wurden im TAE-Agarosegel aufgetrennt. Je 1 ul der Reaktionsansitze

wurden fir eine TA-Klonierung eingesetzt (s. 2.7.1). Nach Charakterisierung der PCR-Produkte
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wurde ein neues Paar genspezifischer Primer (VP1, VP2) konstruiert und die Volllingen-cDNA

amplifiziert. Dazu wurde folgender Ansatz zusammengestellt:

LD-PCR-Ansatz: 5 ul cDNA + Adapter (1:50 verdiinnt)
32 ul bidest Wasser
5 ul ANTP Mix 2 mM
5 ul 10 * Reaktionspuffer
1 ul Advantage KlenTaq Polymerase Mix
1 ul 10 pmol VP1 Primer
1 ul 10 pmol VP2 Primer

Der PCR-Ansitz wurde mit Mineral6l Gberschichtet. Die PCR-Reaktionen wurde mit folgenden

Parametern durchgefiihrt:

94°C / 1 min 1 Zyklus
94°C / 30 s 50°C /30s | 68°C /210s |35 Zyklen

Von der Reaktion wurden 5 ul im TAE-Agarosegel aufgetrennt und 1 ul fir eine TA-Klonierung
eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde anschlieend sequenziert und die gewonnen Sequenzdaten

mittels Software analysiert (s. 2.8).

2.11 GEZIELTER AUSTAUSCH VON NUKLEINSAUREN

Die gezielte Verinderung der Aminosauresequenz eines Proteins wurde durch Verinderungen der
entsprechenden ¢cDNA  vorgenommen. Hierfir wurde das ,,QuikChanged  Site-Directed
Mutagenesis® System der Firma Stratagene verwendet. Dieses System basiert auf einem PCR-
Verfahren mit rekombinanter Plasmid-DNA als Matrize und erlaubt sowohl Punktmutationen, als
auch die Deletion bzw. Insertion einzelner oder mehrerer Nukleinsduren. Dabei werden speziell
konstruierte Primerpaare und eine Pf#-DNA Polymerase mit definierten Eigenschaften verwendet.
Die zuvor aus E. c/i isolierte Eltern-DNA liegt methyliert vor (N°-Methyladenine) und kann
dadurch nach Synthese der mutierten Tochterstringe gezielt durch die Endonuklease Dpn 1
abgebaut werden. AbschlieSend wird die mutierte, nicht methylierte Plasmid-Population direkt ohne
weitere Subklonierungsschritte fir eine Transformation eingesetzt. Die Abbildung 2-8 stellt den

experimentellen Ablauf schematisch dar:
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Abbildung 2-8: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs.

X
Q Anlagerung der Primer

@ Extension
Q
N )

Verdau mit Dpn 1

@ Transformation

—_—

= komplementire “Sense”” und “Antisense “Primer mit Mutation (rof)

cDNA-Insertion
s Eltemn Plasmid-DNA
— Tochter Plasmid-DNA

2.11.1 KONSTRUKTION DER PRIMER

An die Primer werden besondere Anforderungen gestellt. Die Gesamtlinge der Primer richtet sich

nach der Linge der gewiinschten Mutation und sollte in einem Bereich von 25 bis 45 Basen liegen.

Dabei sollte sich die Mutation in der Mitte befinden und von etwa 10 bis 15 nicht modifizierten

Nukleotiden flankiert sein. Im Gegensatz zu einer Standard-PCR sind bei dieser Methode die beiden

Primer exakt komplementir zueinander und miissen daher bei der Reaktion im Uberschuf3

vorhanden sein. Der Hersteller empfiehlt einen GC-Gehalt von mehr als 40% und einem

Schmelzpunkt (,,melting temperature®, T,) der Primer oberhalb von 78 °C. Dieser konnte nach

folgender Formel berechnet werden:

T, =815+0,41%(%GG)

675 Linge Mutation|[bp]*

n n

n = Linge des Primers in Basenpaaren

%GC = prozentualer GC-Gehalt des Primers

Die Primer wurden von der Firma MWG bezogen und waren mittels HPLC aufgereinigt.

[Gleichung 11]
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2.11.2 PCR-REAKTION
Der Reaktionsansatz wurde entsprechend den Vorgaben des Herstellers zusammengestellt. Dabei

konnte die Menge an Matrizen-DNA in einem Bereich von 5 bis 50 ng variiert werden.

PCR-Ansatz: 5 ul 10 * PCR-Puffer
5 - 50 Matrizen-DNA
125 ng Primer 1
125 ng Primer 2
1 uwl ANTP Mix
mit bidest. Wasser auf 50 pl auffillen
1 wl Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/pul)
Der Ansatz wurde mit 30 ul Mineraldl iberschichtet

Die Stocklosungen der Primer waren standardmaBig auf 100 pmol/ul eingestellt. Mittels folgender

Formel konnte das benétigte Volumen berechnet werden:

125 ng *1.00(

pmolPrime*
(n *325)

[Gleichung 12]

n = Linge des Primers in Basenpaaren

Die Parameter fir die PCR-Reaktion richteten sich nach der Grofie der eingesetzten Plasmid-
DNA, sowie nach der Art der Mutation. Die Synthesezeit betrug 2 min je 1000 Basenpaare Plasmid-
DNA. Fur eine Punktmutation waren 12 Zyklen, fir das FEinfigen oder Entfernen einer

Aminosauren (1 Basentriplet) 16 Zyklen und fiir mehrere Aminosauren 18 Zyklen erforderlich.

95°C / 30 s 1 Zyklus
95°C /30s | 55°C /1 min | 68 °C /xmin | x Zyklen

Die Reaktion wurde anschlieBend so lange auf Eis gehalten, bis die Temperatur des Ansatzes
unterhalb 37 °C lag. Es folgte die Zugabe von 1 ul der Endonuklease Dpz I (10 U/ul) und eine
Inkubation bei 37 °C fur 1 h. Hierbei wurde spezifisch die Eltern-DNA abgebaut
(Erkennungssequenz 5-G™ATC-3%), da diese im Gegensatz zur neu synthetisierten, mutierten
Plasmid-DNA methyliert ist.

AbschlieBend wurde 1 pl des Ansatzes fiir eine Transformation eingesetzt. Dazu wurden die vom
Hersteller  beigefiigten kompetenten Zellen  (Epicurian  coli  XI.1-Blue) verwendet. Der
Bakterienstamm hat folgenden Genotyp: reeAl endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac {F*
proAB lacl"”ZDM15 Tn10 (Tet)}*.
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Die Transformation erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers Stratagene. Dazu wurden 1 ul des
Reaktionsansatzes mit 50 pl der Bakteriensuspension vermischt und fir 30 Min im Eisbad inkubiert.
Dann wurden die Bakterien einem Hitzeschock (42 °C fur 45 s) ausgesetzt. Nach erneuter
Abkiithlung im Eisbad wurde die Suspension mit 500 ul NZY+-Medium bei 37 °C fiur 1 h mit 225
Upm geschiittelt. Der Transformationsansatz wurden vollstindig auf LB-haltigem Agar-Nihrboden
(s 2.7.3), welcher Ampicillin (50 pg/ml), IPTG (60pg/ml) und X-Gal (40 pg/ml) enthielt,

ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

NZY+-Medium: 10 ¢ NZ Amin (Kasein Hydrolysat)
5 g Hefe-Extrakt
5 g NaC(Cl
Autoklavieren
12,5 ml 1M sterile MgCl,-L6ésung
12,5 ml 1M sterile MgSO,-Losung
20 ml 20% sterile Glukose-Lésung

Von den Kolonien wurden DNA-Minipriparationen hergestellt und die gewonnene Plasmid-DNA
fir eine Sequenzierung eingesetzt. Die Sequenzdaten wurden hinsichtlich der eingefiigte Mutation

Uberpruft.

2.12 SYNTHESE VON CRNA (IN VITRO TRANSKRIPTION)

Fir die heterologe Expression in Xenopus laevis Oozyten wurden die cDNA-Klone zunichst in den
speziell konstruierten Vektor pGemHE (Liman e7 4/, 1992) in definierter Orientierung umkloniert.
Hierfir konnten 7 verschiedene Restriktionsstellen im Vektor genutzt werden, welche von den
untranslatierten Regionen (5° UTR und 3 UTR, siche Abbildung 2-9) des Xenopus b-Globulin-
Gens flankiert sind. Dieses soll eine Diskriminierung der pflanzlichen Gene durch den
Translationsapparat der Oozyten verhindern und so die Translationseffizienz erhéhen. Um in der
Reaktion cRNA-Molekiile mit einer definierten maximalen Liange zu erhalten (,,run-off Synthese®),
wurden zunichst 5 pg hochreine Plasmid-DNA (siehe 2.3.1.2) durch die Restriktionsendonuklease
Nbhe T (MBI Fermentas) linearisiert (siche 2.3.2). Alternativ konnten Psz I bzw. Sph I verwendet
werden. Eine mogliche Kontamination mit RNasen wurde durch eine anschlieBende Inkubation des
Ansatzes in Gegenwart von Proteinase K (Sigma, 200 pg/ml) und SDS (0,5%) bei 50 °C fur 1 h
entfernt. Die DNA wurde hiernach mittels Phenol/Chloroform (Fluka) Extraktion aufgereinigt.
Spuren von Phenol wurden durch erneute Extraktion mit Chloroform entfernt. Die DNA wurde
durch Ethanolfillung sedimentiert, von Salzen befreit und in einem geeigneten Volumen RNase-
freiem Wasser gelost. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und ein Aliquot der DNA-

Losung im Agarosegel aufgetrennt. Fur die zz vitro Transkription wurde das MEGAscripta T7
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System (Ambion) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Dazu wurde 1 ug der zuvor
aufgearbeiteten Plasmid-DNA eingesetzt und der vollstindige Reaktionsansatz fir mindestens 2 h in
einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die Ausbeute an cRNA wurde photometrisch bestimmt
(siche 2.2.1.2) und ein Aliquot der cRNA-Losung auf 0,5 pg/ul verdiinnt. Zur Kontrolle wurden
500 ng der cRNA in einem denaturierenden RNA-Agarosegel (siche 2.2.3) aufgetrennt.

Sac T(27)

Apa LI (2789)

Apa L1(2202)
3012 bp

Nhe 1(341)

LAC OPERON
AP,
Apa LI (1046)

Abbildung 2-9: Aufbau des Vektors pGemHE. Vermerkt ist das Gen fir die
Ampicillin-Resistenz (APr) und das Lactose Operon (LAC OPERON). Die Polylinker-
Region mit den zur Verfiigung stehenden Restriktionsschnittstellen befindet sich
stromaufwirts vom Startpunkt fir die /z vitro Transkription mit T7 RNA-Polymerase
(T7 P) und wird von den untranslatierten Regionen (5° UTR und 3° UTR) des Xenopus
b-Globulin-Gens flankiert.

Abbildung 2-10:  Auftrennung von 4 beispielhaft
ausgewihlten cRNA-Spezies im 1% MEN-Agarosegel.
Als  GroBenstandard wurde der RNA-Marker (M)
verwendet (s. 2.2.3 ). Die Spuren 1 - 4 reprisentieren je
500 ng folgender cRNA-Spezies: 1= NtAQP1; 2=
SsAQP1; 3= SsAQP2; 4= aTIP.

2.13 VERFAHREN MIT OOZYTEN VON X ENOPUS LAEVIS
2131 PRAPARATION DER OOZYTEN

Die sudafrikanischen Krallenfrésche (Nasco, Fort Atkison Texas, USA) wurden paarweise in
Aquarien bei 20 — 22 °C Wassertemperatur gehalten. Die Entnahme der Oozyten erfolgte nach
Narkotisierung des Frosches mit Tricaine (3-Aminobenzoesiure-ethylester; 0,75 g/l) unter
Eiskithlung. Die Haut des Frosches wurde dabei, bis auf das Operationsfeld, mit feuchten Ttchern
abgedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern. Das Muskelgewebe und die Bauchhaut wurden nach

dem operativen Eingriff mit 2 — 3 Stichen geniht. Die entnommenen Ovarlappen, die mehrere
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Hundert Oozyten enthielten, wurden mit feinen Uhrmacherpinzetten derart getrennt, dass nur noch
5 — 8 Oozyten zusammenhingen. In Ca*’-freier ND96-Lésung (s.u.) wurden die so vereinzelten
Oozyten mehrfach gewaschen und durch Kollagenasebehandlung (1-2 mg/ml) von den
Follikelzellen befreit. Dazu wurden die Oozyten in einer Petrischale (A 40 mm) bei
Raumtemperatur fur 1 h auf einem Rundschittler vorsichtig geschwenkt. Nach erneutem Waschen

mit Ca”*’-freier Losung wurden die Oozyten in ND96-Losung mit Penicillin und Streptomycin (je

100 U/ml) bei 16 °C aufbewahrt.

ND96-Lésung: 96 mM NaCl
2 mM KCI
1 mM Ca(l,
1 mM MgCl,
10 mM Mes/NaOH pH 7,4

Die Losung wurde am Osmometer (Vapor Pressure 5500,
Schlag GmbH Bergisch Gladbach) mit D-Sorbitol auf
220-230 mosmol/kg eingestellt.

2.13.2 INJEKTION VON CRN A

Die Injektion der cRNA wurde 18 — 24 h nach der Priparation der Oozyten (siche 2.4)
durchgefithrt. Dazu wurden zunichst Glaskapillaren (3'/,* Drummond #3-00203-g/X, Drummond
Scientific Company) mit einem Laser-Ziehgerit (Sutter Instruments Co. Model p-2000) zu
Mikropipetten ausgezogen. Die feine Spitze wurde unter dem Mikroskop abgebrochen und nach
kurzem Kontakt mit einem Heizdraht (Mikroschmiede, Leitz) durch schnelles Abziehen eine
kantilenartige Offnung geformt. Der Durchmesser der so hergestellten Injektionskapillare betrug
maximal 1 — 2 um. Die auf 0,5 pg/ul eingestellte cRNA-L6sung wurde in die Injektionskapillare
aufgesogen und mittels eines kontrollierten DruckstoBes (General Valved Picospritzera 11, USA)
etwa 10 — 20 ng der cRNA in die Oozyten injiziert. Die Expression der jeweiligen Membranproteine

konnte nach einer Inkubation bei 16 °C in einem Zeitraum von 48 h - 65 h nachgewiesen werden.

2.13.3 SCHWELLUNGSEXPERIMENTE MIT OOZYTEN

Ein Stereomikroskop (SM22-140-F, Firma Hund, Wetzlar) mit integrierter Beleuchtungseinheit
und montierter Digitalkamera (Pixera PVC100C, Pixera Corporation, USA) wurde zur Erfassung der
Volumenzunahme von Oozyten verwendet. Die Beleuchtung erfolgte dabei von unten und wurde
so justiert, dass die Oozyten als schwarze Scheiben auf hellem Hintergrund erschienen. Dieses
ermoglichte die automatische Auswertung durch das Bildanalyseprogramm Scion-Image 0.94b3
(Scion Corporation, USA; http://www.scioncorp.com). Mittels einer Pasteurpipette wurden jeweils

2 Oozyten in das hypoosmotische Medium (70 mosmol ND96) tberfithrt und ein Startbild
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aufgenommen. Die Verwendung der Steuerungssoftware ,,Pixera Visual Communication Suite®
gestattete die automatische Aufnahme weiterer Einzelbilder in einem definierten Intervall und
Zeitrahmen. Die so erfaliten Einzelbilder wurden in das Bildanalyseprogramm importiert und nach
Definition von Schwellenwert und Kalibrierungsfaktor wurden die Querschnittsflichen durch ein
Unterprogramm automatisch ermittelt (sieche 7.3). Die weitere Berechnung erfolgte mit der Software
Excel (Microsoft). Die Umrechnung der Flicheninhalte in ein theoretisches Volumen erfolgte durch

die Formel:

\Y :(‘/ 2q/p )3 E [Gleichung 13]

V=Volumen in [mm’]

q=Fliche in [mm’]

Zur  Berechnung des  Wasserpermeabilititskoeffizienten Py als  Mall  far  die
Transportgeschwindigkeit von Wassermolekilen tiber die Membran wurde die Formel nach Zhang

und Verkman (1991) angewendet:

P. =V, [cl(VX / VO) / dt] * [S *Vy (Osminnen - Osrnauﬁcﬂ)] [Gleichung 14]

V, = Startvolumen der Oozyte in [cm’]

V, = Volumen der Oozyte zum Zeitpunkt (x) in [cm’]

S = Startoberfliche der Oozyte in [cm’]

Vy = molares Volumen des Wassers [18 cm’ mol]

Osm,,,.,= Osmolaritit innen [mosmol * 10° * cm”)

Osm ;.= Osmolaritit auBen [mosmol * 10° * cm?
2134 AUFNAHME VON GLYCERIN UND HARNSTOFF

Einzelne Oozyten wurden 3 Tage nach der Injektion der cRNA in 1,5 ml Reaktionsgefil3e mit je

100 ul Losung 1, bzw. Losung 2 iberfihrt. Als Kontrolle dienten Oozyten, in die nur Wasser
injiziert wurde. Die Ansitze wurden fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend die
radioaktive Losung quantitativ entfernt. Die Oozyten wurden 4 mal mit je 0,5 ml eiskalter ND96-
Losung gewaschen und in je 100 ul 10% SDS tber Nacht bei Raumtemperatur lysiert. Die
aufgenommene Radioaktivitit wurde nach Zugabe von je 4 ml Szintillationsflissigkeit im

Szintillationszédhler gemessen.
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Losung 1: ND96-Losung (220 mosmol/kg ; s. 2.13.1)
0,5 mM [H]-Glycerin (3,7 MBeq/ml; spezifische
Aktivitit 200 mCi/mmol)

Losung 2: ND96-Losung (220 mosmol/kg)
1,82 mM ["“C]-Harnstoff (3,7 MBeq/ml; spezifische
Aktivitit 55 mCi/mmol)
Die Radiochemikalien wurden von der Firma ICN
bezogen.

Zur Auswertung wurde von den Messwerten jeder Messreihe der Mittelwert gebildet und in

Relation zum Mittelwert von mit Wasser injizierten Qozyten gesetzt.

2.13.5 STIMULATION DER AQUAPORINAKTIVITAT

Die Stimulation der Wassertransportaktivitit von Aquaporinen wurden in Anlehnung an die
Experimente von Maurel ¢ al. (1995) durchgefiihrt. Dazu wurden transformierte Oozyten 3 Tage
nach der Injektion in eine isotonische ND96-Losung Uberfihrt, die zusitzlich 8-Br-cAMP,
Forskolin und IBMX enthielt. Die Oozyten wurden in diesem Medium vor Durchfithrung der
Schwellungsexperimente (s. 2.13.3) fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die stimulierende
Wirkung der Substanzen beruht auf einer Anhebung des intrazelluliren cAMP-Spiegel und der
Aktivierung der endogenen Proteinkinase A. Bei 8-Br-cAMP  handelt es sich um ein
membranpermeabeles Analogon zu cAMP. Wihrend Forskolin die endogene Produktion von

cAMP durch eine Adenylatcyclase aktiviert, hemmt IBMX die Degradation von cAMP durch

Phosphodiesterasen.
Losung: ND96-Losung (220 mosmol/kg ; s. 2.13.1)
0,5 mM 8-Br-cAMP (8-Bromoadenosin 3°,5%zyklisches
Monophosphat)
50 uM Forskolin

0,5 mM IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin)

Die Substanzen wurden von der Firma Sigma bezogen

2.13.6 ELEKTROPHYSIOLOGISCHE STUDIEN

Die Permeabilitit von Aquaporinen fir Ionen wurde mittels der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemmen-Technik (Finkel und Gage, 1985) ermittelt. Diese Methode wurde urspringlich
zur Bestimmung charakteristischer Parameter von lonenkanilen etabliert und ermoglicht die
Stromableitung von der Plasmamembran der Oozyten bei konstanter Membranspannung. Vor

Beginn der Experimente wurde eine Vorauswahl der Oozyten durch Schwellungsexperimente

getroffen. (s. 2.13.3).
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2.13.6.1 DAS MESSPRINZIP

Bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Technik mifit eine der beiden eingestochenen
Elektroden das Membranpotential (Spannungselektrode) in Relation zum Potential der
Badelektrode. Die zweite intrazellulire Elektrode (Stromelektrode) speist lber eine
Rickkopplungsschleife einen ausreichenden Strom in die Zelle, um die gewtnschte
Potentialdifferenz aufrechtzuerhalten. Dieser Strom wird durch den Unterschied zwischen der
Membran- und der Kommandospannung vorgegeben und stellt ein direktes Mal3 fir die
Kanalstrome dar. Nach einer sprunghaften Anderung der Membranspannung setzt sich der

gemessene Strom aus einem kapazitiven Strom I, und dem Strom zusammen, der durch die

kap

Membranproteine hervorgerufen wird.

2.13.6.2 DER MESSAUFBAU

Der mechanooptische Teil der Messapparatur umfalite eine Badkammer mit Perfusionssystem
(LKB Pump P1, Pharmacia), die Mikromanipulatoren (Luigs und Neumann) und ein
Stereomikroskop (SZ40, Olympus) inklusive einer Lichtquelle (KL 1500 electronic, Schott). Zur
mechanischen Entkopplung des Aufbaus war dieser auf einem schwingungsgedimpften Tisch
montiert. Zusitzlich sorgte ein Faradaykifig fiir eine Abschirmung gegeniiber -elektrischen
Stérungen der Umgebung. Die leitenden Bestandteile der Messeinheit wurden geerdet und die
Flussigkeitssaule im Schlauchsystem durch eine eingefiigte silanisierte Glasolive unterbrochen. Die
Badkammer gewihrleistete, dass die Oozyten gleichmiflig mit der jeweiligen Messlosung umspiilt
wurden. Die Perfusionsrate betrug wihrend der Messung 0,3 bis 0,4 ml * min"'. Als Messverstirker
diente ein Gerit der Firma NPI electronics (Turbo TEC 01C). Dieser war ber einen 16 Bit
AD/DA-Wandler (ITC-16ST, Instrutech Corporation) mit einem Messrechner (Apple Macintosh
Centris 500) verbunden, so dass die Stromantwort der Membran anhand des computersimulierten
Oszilloskops verfolgt werden konnte. Verschiedene Spannungspuls-Protokolle wurden im
Pulsgenerator der Software ,,Pulse” (HEKA, Lambrecht) erstellt und mittels Computer tber den

Spannungseingang/-ausgang des Messverstirkers an die Membran angelegt.

2.13.6.3 ELEKTRODEN UND PIPETTEN

Als Mess- und Referenzelektrode wurden Silber/Silberchlorid-Elektroden verwendet, die durch
elektrolytische Chlorierung eines Silberdrahtes (World Precision Instruments, Berlin) in 0,1 M
Salzsdure hergestellt wurden. Die Elektroden wurden jeweils in eine 3 m KCI-Losung eingetaucht.
Eine Potentialinderung an der Referenzelektrode durch Messlosungen mit verschiedenen
Chloridkonzentrationen wurde minimiert, indem auf die Referenzelektrode ein ebenfalls mit 3 M

KCI gefillter Schlauch gesteckt wurde. Der Schlauch wurde mit einem Agarstopfen verschlossen
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(2% Agar in 3 M KCI), um die Diffusion von K und CI' in die im Vergleich niedermolaren
Messlosungen zu verhindern. Die auf die Elektroden der Vorverstirker gesteckten Einstichpipetten
wurden mit Hilfe eines Laser-Ziehgerites (s. 2.13.2) aus Borosilikatglaskapillaren (KWIK-FILa,
World Precision Instruments Inc., USA) gezogen. Diese wurden mit 3 M KCl-Losung gefiillt und

hatten einen Widerstand von 1-6 MW.

2.13.6.4 MESSLOSUNGEN

Als Messlosung wurde folgende Standardlésung verwendet:

Fiir Messungen der K'-Permeabilitit:
2 mM MgCl,
10 mM Mes/Ttis, pH 5,6
100 mM KCl
1 mM CaCl,

Fiir Messungen der Na'-Permeabilitit:
2 mM MgCl,
10 mM Mes/Ttis, pH 5,6
100 mM NaCl
1 mM CaCl,

Die Loésungen wurden mit D-Sorbitol auf 220 - 240
mosmol * kg . eingestellt.

2.13.7 FUSION VON AQUAPORINEN MIT ,, GREEN FLUORESCENCE PROTEIN*
Das GFP-Gen (englisch: ,,Green Fluorescence Protein®) wurde urspriinglich aus dem Cnidaria
Aequnoria victoria isoliert und dient als Reporter fur 7z wivo Studien auf Zellebene bis hin zu
Gesamtpflanzen. Die fluorophore Gruppe (ein p-Hydroxybenzylidenimidazolinon Chromophor)
geht aus einer Zyklisierung der Aminosauren Serin65, Tyrosin66 und Glycin67 mit anschlieBender
1,2-Dehydrogenierung des Tyrosin hervor. Das Anregungsspektrum des GFP-Wildtyps weist 2
Maxima bei 396 (UV-Licht) und 475 nm (blaues Licht) auf. Die resultierende griine Fluoreszenz hat
thr Maximum bei 508 nm. Durch Aminosduresubstitutionen in der Chromophorregion konnten die
spektralen Eigenschaften von GFP variiert und negative Eigenschaften wie Photoisomerisation und
Bleichung reduziert werden. Bei dieser Studie wurde das im Vektor pUC118 vorliegende ,,sm RS-
GFP* (englisch: soluble modified Red Shifted GFP) verwendet (ABRC; USA). Die Anregung
erfolgte mittels Blaulicht (470 - 490 nm). Die emittierte Fluoreszenz wurde im Bereich von 500 - 520
nm detektiert. Dazu wurde ein Kamerasystem der Firma Intas verwendet (Intas XC-003P), dass auf

einem Stereomikroskop (MZ FLIII; Leica) bzw. einem Mikroskop (Axioplan; Zeiss) montiert war.
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Die funktionelle Charakterisierung von SSAQP1 und SsSAQP2 (Doktorarbeit Karsten Grote, 1998)
zeigte, dass SSAQP2 eine ca. 10fach hohere Wasserpermeabilitit vermittelte als SSAQP1. Unter der
Annahme, dass jeweils identische Mengen an cRNA injiziert wurden, ist dieser Unterschied auf die
Eigenschaften von SsAQP2, bzw. auf eine hohere Translationseffizienz der SsAQP2-cRNA
zurickzufihren. Die Fusion von GFP mit SsAQP1 bzw. mit SsAQP2 sollte eine relative
Quantifizierung der Aquaporinmenge in der Oozytenmembran erméglichen. Die Abbildung 2-11
bis Abbildung 2-13 verdeutlichen die Strategie der Vorgehensweise. In einer PCR-Reaktion mit
,,sm RS-GFP als Matrize und der Primerkombination ,,GFP Ba» HI sense/GFP No# 1 antisense®
wurde ein PCR-Produkt (GFP-Fusion) mit einer Linge von 743 bp amplifiziert. In weiteren PCR-
Reaktionen mit SSAQP1-cDNA (Primer ,,SsAQP1 Noz I sense/SsAQP1 Hin dIII antisense®) bzw.
SsAQP2-cDNA (Primer ,,SsAQP2 Noz 1 sense/SsAQP2 Hin dIII antisense®) als Matrize, wurden
die PCR-Produkte SsAQP1-Fusion (882 bp) und SsAQP2-Fusion (876 bp) amplifiziert. Die Primer
»GFP Noz 1 antisense®, ,,.SsSAQP1 Noz 1 sense” und ,,SsAQP2 Noz 1 sense wurden derart
konstruiert, dass bei der Fusion uber die Restriktionsschnittstelle No# I die Leseraster von GFP und
Aquaporin erhalten bleiben und nahtlos in einander tibergehen. Die PCR-Produkte wurden im
Agarosegel aufgetrennt, eluiert und einem Restriktionsabbau mit Noz 1 unterzogen. In einer
Ligationsreaktion wurden die cDNA-Fragmente zu GFP:SsAQP1 (1619 bp) bzw. GFP:SsAQP2
(1613 bp) fusioniert. Die beiden Konstrukte wurden mittels PCR-Reaktion unter Verwendung der
Primerkombinationen ,,GFP Baw HI sense/SsAQP1 Hiz dIIl antisense” bzw. ,,GFP Bam HI
sense/SsAQP2 Hin dIII antisense® amplifiziert. AbschlieBend wurden die entstandenen PCR-
Produkte (Abbildung 2-13) tber die Restriktionsschnittstellen Baz HI und Hiz dIII in den

Expressionsvektor pGemHE kloniert.

35S - smRS GFP - NosT

(1820 bp)
CamV 358 BamHI (§07) smRS GFP Puri(1501) Nos'T
HardIll Nol®o3) / Gulg2m) Sal(1346) /EwRI(815)
|
| |
| |
PCR-Reaktion GFP BanHl sense b= «—| GFP Nl antisense
BamHI ) GFP-Fusion Nal(137)
743 bp

Abbildung 2-11: 1820 bp langer Bereich der ,,CamV 35S-GFP-NosT* Kassette in
pUC118. Die fir die PCR-Reaktion verwendeten Primer, sowie dass amplifizierte
cDNA-Fragment (GFP-Fusion, grin) mit den verwendeten Restriktionsschnittstellen
sind dargestellt.
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SsAQP1 1310 bp
PulIG8)  Apa 11(576)

BanHIQ) EwoRI(328) Sp1(469) 1) HindI(1306)
|
| |
PCR-Reaktion  SsAQPI NaTsense— 4—1 SSAQP! HirdIll antisense
|
NolQ) HindIIE78)

SsAQP1 Fusion 882 bp

SsAQP2 1213 bp

BawHIQ)  Sal(58)  Sall(3) HindIII(1209)
——r
PCR-Reaktion SGAQPZNotIm:—> 4—1 SSAQP2 Hird antiscrse
N“’II@ SSAQP?2 Fusion 876 bp HardIE72)

ﬁ‘

Abbildung 2-12: Strategie der Vorgehensweise zur Amplifizierung von SsAQP1-Fusion
(882 bp) und SsAQP2-Fusion (876 bp). Die verwendeten Primer wund
Restriktionsschnittstellen sind angegeben.

Na 1(737) PuTI(1069)
BamHIQ)  Nol(87)  Claldod) PunTI(97) EaRI(1010) SpI51) Ap 11(1258)  HindITI(1615)

L N B

GFP:SsAQP1 Fusion
1619 bp

Net I(737)
BaHIQ)  Nol(87)  Cll@d0d) PunTI(97) Sal@®)  Sall(1040) HindITI(1609)
GFP:SsAQP2 Fusion
1613 bp

Abbildung 2-13: Darstellung der GFP:SsAQP1- und GFP:SsAQP2-cDNA. Die Fusion
von GFP mit SsSAQP1 und SsAQP2 erfolgte tiber die No# I Restriktionsschnittstelle. Fur
die  Klonierung in  den  Expressionsvektor = pGemHE — wurden  die
Restriktionsschnittstellen Baz HI und Hin dIII genutzt.

Primer GFP. Baw HI sense:

5'Y-GGATCCAAGGAGATATAACAATGAG-3"
Bam HI

Primer GFP No#1 antisense:

5'Y-GCGGCCGCTTTGTATAGTTCATCCATGCC=-3"?
Noz1

Primer SsAQP1 Not1 sense:

5'Y-GCGGCCGCAATGGAGGGGAAGGAACAGG-3"
Not 1
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Primer SSAQP1 Hix dIII antisense:

5Y-AAGCTTTCACTTGGACTTGAAGGGAATGG-3"
Hin dIIT

Primer SsAQP2 No#1 sense:

5'Y-GCGGCCGCAATGGCTAAGGACGTTGAGG-3"
Nor1

Primer SsAQP2 Hix dIII antisense:

5Y-AAGCTTTTAAACAGAAGGGTTGC-3"
Hin dIIT

2.13.8 FARBREAKTION MIT b-GLUCURONIDASE (,, GUS-ASSAY")

Die b-Glucuronidase ist ein Enzym aus E. ¢/ das Glucuronide als Substrat umsetzt. Wird anstelle
von Glucuroniden das Strukturanalogon X-Gluc angeboten entsteht ein blauer Farbstoff, der
histochemisch nachgewiesen werden kann. Bei Studien zur Promotoraktivitit in pflanzlichen
Geweben unter dem Einfluss von endogenen (z.B. Hormone) und exogenen (z.B. Licht) Faktoren
wird das GUS-Gen als Reportergen benutzt.

Bei der vorliegenden Methode wurde der GUS-Assay zur Beurteilung der durchschnittlichen
Translationseffizienz von Oozyten verwendet. Dazu wurden zufillig ausgewihlte Oozyten mit
GUS-cRNA transformiert und nach einer zweitigigen Inkubation einzeln in Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte mit je 50 pul GUS-Firbel6sung tiberfithrt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei
Raumtemperatur im Dunkeln.

Da die 1,9 kb groBe b-Glucuronidase-cDNA nicht in einem fur die i wifro Transkription
geeigneten Vektor vorlag, musste die GUS-cDNA zunichst in den Oozyten-Expressionsvektor
pGemHE subkloniert werden. Aufgrund nicht vorhandener kompatibler Restriktionsschnittstellen,
wurde der Vektor pBI221, der die b-Glucuronidase-cDNA enthielt, fir eine PCR-Reaktion
eingesetzt. Die Reaktion wurde mit den in Kapitel 2.6.2 angegebenen Parametern unter Verwendung
der Primer 35S-Psz I-sense und GUS-Hiz dllI-antisense durchgefihrt. Das entstandene PCR-
Produkt mit einer GréBe von 2,7 kb wurde zunichst in den Vektor pCR2.1 (s. 2.7.1) kloniert.
Rekombinante Plasmide wurden fir einen Restriktionsabbau mit den Restriktionsenzymen Xbal und
Hin dIIT eingesetzt. Nach Auftrennung im Agarosegel wurde die 1,9 kb groBe b-Glucuronidase-
cDNA aus dem Gel eluiert und fiir eine Ligation mit dem identisch behandelten Vektor pGemHE
eingesetzt. Durch Restriktionsabbau wurde ein positiver Klon identifiziert und fir die Synthese der

GUS-cRNA eingesetzt. Die Abbildung 2-14 veranschaulicht die Klonierungsstrategie.
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A Prl(18)  Xbhal (867) Sac1 (2767)
CaMV 35S B-Glucuronidase NOS-T
pBI 221
355-Pstl-sense: GUS HindlIl antisense:
B Pyl Xbal Hin dIIT
CaMV 35S B-Glucuronidase
pCR 21
C Xbal HindIIl
"T7-Promotor B-Glucuronidase
pGemHE

Abbildung 2-14: A: Ausschnitt aus der Polylinker-Region von pBI221 mit der ca.
1,9 kb groBlen b-Glucuronidase cDNA-Insertion (blau). B: Mittels PCR wurde im 3*
Bereich der GUS-cDNA eine zusitzliche Hznz dIII Restriktionsschnittstelle eingeftigt. C:
Durch einen Restriktionsabbau mit Xba I und Hzz dIII wurde die GUS-cDNA aus dem
Vektor pCR2.1 isoliert und in den Vektor pGemHE kloniert.

Primer 35S-Psz I-sense:

5Y-CTGCAGACCCACAGATGGTTAGAGAGG-3"
Pst1

Primer GUS-H:n dI11-antisense:
5Y-AAGCTTGGTAGCAATTCCCGAGGC-3"?

Hin dII1
GUS-Firbel6sung: 100 mg X-Gluc in 2 ml DMSO
10 ml 1 M NaPO, pH 7
2ml 0,5 M EDTA

100 pl 0,5 M Kaliumferricyanid
100 pl 0,5 M Kaliumferrocyanid
100 pl Triton x100

bidest. Wasser ad 100ml



