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2.  
MATERIAL UND METHODEN
2.1 
Enzyme, Kits, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Acrylamid-Bisacrylamidlösung (37.5:1) 30%
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Agar-Agar
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Agarose Ultrapure
Life Technologies, Eggenstein

Alkalische Phosphatase
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Alkohol Dehydrogenase aus S. cerevisiae
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Ammoniumperoxidsulfat
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Antibiotika
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Bacto-Pepton
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Bradford-Reagenz zur Proteinbestimmung
Bio-Rad Laboratories GmbH, München

CDP-Star
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Cytochrom C aus Rinderherz
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

DIG-High Prime
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

D-Lactat Dehydrogenase aus L. mesenteroides
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

DNA High molecular weight marker II (DIG-labeled)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

dNTP Mix
Life Technologies, Eggenstein

Akku-Taq Polymerase (Topt = 68°C)
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Ferritin aus Pferdemilz
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Filterpapiere Whatman 3MM
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

[(-32P]-ATP
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Hefeextrakt
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

L-Lactat Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Molekularmassenstandards SDS-6H und SDS-7
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Oligonukleotide für PCR und Sequenzierung
ARK Scientific, Heidelberg;

Life Technologies, Eggenstein

Pepton
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Polaroid Filme
Bremaphot, Essen

Proteinase K
Merck, Darmstadt

Problott-Membran (PVDF)
Applied Biosystems, Foster City, USA

Pyruvat Kinase aus Kaninchenmuskel
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

QIAGEN Plasmid-Kit, QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick Nucleotide removal Kit, QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN, Hilden

Restriktionsendonukleasen
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot;

New England Biolabs GmbH, Schwalbach

Rinderserumalbumin
Sigma-Chemie, München

RNA High molecular weight marker (DIG-labeled)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

RNase A
Merck, Darmstadt

RNase Away
Roth GmbH, Karlsruhe

RNase-Inhibitor
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Röntgenfilme CEA Typ RP (20 x 40 cm)
Röntgenbedarf Diether Linhardt, München

Roti-Phenol, Roti-Phenol/Chloroform
Roth GmbH, Karlsruhe

SDS
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

S&S NytranN Nylonmembran
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

Substrate / Cosubstrate für Enzymreaktionen
Sigma-Chemie, München;

Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg

Superscript II Reverse Transkriptase
Life Technologies, Eggenstein

T4 DNA-Ligase
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

T7 RNA-Polymerase
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

T7 Sequenase Version 2.0 DNA sequencing kit
Amersham Life Science, Braunschweig

TRIzol
Life Technologies, Paisley (GB)

X-Gal
Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg

Alle nicht gesondert aufgeführten Festsubstanzen wurden von Fluka (Buchs, St. Gallen, Schweiz) bzw. Gerbu Biotechnik GmbH (Gaiberg) bezogen. Alle organischen Lösungsmittel stammten von J. T. Baker B. V., Deventer, Niederlande. Alle Chemikalien wiesen, soweit nicht anders angegeben, p. A. Qualität auf.

2.2
Geräte

Chemilumineszenz-Detektor
ChemiDoc Gel Documentation System (BioRad, München)

Chromatographieanlagen
HPLC: Pumpe 420, Gradientenformer 425, Detektor 432 (Kontron Instruments, Neufahrn b. München); Kollektor Frac-100 (Pharmacia LKB, Freiburg);

Standardchromatographie mit Minipuls 3 Schlauchpumpen (Abimed, Langenfeld), UV-Detektor Uvicord SD, Einkanalschreiber Rec 101 (Pharmacia LKB, Freiburg)

Chromatographiesäulen
Leersäulen: C16/20, C26/40, C26/100 (Pharmacia LKB, Freiburg);

Fertigsäulen: HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade, Superose 6 (Pharmacia LKB, Freiburg)

Dampfsterilisator
Webeco Modell H (Webeco GmbH, Bad Schwartau)

Dispergiergerät
Ultra Turrax T25 (IKA, Staufen)

Elektrophoresekammern für Agarose-Gelelektrophorese
Agagel Mini (Biometra, Göttingen); 

Eigenbau der Feinmechanik Universität Duisburg-Essen

Elektrophoresekammer für SDS-PAGE
Minigel-Twin (Biometra, Göttingen)

Elektrophoresekammer für Harnstoff-Polyacrylamid-Gele (Sequenzierung)
DNS Elektrophoresesystem Macrophor 2010, LKB, Bromma, Schweden

Elektrotransfer-Kammer
CarboGlas Semidry Transfersystem (Schleicher & Schüll, Dassel)

Fermenter
Biostat 100 L Fermenteranlage (B. Braun Biotech International, Melsungen)

Querstrom-Filtriereinheit
Pellicon (Millipore GmbH, Eschborn)

Hochdruckpresse für Zellaufschluß
French Press (SLM Aminco Instruments Inc., Vertrieb der Firma Sopra, Büttelborn)

Inkubatoren
RFI-125 Inkubator (Infors AG, Bottmingen, Basel, Schweiz);

Certomat H / Certomat R (B. Braun AG, Melsungen)

Mikroskope
Olympus BH-2 RFCA (Olympus, Hamburg)

Olympus CHT (Olympus, Hamburg)

Photometer
Eppendorf 1101M, thermostatisierbares UV/VIS Photo- spektrometer (Eppendorf, Hamburg);

Philips 8720, thermostatisierbares UV/VIS Photospektrometer (Philips Analytical, Cambridge, England)

Plattenwärmetauscher
Plattenwärmetauscher GC 030P (SWEP Wärmetauscher Deutschland AG, Hildesheim)

Slot Blot-Apparatur
Bio-Dot SF Microfiltration Apparatus (BioRad Laboratories GmbH, München)

Thermocycler
Eigenbau der Werkstätten des Max-Planck-Instituts für Biochemie (Martinsried);

iCycler (BioRad Laboratories GmbH, München) 

Vakuum-Zentrifuge
Speedvac Concentrator (Savant, Farmingdale, GB)

Zentrifugen
Ultrazentrifuge Centrikon T 1170 (Kontron Instruments, Neufahrn b. München)

Großzentrifuge Avanti J-25 (Beckmann, München)

Tischzentrifuge Sigma 3K12 (B. Braun AG, Melsungen)

2.3
Organismen und Wachstumsbedingungen

Thermoproteus tenax Stamm Kra1; DSMZ 2078 [Zillig et al., 1981]

Escherichia coli K12 Stamm DH5(; DSMZ 6897 [Hanahan, 1983]

Escherichia coli BL21(DE3); Firma Novagen [Studier & Moffatt, 1986]

Escherichia coli BL21(DE3) pLysS; Firma Novagen [Studier & Moffatt, 1986]

Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Firma Stratagene [Carstens & Waesche, 1999]

Escherichia coli One Shot TOP10; Firma Invitrogen [Grant et al., 1990]

Escherichia coli LJ110 fruR+ wt [Dr. Knut Jahreis, Universität Osnabrück, Abteilung Genetik]

Escherichia coli GGL102 fruR- [Dr. Knut Jahreis, Universität Osnabrück, Abteilung Genetik]

Thermoproteus tenax Kra1 wurde in einem 100 l-Fermenter unter anaeroben Bedingungen bei 86°C und pH 5,6 kultiviert. Das zur Anzucht verwendete Komplexmedium setzte sich nach den Angaben von Brock et al. [1972] wie folgt zusammen (Angaben pro l):

1,3 g (NH4)2SO4, 0,28 g KH2PO4, 0,25 g MgSO4 x 7H2O, 0,07 g CaCl2 x 2H2O, 0,02 g FeSO4 x 7H2O, 1,8 mg MnCl2 x 4H2O, 4,5 mg Na2B4O7 x 10H2O, 0,22 mg ZnSO4 x 7H2O, 0,05 mg CuCl2 x 2H2O, 0,03 mg Na2MoO4 x 2H2O, 0,03 mg VOSO4 x 5H2O, 0,01 mg CoSO4 x 7H2O, 1 mg Resazurin.

Nach Lösen der Komponenten wurde fein-dispergierter elementarer Schwefel in einer Konzentration von 5g/l zugegeben. Anaerobe Bedingungen wurden durch Zugabe von Na2S x 7‑9 H2O hergestellt. 

Kulturen, die unter autotrophen Wachstumsbedingungen angezogen wurden, wurden mit einem Gemisch aus 20% CO2 / 80% H2 [v/v] begast. Anzuchten unter heterotrophen Bedingungen erfolgten in Gegenwart von 1 g Glucose und 0,01 g Hefeextrakt (pro l Medium) und Begasung mit 20% H2 / 80% N2 [v/v].

Der Fermenter wurde mit 0,5-1 l einer Vorkultur (1 x 108 Zellen/ml) beimpft und über einen Zeitraum von ca. einer Woche kultiviert. Der Wachstumsverlauf wurde über die Zunahme der Zellzahl verfolgt, die mit einer Neubauer-Zählkammer ermittelt wurde. Unter autotrophen Wachstumsbedingungen wurden Zelldichten von 3-4 x 108 Zellen/ml erreicht, unter heterotrophen Bedingungen meist weniger (1 x 108 Zellen/ml). Vor der Zellernte wurde ein Aliquot von 0,5-1 l Kulturflüssigkeit entnommen und bis zur Weiterverwendung als Vorkultur für eine neue Anzucht bei 4°C gelagert. Die restliche Kulturflüssigkeit wurde über einen Plattenwärmetauscher zunächst auf 10°C abgekühlt und zum Abtrennen des Schwefels und ausgefallener Metallsulfide filtriert (Faltenfilter, Schleicher & Schuell). Nach einer ca. 20fachen Aufkonzentrierung mit Hilfe einer Querstrom-Filtriereinheit (Pellicon, Millipore) wurde die Zellsuspension bei 10.000 x g zentrifugiert (15 min, 4°C) und das Zellpellet bei -80°C gelagert.

Die Anzucht von Escherichia coli erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37°C in dampfsterilisiertem flüssigen LB-Medium (1% Pepton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, pH 7) bzw. auf  festen Nährböden, die zusätzlich 1,5% Agar enthielten. Eine optimale Sauerstoff-Versorgung in Flüssig-Kulturen wurde bei kleineren Kulturvolumina (2-400 ml) durch starkes Schütteln (220 Upm) in Reagenzgläsern bzw. Erlenmeyerkolben erreicht. Größere Kulturvolumina (bis 15 l) wurden mit sterilfiltrierter Preßluft mit einer Rate von 50 l/min begast. Antibiotika wurden entsprechend den Plasmid-codierten Resistenzen (Tab. 2.1) in folgenden Konzentrationen eingesetzt: Ampicillin 100 µg/ml, Kanamycin 50 µg/ml, Chloramphenicol 34 µg/ml.

Die E. coli Stämme DH5( und TOP10 wurde zur Etablierung von Plasmiden und Gewinnung von Plasmid-DNA genutzt.

Die heterologe Expression von rekombinanten Proteinen erfolgte in den E. coli Stämmen BL21(DE3) bzw. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Dabei wurde flüssiges LB-Medium mit 1% einer Vorkultur beimpft und anschließend das Wachstum photometrisch bis zu einer OD578 = 0,6-0,8 verfolgt. Durch Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Expression des rekombinanten Proteins induziert und die Inkubation für weitere 3 h fortgesetzt. Nach Abkühlen der Kultur auf Eis wurde die Zellsuspension bei 6300 x g 15 min abzentrifugiert. Die Lagerung der Zellen erfolgte bei ‑80°C. 

2.4
Plasmide

Tab. 2.1:  Plasmide aus externen Bezugsquellen.

Vektor
Resistenz
Verwendung

pBluescript II KS+1
Ampr
Klonierung von genomischen Restriktionsfragmenten

pCR-TOPO 2.12
Ampr
Klonierung von PCR-Produkten

pUC193
Ampr
Klonierung von genomischen Restriktionsfragmenten

pET15b4
Ampr
heterologe Expression von T. tenax-Proteinen in E. coli

pET11c4
Ampr
heterologe Expression von T. tenax-Proteinen in E. coli

pET24a4
Kanr
heterologe Expression von T. tenax-Proteinen in E. coli

pLysS4
Camr
heterologe Expression von T7 Lysozym in E. coli

RIL1
Camr
Expression der seltenen tRNA-Gene argU, ileY, leuW

pSPT195
Ampr
in vitro-Transkription

pP16
Ampr
Expression von E. coli FruR

pCYB27
Ampr
heterologe Expression von T. tenax-Proteinen in E. coli

Bezugsquellen: Stratagene, La Jolla/USA1; Invitrogen, Leek/Niederlande2; Laborbestand3; Novagen, Bioggio-Lugano/Schweiz4; Boehringer Mannheim, Mannheim5; Dr. Knut Jahreis, Universität Osnabrück, Abteilung Genetik6; New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main7
Tab. 2.2:  Plasmide, die in dieser Arbeit konstruiert wurden.

Plasmid
Beschreibung

pPEP1
1,4 kb-PCR-Produkt des T. tenax pps-Gens in pCR TOPO 2.1

pPEP4kb-4
genomisches 4 kb-BamHI-Fragment von T. tenax in pBluescript II KS+

pPEP8kb-1
genomisches 8 kb-BamHI-Fragment von T. tenax in pBluescript II KS+

pPPDK-8
genomisches 8 kb-XbaI-Fragment von T. tenax in pBluescript II KS+

pCis-1
genomisches 4 kb-EcoRI/XbaI-Fragment von T. tenax in 

pBluescript II KS+

pAco2kb-3
genomisches 2 kb-SalI-Fragment von T. tenax in pBluescript II KS+

pAco-13
genomisches 2,5 kb-NcoI-Fragment von T. tenax in pET15b

pET15b+PEPS
T. tenax pps-Gen in pET15b; Schnittstellen NcoI, BamHI

pET15b+PEPS H406Q
mutiertes T. tenax pps-Gen H406Q in pET15b; 

Schnittstellen NcoI, BamHI

pET24a+PPDK
T. tenax ppdk-Gen in pET24a; Schnittstellen NdeI, HindIII

pET11c+Cis1
T. tenax cis1-Gen in pET11c; Schnittstellen NdeI, BamHI/BglII

pET11c+Cis1 R373P
mutiertes T. tenax cis1-Gen R373P in pET11c; 

Schnittstellen NdeI, BamHI/BglII

pET24a+Acn
T. tenax acn-Gen in pET24a; Schnittstellen NdeI, SacI

pCYB2+Acn
T. tenax acn-Gen in pCYB2; Schnittstellen NdeI, SmaI

pET11c+Bc-LDH
B. caldotenax ldh-Gen in pET11c; Schnittstellen NdeI, BamHI

pET11c+Bst-LDH
G. stearothermophilus ldh-Gen in pET11c; 

Schnittstellen NdeI, BamHI

pSPT19+PEPS
T. tenax pps-Gen in pSPT19; Schnittstellen EcoRI/MunI, BamHI 

pSPT19+PPDK
560 bp des T. tenax ppdk-Gens in pSPT19; 

Schnittstellen EcoRI, BamHI

pSPT19+Cis1
T. tenax cis1-Gen in pSPT19; Schnittstellen EcoRI, BamHI/BglII

pSPT19+Acn
983 bp des T. tenax acn-Gens in pSPT19; Schnittstellen XbaI, PstI

pSPT19+TIM*
T. tenax tpi-Gen in pSPT19; Schnittstellen EcoRI, PstI

*[Schramm, 1999]

2.5
Molekularbiologische Arbeiten mit DNA

2.5.1
Isolierung von genomischer DNA aus T. tenax

Die Präparation genomischer DNA aus T. tenax Zellen wurde in Anlehnung an ein Protokoll von Weil et al. [1988], modifiziert nach Meakin et al. [1991] durchgeführt. Hierbei wurde 1 g Zellen unter ständiger Zugabe von flüssigem Stickstoff zermörsert und in 10 ml Aufschlußpuffer (250 mM Saccharose, 10 mM Tris pH 7,4, 10 mM EDTA, 1% SDS) aufgenommen. Anschließend wurde 100 µg/ml Proteinase K zugegeben und die Zelltrümmer abzentrifugiert (37.000 x g, 15 min, 4°C). Durch Zugabe von 10 ml eiskaltem Isopropanol und anschließender Inkubation bei -20°C für mindestens 30 min wurde die DNA aus dem Überstand gefällt, durch Zentrifugation sedimentiert (18.000 x g, 20 min, 4°C) und in 5 ml Inkubationspuffer (50 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, pH 8) über Nacht bei 4°C schonend resuspendiert. Durch RNase-Verdau (100 µg/ml, 60 min, 37°C), Proteinase K-Verdau (100 µg/ml, 30 min, 37°C) sowie eine Phenol/Chloroform-Extraktion (s. 2.5.3) wurde die DNA gereinigt. Nach Denaturierung durch 1/5 Volumen NH4-Acetat [10 M] und Ethanol-Fällung bei ‑20°C für 30 min wurde die DNA pelletiert (20.000 x g, 20 min, 4°C), zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und schließlich in 400 µl A.bidest aufgenommen.

Die Ausbeute einer solchen Standard-Präparation betrug etwa 0,5 mg DNA/g Naßzellen.

2.5.2
Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

2.5.2.1
Plasmid-Präparation durch alkalische Lyse

Plasmid-DNA zur Restriktion und Klonierung wurde mittels alkalischer Lyse isoliert [Birnboim & Doly, 1979].

Dabei wurden 1-2 ml einer Übernachtkultur abzentrifugiert (12.000 x g, 5 min) und das Zellpellet in 300 µl Puffer 1 (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8, 100 µg/ml RNase A) resuspendiert. Durch Zugabe von 300 µl frisch angesetztem Puffer 2 (0,2 M NaOH, 1% SDS) und anschließende Inkubation von 5 min bei RT wurden die Zellen lysiert. Die Fällung genomischer DNA aus dem Ansatz erfolgte durch Zugabe von 300 µl kaltem Puffer 3 (3 M K‑Acetat, pH 4,8) und anschließende Inkubation auf Eis für 20 min. Nach Entfernung der genomischen DNA durch Zentrifugation (20.000 x g, 15 min, 4°C) wurde die Plasmid-DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol (10 min, RT) aus dem Ansatz gefällt, anschließend pelletiert (20.000 x g, 15 min, 4°C) und mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde unter Vakuum vollständig getrocknet und in 50 µl A. bidest aufgenommen.

2.5.2.2
QIAGEN-Plasmid-Präparation 

Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde mit dem Midi-Plasmid Kit der Firma QIAGEN laut Angaben des Herstellers präpariert. Dabei wurden  Kulturvolumina von 25 ml (high-copy Plasmide) bzw. 50 ml (low-copy Plasmide) verwendet.

2.5.2.3 Schnellpräparation von Plasmid-DNA ("boiling-prep“)

Zur schnellen qualitativen Analyse von rekombinanten E. coli-Klonen konnte mittels dieser Methode aus Einzelkolonien Plasmid-DNA zur PCR-Amplifikation gewonnen werden. So war ein schnelles Screening von Klonen ohne vorherige Anzucht möglich.

Die Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agar-Platte gepickt. Ein Teil der Zellen wurde auf einer weiteren Platte ausgestrichen, der Rest in 50 µl 10 mM Tris/HCl, pH 7 resuspendiert. Nach Lyse der resuspendierten Zellen durch Inkubation bei 94°C für 5 min und anschließender Zentrifugation (14.000 x g, 1 min) wurden 5 µl des Überstandes direkt als Template für die PCR eingesetzt.

2.5.3
Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Eine mehr oder weniger vollständige Entfernung von Proteinen aus DNA-Lösungen wurde durch Extraktion mit Phenol/Chloroform  erreicht [Sambrook et al., 1989].

Zur Denaturierung der Proteine wurde die wäßrige DNA-Lösung mit 1 Vol Phenol versetzt, durch Vortexen zu einer weißlichen Emulsion vermischt und anschließend 10 min bei RT, 20.000 x g zentrifugiert. Die obere wäßrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefäß transferiert. Dabei war darauf zu achten, daß keine Partikel aus der Protein-haltigen Interphase mitgeführt wurden. Dieser Vorgang wurde jeweils mit 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhältnis 25:24:1) und 1 Vol Chloroform wiederholt. Anschließend wurde die DNA aus der Lösung präzipitiert (s. 2.5.4) und in A. bidest aufgenommen.

2.5.4
DNA-Präzipitation

Zur Aufkonzentrierung von DNA-Lösungen wurde die DNA mit Ethanol oder Isopropanol als Fällungsmittel präzipitiert [Sambrook et al., 1989].

Die Fällung mit 2,5 Vol Ethanol abs. erfolgte in Gegenwart von 1,5 M NH4-Acetat für mindestens 30 min bei -20°C. Alternativ wurde mit 0,7 Vol Isopropanol für 10 min bei RT gefällt. Anschließend wurde die  DNA durch Zentrifugation (20.000 x g, 15 min,  4°C) pelletiert, mit eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen und in einer adäquaten Menge A. bidest aufgenommen.

2.5.5
Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentration von DNA in wäßrigen Lösungen wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von ( = 260 nm bestimmt. Dabei entspricht OD260 = 1 einer Konzentration von 50 µg/ml dsDNA bzw. 40 µg/ml ssDNA [Sambrook et al., 1989].

Das Verhältnis von OD260 zu OD280 gibt Auskunft über die Reinheit der DNA: Hinreichend saubere DNA-Präparationen haben ein Verhältnis OD260/OD280 von 1,8 oder größer. 

2.5.6
Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen diente der Größen- und Mengenabschätzung von genomischer DNA, Plasmid-DNA und PCR-Produkten sowie der präparativen Gewinnung von DNA-Fragmenten [Sambrook et al., 1989].

Abhängig von den Fragmentgrößen der aufzutrennenden DNA wurden Gele verwendet, die  zwischen 0,8 und 1,5% Agarose in  TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA) enthielten. Außerdem enthielten die Agarose-Gele zur Visualisierung der DNA 0,5 µg/ml Ethidiumbromid, einen Farbstoff, der in die DNA interkaliert und bei Bestrahlung mit UV-Licht fluoresziert. 

Nach Versetzen der DNA-Proben mit Probenpuffer (6 x: 0,2% Bromphenolblau, 0,2% Xylencyanol FF, 60% Glycerin und 60 mM EDTA) erfolgte die Gelelektrophorese bei 60-100 V mit TAE-Puffer als Elektophorese-Puffer. Nach Abschluß der Elektrophorese konnte die aufgetrennte DNA über die Fluoreszenz der DNA-Ethidiumbromid-Komplexe bei UV-Bestrahlung nachgewiesen werden. Anhand eines Längenstandards (GeneRulerTM 1kb DNA Ladder, MBI Fermentas) war eine Abschätzung der Größe und Menge von DNA-Fragmenten möglich.

Die Dokumentation der Agarose-Gele erfolgte mit einer Polaroid-Sofortbildkamera oder mit dem ChemiDoc-Geldokumentationssystem der Firma BioRad.

2.5.7
Reinigung von DNA-Fragmenten

2.5.7.1
Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur präparativen Gewinnung von DNA aus Agarose-Gelen wurde der QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers verwendet. 

Dabei wurde die DNA durch 10-15 minütige Inkubation bei 50°C aus dem Gel gelöst, unter Hochsalzbedingungen an eine Kieselgel-Säule gebunden und mehrfach gewaschen. Unter Niedrigsalzbedingungen wurde die DNA mit 10 mM Tris/HCl, pH 8,5 und A. bidest eluiert. Reste des im Waschpuffer vorhandenen Ethanols wurden unter Vakuum entfernt.
2.5.7.2
Reinigung von PCR-Fragmenten

Für die Reinigung von PCR-Produkten direkt aus dem Amplifikationsansatz wurde der QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers verwendet. 

Bis zu 10 µg amplifizierte DNA wurden dabei an eine Kieselgel-Säule adsorbiert, anschließend gewaschen und mit 10 mM Tris/HCl, pH 8,5 und A. bidest eluiert. Reste des im Waschpuffer vorhandenen Ethanols wurden unter Vakuum entfernt.
2.5.8
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren, durch das Nukleotidsequenzen in vitro mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase exponentiell amplifiziert werden können [Mullis et al., 1986]. 

Die PCR verläuft in drei Schritten:

1. Denaturierung: Aufschmelzen einer dsDNA (Template) bei 94°C in zwei Einzelstränge;

2. Annealing: Anlagerung von zwei begrenzenden Oligonukleotid-Primern;

3. Elongation: Verlängerung der Primer in 5’-3’-Richtung durch  komplementäre Anlagerung von Nukleotiden mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase.

Der aus den Schritten 1-3 bestehende Zyklus wird 25-30fach wiederholt.

Für die Bestimmung der Annealingtemperatur von Oligonukleotiden ( 20 bp wurde der Schmelzpunkt nach folgender Faustregel berechnet [Thein & Wallace, 1986]:





Tm = (% AT) x 2 + (% GC) x 4 

2.5.8.1
Amplifikation von genomischer DNA und Plasmid-DNA mittels PCR

PCR-Amplifikationen wurden mit 50-100 ng Template-DNA und je 1 µM Primer in Reaktionsvolumina von 25-100 µl durchgeführt. Der PCR-Ansatz enthielt desweiteren 200 µM dNTPs, 1,5 mM MgCl2 und einen für die verwendete DNA-Polymerase (z. B. Taq-Polymerase, Pwo-Polymerase) optimalen Puffer. Die DNA-Polymerase wurde nach Angaben des Herstellers eingesetzt, im allgemeinen 1 U Enzym pro 25 µl Ansatz.

Eine Standard-PCR verlief nach folgendem Protokoll:


Zyklus 1
Zyklen 2-31
Zyklus 32

Denaturierung:


94°C

2 min
94°C                    1 min


Annealing:



40-60°C               1 min


Elongation:



68-72°C               1 min
68-72°C             10 min

Die 10 minütige Elongationsphase (Zyklus 32) war besonders wichtig für die Klonierung von PCR-Produkten mit Hilfe des Vektors pCR-TOPO 2.1, da hierdurch die Ausbeute an Produkten mit überhängenden 5’-Adenosinresten erhöht wurde (s. 2.5.9.3). 


 2.5.8.2  PCR-Mutagenese

Zur Klonierung von Genen mit Hilfe der Vektoren pET11c, pET15b, pET24a und pSPT19 wurden unmittelbar vor und hinter dem Leserahmen Restriktionsschnittstellen mittels ortsgerichteter Mutagenese eingeführt, indem die für die PCR eingesetzten Primer die Erkennungssequenz für das entsprechende Restriktionsenzym enthielten. Um die Fehlerrate bei der DNA-Amplifikation zu minimieren, wurde eine DNA-Polymerase mit zusätzlicher 3’-5’ Exonuklease-Aktivität (einer sogenannten ‘proofreading’ Aktivität) verwendet, z. B. eine Pwo-Polymerase.

2.5.8.3
 Overlap Extension PCR

Die Einführung von Mutationen mit Hilfe der 'klassischen' PCR-Mutagenese (2.5.8.2) ist durch die Länge der chemisch synthetisierten Primer limitiert und damit nicht für Mutationen innerhalb einer längeren DNA-Sequenz geeignet.

Die Overlap Extension PCR [Ho et al., 1989] ist eine Methode, bei der zwei PCR-Produkte mit überlappender Sequenz zu einem längeren Produkt kombiniert werden, das anschließend reamplifiziert wird. Die überlappende Sequenz enthält dabei die gewünschte Mutation. Durch diese Methode ist es somit möglich, Mutationen an jeder beliebigen Stelle einer DNA-Sequenz einzuführen.

Das Prinzip dieser Methode wird durch folgendes Schema dargestellt:
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Benötigt werden zwei innere (2 und 3) und zwei äußere Primer (1 und 4). In zwei getrennten PCR-Ansätzen werden mit den Primer-Kombinationen 1/2 bzw. 3/4 zwei Fragmente amplifiziert, deren überlappender Sequenzbereich die gewünschte Mutation enthält. Die PCR-Produkte werden über ein Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des QIAGEN Gel Extraction Kit gereinigt, um die Primer zu entfernen.

Im zweiten Schritt der Overlap Extension PCR werden die PCR-Produkte in einem gemeinsamen Ansatz kurz denaturiert (94°C, 3 min) und anschließend renaturiert, um eine Hybridisierung der überlappenden Sequenzbereiche zu erreichen. Die Renaturierungsbedingungen (schnelle oder langsame Abkühlung, Temperatur) variieren in Abhängigkeit von der Länge und Nukleotidzusammensetzung des überlappenden Bereichs und müssen daher experimentell ermittelt werden. In Gegenwart von dNTPs und DNA-Polymerase werden in einer 15 minütigen Extensionsphase die Gegenstränge komplettiert, anschließend wird das kombinierte PCR-Produkt mit Hilfe der äußeren Primer 1 und 4 reamplifiziert (s. 2.5.8.1).

2.5.9
  Enzymatische Modifikation von DNA

2.5.9.1
  Restriktion von DNA

Die Restriktion von genomischer DNA und Plasmid-DNA erfolgte mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen nach Angaben der Hersteller. Dabei wurden 2‑3 Units Enzym/µg DNA eingesetzt und 1 h bei der empfohlenen Temperatur inkubiert.  
2.5.9.2
  5'-Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA

Bei der Ligation (s. 2.5.9.3) ist die Rezirkularisierung des linearisierten Vektors gegenüber der Integration von Fremd-DNA begünstigt. Um ersteres zu verhindern, wurden die endständigen 5’‑Phosphatgruppen der restringierten Vektor-DNA durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase (CIP) entfernt. Diese wurde dem Restriktionsansatz während der letzten 30 min der Inkubation direkt zugesetzt (0,05 Units/pmol DNA-Enden). Anschließend wurde der linearisierte und dephosphorylierte Vektor gelelektrophoretisch aufgetrennt, aus dem Agarosegel extrahiert und quantifiziert.  
2.5.9.3
 Ligation

Um DNA-Fragmente in Plasmide zu integrieren, wurde restringierte Fremd-DNA mit  restringierter und dephosphorylierter Vektor-DNA mittels T4 Ligase verknüpft. Dieses Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3’-Hydroxy- und 5’-Phosphatenden doppelsträngiger DNA-Moleküle.

Fremd-DNA und Vektor-DNA wurden zunächst in einem Verhältnis von 3:1 (bezogen auf äquimolare Mengen) in einem Volumen von 8 µl gelöst und 5 min bei 45°C inkubiert, um möglicherweise vorhandene Sekundärstrukturen aufzulösen. Nach Zugabe von 1 µl 10x Reaktionspuffer (400 mM Tris/HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP, pH 7,8) und 1 µl T4 Ligase (1 Weiss-Unit/µl) erfolgte die Ligation über Nacht bei 4°C oder alternativ für 2 h bei 16°C. Die Ligation wurde durch Hitzeeinwirkung (70°C, 10 min) beendet.

Der Ligationsansatz wurde entweder sofort zur Transformation eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

Abweichend hiervon wurde die Ligation von Taq-Polymerase amplifizierten PCR-Produkten in den Vektor pCR-TOPO 2.1 durchgeführt. Hierbei handelt es sich um einen Topoisomerase I-gekoppelten Vektor mit Thymidin-Überhang, der in Anwesenheit eines PCR-Produktes mit Adenosin-Überhang spontan mit diesem ligiert [Shuman, 1994]. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
2.5.10
  Transformation 

2.5.10.1 Präparation kompetenter E. coli-Zellen

Zellen der E. coli-Stämme DH5( und BL21(DE3) bzw. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL wurden mit RbCl und CaCl2 behandelt [Promega Technical Manual, 1994], wodurch ihre Fähigkeit zur spontanen Aufnahme von Fremd-DNA erhöht wurde. Dafür wurde 0,2 ml einer Übernacht-Kultur in 20 ml frisches LB-Medium überführt und bei 37°C / 200 Upm bis zu einer OD578 von 0,3-0,5 angezüchtet. Nach 10minütiger Zentrifugation bei 2300 x g, 4°C wurden die Zellen in 10 ml eiskalter Lösung A (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, pH 7) resuspendiert und erneut pelletiert. Anschließend wurde das Zellpellet in 10 ml eiskalter Lösung B aufgenommen (100 mM MOPS, 50 mM CaCl2, 10 mM RbCl, pH 6,5) und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (700 x g, 15 min, 4°C) wurden die kompetenten Zellen vorsichtig in 2 ml eiskalter Lösung B resuspendiert. Sie wurden bis zur Transformation auf Eis aufbewahrt oder in Gegenwart von 15% Glycerin mit flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen konnten ohne merklichen Verlust ihrer Kompetenz über mehrere Monate bei ‑80°C gelagert werden.

Alternativ wurden kompetente Zellen nach der Methode von Hanahan et al. [1986] präpariert. Dafür wurde 50 ml SOB-Medium (2% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4) mit 1% einer Übernacht-Kultur beimpft und bei 37°C / 250 Upm bis zu einer OD578 von 0,4-0,5 angezüchtet. Die Zellen wurden 10 min auf Eis abgekühlt und anschließend zentrifugiert (1000 x g, 5 min, 4°C). Das Zellpellet wurde vorsichtig in 17 ml eiskaltem FSB-Puffer (10 mM K-Acetat, 100 mM KCl, 45 mM MnCl2, 10 mM CaCl2, 3 mM Hexamincobaltchlorid, 10% Glycerin, pH 6,4) resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 4 ml FSB-Puffer aufgenommen und auf Eis gelagert. Im Abstand von 5 min wurde die Zellsuspension zweimal mit 140 µl DMSO versetzt und anschließend in 150 µl Aliquots bei -80°C eingefroren. 

2.5.10.2  Transformation von kompetenten E. coli-Zellen

Plasmid-DNA wurde mit 150 µl kompetenten E. coli-Zellen gemischt, 60 min auf Eis inkubiert und anschließend einem Hitzeschock von 45 sec bei 42°C unterzogen. Die Zellen wurden für 5 min auf Eis abgekühlt und anschließend in 1 ml LB-Medium für 1 h bei 37°C im Schüttler angezogen. Die Selektion transformierter Klone erfolgte durch Anzucht auf Antibiotika-enthaltenden Festmedien.

2.5.10.3  Identifikation rekombinanter Klone durch Blau-Weiß-Differenzierung

Zur Identifikation rekombinanter Klone wurde -wenn möglich- die Blau-Weiß-Differenzierung nach Langley et al. [1975] genutzt. Für dieses System werden E. coli-Stämme eingesetzt, die ein trunkiertes (‑Galactosidase-Gen lacZ enthalten, z. B. E. coli DH5(. Geeignete Klonierungs-vektoren wie z.B. die Plasmide pBluescript II KS+, pCR TOPO 2.1 und pUC19 besitzen das im Wirt fehlende 5'-Ende des lacZ-Gens, das für das sogenannte (-Peptid der (‑Galactosidase codiert. Dieses kann die inaktive (‑Galactosidase komplementieren, so daß in transformierten Zellen das vollständige Genprodukt, also eine funktionsfähige (-Galactosidase exprimiert wird. Plattiert man diese Zellen auf einem Festmedium mit IPTG und X-Gal aus, so kann die (-Galactosidase nach Induktion durch IPTG das chromogene Substrat X-Gal zu einem Indigo-Farbstoff umsetzen, wodurch die Kolonien eine blaue Färbung erhalten. Bei rekombinanten Klonen allerdings wird der vektoreigene Teil des lacZ-Gens durch die Insertion eines DNA-Fragments in die multiple cloning site (MCS) nicht mehr im Leseraster transkribiert. Die (‑Galactosidase ist damit inaktiv und die Kolonien erscheinen weiß.

Pro Festmedium-Platte wurden 40 µl IPTG [200 mM] und 20 µl X-Gal [4% in Dimethylformamid] frisch ausgestrichen. 

2.5.11
  Konstruktion einer Genbank von T. tenax 
Die Etablierung von genomischen DNA-Banken erfolgt häufig über eine sogenannte 'shotgun'-Klonierung: Dazu zerlegt man das Genom zunächst in Fragmente geeigneter Größe und baut diese in einen Klonierungsvektor (Plasmid- oder Phagenvektor) ein. Man erhält so eine Genbank, die die Gesamt-DNA eines Organismus repräsentieren sollte.

Für die Konstruktion einer T. tenax-Genbank wurde zunächst hochmolekulare genomische DNA aus T. tenax wie unter 2.5.1 beschrieben isoliert. Die DNA wurde entweder mit der Restriktionsendonuklease HindIII vollständig verdaut (1 h, 37°C) oder partiell mit Bsp143I restringiert (8,5 min, 37°C), um überlappende Restriktionsfragmente zu erhalten. 

Nach elektrophoretischer Auftrennung der restringierten DNA über ein präparatives Agarose-Gel wurden Fragmente mit einer Größe von 3-10 kb ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) aus dem Gel eluiert und gereinigt.  

Der für die Klonierung der DNA-Fragmente verwendete Plasmidvektor pUC19 wurde mit HindIII bzw. BamHI (das komplementäre Enden zu den Bsp143I-Fragmenten bildet) linearisiert und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Anschließend wurden die genomischen Restriktionsfragmente mit dem so behandelten Vektor ligiert, und E. coli DH5α-Zellen mit den rekombinierten DNA-Molekülen transformiert. Rekombinante Klone konnten über Blau-Weiß-Differenzierung identifiziert werden. 

Die Genbank diente als Grundlage für das T. tenax Genomsequenzierungsprojekt, das in Zusammenarbeit mit H. P. Klenk von der Firma Epidauros (Bernried) und S. Schuster vom MPI für Entwicklungsbiologie (Tübingen) durchgeführt wurde.

2.5.12
   Southern Blot-Analysen
2.5.12.1  Kapillartransfer von DNA auf Nylon-Membranen (Southern Blot)

Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde durch Kapillartransfer auf positiv geladene Nylon-Membranen übertragen [modifiziert nach Southern, 1975]. 
Dabei wurde das Agarose-Gel nach der Dokumentation auf Mindestgröße zugeschnitten, 2 x 10 min einer Säurebehandlung unterzogen (0,2 M HCl), 2 x 15 min in einer Denaturierungslösung (1 M NaCl, 0,5 M NaOH) und anschließend 2 x 15 min in einer Neutralisationslösung (3 M NaCl, 0,5 M Tris, pH 7,5) geschwenkt. 

Sowohl das Agarose-Gel als auch die auf Gelgröße zugeschnittene Nylon-Membran (S&S NytranN) sowie drei Whatman-Papiere 3MM wurden 10 min in 10 x SSC-Puffer (1,5 M NaCl, 0,15 M Na-Citrat, pH 7) äquilibriert. Der Blot-Aufbau ist in der nachfolgenden Abbildung dargestellt:
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Der Kapillartransfer erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. Nach Beendigung des Transfers wurde die DNA mittels UV-Licht (( = 254 nm, 3 min) auf der Nylon-Membran fixiert. Der DNA-Blot wurde bis zu seiner Verwendung zwischen Whatman-Papieren 3MM gelagert.

2.5.12.2  Markierung von Oligonukleotiden mit Digoxigenin

Die Markierung von Oligonukleotiden mit Digoxigenin wurde mit dem DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit (Roche Diagnostics) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden die Oligonukleotide enzymatisch durch Einbau eines einzelnen Digoxigenin-gelabelten Didesoxy-Uridintriphosphates (DIG-ddUTP) am 3’-Ende markiert. 

Im Detail wurden 100 pmol eines Oligonukleotids mit 4 µl Reaktionspuffer (5 x: 1 M K‑Kakodylat, 1,25 mg/ml BSA, 0,125 M Tris/HCl, pH 6,6), 4 µl CoCl2-Lösung (25 mM), 1 µl DIG-ddUTP (1 mM) und 1 µl Terminale Transferase (50 U/µl) in einem Gesamtvolumen von 20 µl gemischt, für 15 min bei 37°C inkubiert und dann auf Eis abgekühlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl eines Glycogen/EDTA-Gemisches gestoppt, anschließend konnte das DIG-markierte Oligonukleotid bei ‑20°C in Gegenwart von 0,1 M LiCl mit 3 Vol Ethanol aus der Lösung gefällt werden. Nach Zentrifugation (12.000 x g, 20 min, 4°C) wurde das pelletierte Oligonukleotid mit 70%igem Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrocknet und in 20 µl sterilem A. bidest aufgenommen. 

2.5.12.3  Markierung von dsDNA mit Digoxigenin

Die Markierung von dsDNA mit Digoxigenin wurde mit dem DIG-High Prime Kit (Roche Diagnostics) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden die DNA-Fragmente durch das Klenow-Enzym unter Verwendung unspezifischer Oligonukleotid-Primer vervielfältigt und gleichzeitig durch den Einbau von Digoxigenin-markiertem Desoxy-Uridintriphosphat (DIG-11-dUTP) markiert. 

Im Detail wurde 1 µg dsDNA (in einem Volumen von 16 µl) durch Inkubation bei 100°C für 10 min und rasches Abkühlen in einem Eis/Ethanol-Bad denaturiert. Nach Zugabe von 4 µl DIG-High Prime Lösung (1 U/µl Klenow-Enzym, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-11-dUTP, 5x Reaktionspuffer in 50% Glycerin) wurde der Ansatz für 20 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 65°C für 10 min gestoppt. Die Ausbeute betrug etwa 2 µg neu-synthetisierte DIG-markierte DNA.
2.5.12.4  Southern-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten DNA-Sonden

Vor der Hybridisierung wurde der DNA-Blot (s. 2.5.12.1) mindestens 2 h bei 68°C unter leichtem Schwenken in Hybridisierungspuffer inkubiert (5 x SSC, 4% Magermilch-Pulver, 0,1% N‑Lauroylsarcosin, 0,01% SDS; 75 ml/100 cm2 Blot-Fläche). Für die anschließende Hybridisierung wurden die DIG-markierten Sonden durch 10 minütige Inkubation bei 100°C und rasches Abkühlen in einem Eis/Ethanol-Bad denaturiert und schließlich in einer Konzentration von 20 ng/ml Puffer eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht unter leichtem Schwenken bei 68°C (DIG-markierte dsDNA) bzw. 37-42°C (DIG-markierte Oligonukleotide).

Nach der Hybridisierung wurde der DNA-Blot zunächst bei RT 2 x 5 min mit Hochsalz-Puffer (2 x SSC, 0,1% SDS) gewaschen, um überschüssige DIG-Sonde zu entfernen. Stringentes Waschen erfolgte anschließend 3 x 20 min bei 68°C in einem Niedrigsalz-Puffer (0,1 x SSC, 0,1% SDS).

Eine Lagerung der im Hybridisierungspuffer gelösten Sonde bei -80°C war über mehrere Monate möglich. 

2.5.12.5  Detektion von DNA-DNA-Hybriden durch immunologischen Nachweis

Die Hybride aus immobilisierter DNA und DIG-markierter Sonde wurden immunologisch unter Verwendung eines Antikörper-Konjugats (Anti-Digoxigenin/Alkalische Phosphatase) und einer anschließenden Detektionsreaktion mit dem Chemilumineszenz-Farbstoff CDP-Star (Tropix) nachgewiesen.

Dabei wurde der DNA-Blot bei RT zunächst für 1 h in Puffer A (0,9% NaCl, 50 mM Tris/HCl, pH 7,4) in Gegenwart von 5% Magermilch inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Nach Zugabe des Antikörper-Konjugats in einer Verdünnung von 1:20.000 und einer weiteren Stunde Inkubation bei RT wurde nicht-gebundener Antikörper mit Puffer A (3 x 15 min) entfernt. 

Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde in einer Klarsichtfolie durchgeführt, wobei der nasse Blot gleichmäßig mit CDP-Star bedeckt wurde. Die Chemilumineszenz-Signale konnten durch Autoradiographie (CEA-Röntgenfilme Typ RP) bzw. mit Hilfe des ChemiDoc Gel Documentation System (BioRad) nach einer Expositionszeit von 1-20 h detektiert werden.

2.5.13  Sequenzierung

2.5.13.1  Sequenzierung von DNA mit [α-35S]dATP

Als Größenstandard für Primer Extension Analysen (s. 2.6.6) dienten Sequenzierreaktionen des entsprechenden Genabschnitts mit denselben Primern, die auch im Primer Extension Experiment verwendet wurden. Die Sequenzierung erfolgte durch das Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. [1977].

Probenvorbereitung: 

32 µl Plasmid-DNA (3-5 µg) wurde zunächst durch Zugabe von 8 µl 2 M NaOH einer alkalischen Denaturierung unterzogen (10 min, RT), um Einzelstrang-DNA zu erhalten. Anschließend wurde die DNA mit 7 µl Na-Acetat (3 M, pH 4,8) und 200 µl Ethanol für mindestens 30 min bei -80°C präzipitiert.  Nach Zentrifugation (14.000 x g, 20 min, 4°C) wurde das DNA-Pellet mit 75% Ethanol gewaschen und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Lagerung erfolgte bei ‑20°C.

Sequenzierungsreaktion:

Die Sequenzierungsreaktion (Hybridisierung des Primers an die einzelsträngige Template-DNA, Markierungsreaktion, Kettenabbruch) erfolgte unter Verwendung des Sequenase Version 2.0 Sequenzing Kit (United States Biochemical (USB), Braunschweig) nach Angaben des Herstellers. Für die Markierung wurde [α-35S]dATP eingesetzt.

Das Sequenziergel: Vorbereitung, Elektrophorese und Autoradiographie

Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden in einem 5%igen denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-Gel in 1 x TBE (10 x TBE: 0,9 M Tris, 0,9 M Borsäure, 20 mM EDTA, pH 8,0) als Laufpuffer aufgetrennt. Dabei wurden 0,2 mm dicke Flachgele der Größe 55 x 25 cm verwendet. Die dazu benutzten Glasplatten wurden zuvor mit Ethanol gereinigt und anschließend mit Repell-Silan (Dichlordimethylsilan) bzw. mit Binde-Silanlösung (17,5 µl γ‑Methacryl-oxypropyltrimethyloxysilan + 175 µl 10%iger Essigsäure in 5 ml Ethanol) behandelt, um zu gewährleisten, daß das Gel nur an einer Platte haftet und nach dem Gellauf beim Trennen der Platten nicht zerreißt.

Gelzusammensetzung:
24,33 g

Harnstoff


6 ml

10 x TBE


7,5 ml

40% Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (38,8:1,2)


ad 60 ml 

H2O

Nach Zugabe von 50 µl TEMED und 300 µl 10% APS wurde das Gel zwischen die zuvor präparierten Platten gegossen. Ein Haifischzahnkamm für die Probentaschen wurde anschließend zwischen den Platten fixiert. Die Polymerisation des Gels dauerte ca. 30 min bei RT, danach konnten die Gele über Nacht bei 4°C gelagert werden.

Laufbedingungen der Gelelektrophorese:
Vorlaufzeit 
30 min, 50 W, 50°C







Laufzeit 
2,5 h, 50 W, 50°C

Nach der Elektrophorese wurde die Platte mit dem daran haftenden Gel 30 min in einer Fixierlösung aus 20% Methanol  und 10% Essigsäure geschwenkt und anschließend 10 min mit H2O gespült, um überschüssigen Harnstoff zu entfernen. Das Gel wurde zunächst bei 80°C ca. 2 h lang getrocknet, bevor ein Röntgenfilm zur Autoradiographie aufgelegt wurde. Die Expositionszeit betrug in der Regel 1-2 Tage bei RT, bessere Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Exposition bei -80°C durchgeführt wurde.

Durch Schwenken in 2 M NaOH konnte anschließend das Gel wieder von der Glasplatte abgelöst werden.

2.5.13.2  Automatisierte DNA-Sequenzierung 

Automatisierte DNA-Sequenzierungen [Sanger et al., 1977] wurden von der Firma Seqlab (Göttingen) und der GATC Biotech AG (Konstanz) bzw. vom DNA-Sequenzier-Service der Medizinischen Fakultät des Universitätsklinikums Essen mit einem ABI-Prism 377 Sequencer durchgeführt. 
2.5.13.3  Computergestützte Auswertung von Nukleotidsequenzen

Software
Referenz
Anwendung

CHROMAS
McCarthy, unveröffentlicht
Visualisierung von Sequenzierchromato-grammen auf dem PC

GENMON 4.4
Gesellschaft für Biotechnische Forschung mbH, Braunschweig
Editierung von DNA-Sequenzen, Restriktionsanalysen, Bestimmung des Codon-Gebrauchs, Übersetzung von DNA- in Aminosäure-Sequenzen

BLAST 1.0 und 2.0
Altschul et al., 1997

(www.ncbi.nih.nlm.gov/blast)
Datenbankvergleiche von DNA- und Protein-Sequenzen

Clustal W 1.7
Thompson et al., 1994
Alignments von DNA- und Protein-Sequenzen

2.5.14
  Gelretardationsexperimente 

Mit Hilfe von Gelretardationsexperimenten können Interaktionen von DNA-bindenden Proteinen mit ihren Zielsequenzen untersucht werden. Der Test beruht auf der Beobachtung, daß Komplexe aus Protein und DNA langsamer durch nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gele wandern als freie DNA-Fragmente. 

Im Einzelnen wurde ein DNA-Fragment mit einer putativen Protein-Bindestelle über PCR amplifiziert und anschließend mit dem DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit (Roche Diagnostics) markiert (s. 2.5.12.2). Die DIG-markierte DNA wurde bei geringer Ionenstärke mit Protein aus Rohextrakten von T. tenax und E. coli inkubiert. Gebildete Protein-DNA-Komplexe wurden anschließend auf einem nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gel von ungebundener DNA getrennt. Nach Transfer auf Nylon-Membranen und anschließender Immunodetektion der DIG-Markierung wurde die Interaktion von Protein mit der DNA durch eine Retardation im Bezug auf freie DNA angezeigt.
Für die Herstellung von T. tenax- bzw. E. coli-Rohextrakten wurde 1 g Zellen in 2 ml TEK-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 10 mM (-Mercaptoethanol) aufgenommen, der zusätzlich als Protease-Hemmstoff 1 mM PMSF enthielt, und mittels dreimaliger Passage durch die Minizelle der Frenchpress (20.000 psi) aufgeschlossen. Nicht-aufgeschlossene Zellen und Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (80.000 x g, 60 min, 4°C) abgetrennt und der Überstand über Nacht bei 4°C gegen TEK-Puffer dialysiert. Die so behandelten Rohextrakte wurden dann entweder bei 4°C gelagert oder in Gegenwart von 25% Glycerin bei -80°C eingefroren.

Ein Standard-Reaktionsansatz setzte sich folgendermaßen zusammen: 



35-70 ng DIG-markiertes DNA-Fragment




5-30 µg Protein




TEK-Puffer ad 15 µl

In Kompetitionsexperimenten enthielt der Reaktionsansatz zusätzlich 2 µg Lachssperm-DNA, die zuvor durch eine 5minütige Ultraschall-Behandlung fragmentiert worden war.

Die Reaktionsansätze wurden 15 min bei RT bzw. 37°C inkubiert, anschließend mit 5 µl Probenpuffer (15% Ficoll 400, 0,005% Bromphenolblau, in TEK-Puffer) versetzt und sofort auf ein natives Polyacrylamid-Gel (4% Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1), 1 x TBE; [Sambrook et al., 1989]) aufgetragen. Nach einem Vorlauf von 30 min bei 10 mA erfolgte die Elektrophorese (Minigel-Twin-Kammer von Biometra) zunächst bei 15 mA zum Einlaufen der Proben ins Gel, dann wurde sie bei 10 mA für 60 min fortgesetzt. Als Elektrophorese-Puffer wurde ein 0,5 x TBE-Puffer verwendet. 

Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf  eine positiv geladene Nylonmembran (S&S NytranN) geblottet, die vorher 5 min in 0,5 x TBE-Puffer äquilibriert wurde. Für den Blotaufbau wurde zunächst die Nylonmembran auf das Polyacrylamid-Gel gelegt, anschließend drei trockene Whatman-Papiere 3MM und zuoberst eine Glasplatte. Der Blot wurde mit einem Gewicht von 1 kg beschwert. Nach 60 min wurde die Nylonmembran kurz in 10 x SSC geschwenkt und die geblottete DNA durch UV-Licht (( = 254 nm, 3 min) kovalent fixiert. Anschließend wurde analog zu 2.5.12.5 die DIG-markierte DNA in einer immunologischen Reaktion unter Verwendung eines Antikörper-Konjugats (Anti-Digoxigenin/Alkalische Phosphatase) und einer Detektionsreaktion mit dem Chemilumineszenz-Farbstoff CDP-Star (Tropix) nachgewiesen.

2.6
  Molekularbiologische Arbeiten mit RNA

2.6.1
  Behandlung von Lösungen, Gefäßen und Geräten

Zum Schutz vor RNasen wurden alle Lösungen mit 0,1% DEPC versetzt, über Nacht bei RT inkubiert und anschließend autoklaviert. Glasgeräte, -pipetten und -gefäße wurden durch Inkubation bei 200°C für mindestens 2 h sterilisiert. Nicht-hitzebeständige Geräte wurden mit 3% H2O2 oder RNase Away (Roth) behandelt.
2.6.2
  Isolierung von Gesamt-RNA aus T. tenax

Gesamt-RNA aus T. tenax wurde unter Verwendung von TRIzol nach Angaben des Herstellers (Life Technologies) isoliert. Das Reagenz ist eine Fertiglösung, die u. a. Phenol, Guanidinium-Isothiocyanat und einen roten Farbstoff zur Erkennung der organischen Phase enthält [Chomczynski, 1993]. 

Zur Aufarbeitung wurden 0,1 g T. tenax-Zellen in 1 ml TRIzol homogenisiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl Chloroform wurden die Phasen durch kräftiges Schütteln gemischt, 2-3 min bei RT inkubiert und anschließend zentrifugiert (12.000 x g, 15 min, 4°C). Die wäßrige, RNA-enthaltende Phase (ca. 400 µl) wurde vorsichtig abgenommen und zu je 40 µl aliquotiert. Durch Zugabe von 50 µl Isopropanol pro Aliquot und anschließende Inkubation für 10 min bei RT wurde die RNA aus der Lösung gefällt, durch Zentrifugation pelletiert (12.000 x g, 10 min, 4°C) und mit 100 µl 70%igem Ethanol gewaschen. Die RNA wurde unter 100% Ethanol bei -80°C gelagert. 

Erst kurz vor ihrer Weiterverwendung wurde die RNA nochmals durch Zentrifugation pelletiert und nach Entfernen des Ethanol-Überstandes kurz bei 37°C im Heizblock getrocknet. Anschließend wurde das RNA-Pellet durch Inkubation bei 37°C vorsichtig in 15-20 µl DEPC-H2O gelöst. 

2.6.3
  Bestimmung der Konzentration und Reinheit von RNA

Die Konzentration von RNA in wäßrigen Lösungen wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von ( = 260 nm bestimmt. Dabei entspricht OD260 = 1 einer Konzentration von 40 µg/ml RNA [Sambrook et al., 1989].

Das Verhältnis von OD260 zu OD280 gibt Auskunft über die Reinheit der RNA: Hinreichend saubere RNA-Präparationen haben ein Verhältnis OD260/OD280 von 2,0 oder größer. 

2.6.4
  Agarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese von RNA

Die Agarose-Gelelektrophorese von RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in 1‑1,2%igen MOPS/Formaldehyd-Gelen durchgeführt. Dabei wurde 1-1,2 g Agarose in 73,8 ml DEPC-H2O und 10 ml 10 x MOPS-Puffer (10 x: 200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA, pH 7) durch Erhitzen gelöst. Nach Abkühlung auf ca. 60°C wurde unter leichtem Schwenken 16,2 ml Formaldehyd (37%) zugegeben, anschließend das Gel in die mit 3% H2O2 gesäuberte Gelkammer gegossen und nach vollständigem Auspolymerisieren mit dem späteren Laufpuffer (1 x MOPS-Puffer) überschichtet.

Die RNA-Proben und der verwendete DIG-markierte RNA-Längenstandard (Roche Diagnostics) wurden mit 3 Vol frisch angesetztem Probenpuffer versetzt (250 µl deionisiertes Formamid, 83 µl Formaldehyd (37%), 50 µl 10fach-konzentrierter MOPS-Puffer, 2,5 µl Bromphenolblau (2%), 14,5 µl DEPC-H2O), gründlich durchmischt und nach 10 minütiger Inkubation bei 65°C auf Eis abgekühlt. Pro Spur wurde 0,5-5 µg Gesamt-RNA bzw. 50 ng Längenstandard aufgetrennt. 

Die  Elektrophorese erfolgte bei 75-100 V für 2-3 h. 

2.6.5
  Northern Blot-Analysen

2.6.5.1
  Kapillartransfer von RNA auf Nylon-Membranen (Northern Blot)

In ähnlicher Weise wie DNA wurde auch RNA durch Kapillartransfer auf inerte Trägermaterialien übertragen und dort immobilisiert. 

Dafür wurde das Agarose-Gel nach Beendigung der Elektrophorese auf Mindestgröße zugeschnitten und 2 x 15 min in 20 x SSC-Puffer (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7) äquilibriert. Die positiv geladene Nylon-Membran (Roche Diagnostics) wurde ca. 1 min mit DEPC-H2O angefeuchtet und anschließend in 20 x SSC-Puffer getränkt, ebenso drei auf Gelgröße zurechtgeschnittene Whatman 3MM-Papiere. Der Blotaufbau erfolgte wie unter 2.5.12.1 beschrieben; der Transfer erfolgte über Nacht bei 4°C. 

Anschließend wurde der Northern Blot kurz mit DEPC-H2O gespült, um die Salze zu entfernen. Die RNA wurde durch UV-Crosslinking (( = 254 nm, 3 min) auf der Membran fixiert und schließlich durch Färbung mit Methylenblau sichtbar gemacht. Dafür wurde der Blot ca. 1 min in der Färbelösung (50 mg Methylenblau, 6,6 ml 3 M Na-Acetat, pH 5,2, 1 ml Eisessig, ad 50 ml mit DEPC-H2O) geschwenkt, danach 3-4 mal mit DEPC-H2O entfärbt und anschließend auf Whatman 3MM-Papier getrocknet. Die RNA-Blots konnten so über mehrere Monate bei RT gelagert werden.
2.6.5.2
  Slot Blot

Beim Slot Blot werden die Proben (hier 0,625-10 µg Gesamt-RNA in 10 x SSC) mit Hilfe der  BioDot Mikrofiltrations-Apparatur (BioRad) ohne vorherige elektrophoretische Auftrennung direkt auf positiv geladene Nylon-Membranen transferiert, und zwar in begrenzten schlitzförmigen Bereichen (Slots). 

Dafür wurden zwei Lagen in 10 x SSC äquilibrierte Filter-Papiere (Bio-Dot SF 60, BioRad) in die gereinigte Apparatur gelegt, darüber die auf Filtergröße zugeschnittene und ebenfalls in 10 x SSC äquilibrierte Nylon-Membran (Roche Diagnostics). Die Apparatur wurde nach Angaben der Herstellers zusammengebaut und verschraubt. Nach Anlegen eines Vakuums mittels einer Vakuum-Pumpe wurden die Slots der Apparatur mit 500 µl 10 x SSC gespült. Anschließend wurde je 100 µl RNA-Probe aufgetragen, wobei die RNA direkt vor dem Probenauftrag für 10 min bei 65°C denaturiert und anschließend auf Eis abgekühlt wurde. Nach Spülen der Slots mit weiteren 300 µl 10 x SSC wurde die Membran unter Vakuum aus der Apparatur entfernt, die RNA durch UV-Crosslinking (( = 254 nm, 3 min) auf der Membran fixiert und mit Methylenblau angefärbt.

2.6.5.3
  Synthese von DIG-markierten RNA-Sonden durch in vitro Transkription

Mit Hilfe des DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) von Roche Diagnostics wurden nach Angaben des Herstellers DIG-markierte antisense mRNA-Sonden durch in vitro Transkription klonierter DNA mit T7 RNA-Polymerase hergestellt.

Dabei wurde die zu transkribierende DNA in die Polylinker-Region des Vektors pSPT19 inseriert, und zwar stromabwärts des vektoreigenen T7-Promotors. Nach Linearisierung der Template-DNA mit einem geeigneten Restriktionsenzym wurden mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase „run off“-Transkripte definierter Länge erzeugt, wobei DIG-UTP als Substrat diente und in die Transkripte eingebaut wurde. Jedes 20. bis 25. Nukleotid der neusynthetisierten mRNA ist ein DIG-UTP. Ausgehend von 1 µg Template-DNA beträgt die Ausbeute ca. 10 µg DIG-markierte antisense-mRNA voller Länge. Diese wurde anschließend nach Angaben des Herstellers mit Ethanol gefällt, mit 70% Ethanol gewaschen und in 50 µl DEPC-Wasser aufgenommen. Die Sonden konnte über mehrere Monate bei ‑80°C gelagert werden.

2.6.5.4
  Northern-Hybridisierung mit DIG-markierten RNA-Sonden

Die Prähybridisierung des RNA-Blots erfolgte für mindestens 2 h bei 68°C unter leichtem Schwenken in  DIG Easy Hyb-Puffer (Roche Diagnostics). Für die anschließende Hybridisierung wurden die DIG-markierten antisense mRNA-Sonden durch 10 minütige Inkubation bei 100°C und rasches Abkühlen in einem Eis/Ethanol-Bad denaturiert und schließlich in einer Konzentration von 50-100 ng/ml DIG Easy Hyb-Puffer eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht unter leichtem Schwenken bei 68°C.

Nach der Hybridisierung wurde der RNA-Blot zunächst bei RT 2 x 5 min mit Hochsalz-Puffer (2 x SSC, 0,1% SDS) gewaschen, um überschüssige DIG-Sonde zu entfernen. Stringentes Waschen erfolgte anschließend 2 x 15 min bei 68°C in einem Niedrigsalz-Puffer (0,1 x SSC, 0,1 % SDS).

Eine Lagerung der in DIG Easy Hyb-Puffer gelösten Sonde bei -80°C war über mehrere Monate möglich. 

2.6.5.5
  Detektion von RNA-RNA-Hybriden durch immunologischen Nachweis 

Die Hybride aus geblotteter Gesamt-RNA und DIG-markierter RNA-Sonde wurden immunologisch unter Verwendung eines Antikörper-Konjugats (Anti-Digoxigenin / Alkalische Phosphatase) und einer anschließenden Detektionsreaktion mit dem Chemilumineszenz-Farbstoff CDP-Star (Tropix) nachgewiesen [Boehringer Mannheim Manual, 1995].

Dabei wurde der RNA-Blot bei RT zunächst für 5 min in Puffer 1 (0,1 M Maleat, 3 M NaCl, pH 8) äquilibriert und anschließend im gleichen Puffer in Gegenwart von 2% Blocking-Reagenz (Roche Diagnostics) 1 h bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Nach Zugabe des Antikörper-Konjugats in einer Verdünnung von 1:20.000 und weiteren 30 min Inkubation bei RT wurde nicht-gebundener Antikörper mit Puffer 1 (4 x 10 min) abgewaschen. Anschließend erfolgte eine 5 minütige Inkubation in Detektionspuffer (0,1 M NaCl, 0,1 M Tris/HCl, pH 9,5).

Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde in einer Klarsichtfolie durchgeführt, wobei der nasse Blot gleichmäßig mit CDP-Star bedeckt wurde. Die Chemilumineszenz-Signale konnten durch Autoradiographie (CEA-Röntgenfilme Typ RP) bzw. mit Hilfe des ChemiDoc Gel Documentation System (Bio-Rad) nach einer Expositionszeit von 10 s - 60 min detektiert werden.

2.6.5.6
  Densitometrische Analysen der Hybridisierungssignale

Densitometische Analysen der Hybridisierungssignale erfolgten mit einem Laser-Densitometer UltrascanXL (Pharmacia LKB) nach Angaben des Herstellers. Diese Arbeiten wurden von Herrn Dr. Lothar Vaßen am Institut für Zellbiologie des Universitätsklinikums Essen (Tumorforschung) durchgeführt.   

2.6.6
  Primer Extension-Analysen

Die Primer Extension-Analyse ist eine Methode zur exakten Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes eines exprimierten Gens. Dies ist besonders wichtig im Hinblick auf die Definition des Promotor-Bereichs im upstream-Bereich eines Gens. Bei dieser Methode wird ein genspezifischer Antisense-Primer, der am 5’-Ende markiert ist, an die mRNA angelagert. Mit Hilfe einer Reversen Transkriptase wird dann der Primer zur cDNA verlängert ('Primer Extension'). Dabei kann die cDNA nur so lang werden, bis das Ende der mRNA und damit der Transkriptionsstart erreicht ist. Die so erhaltene cDNA wird auf einem Sequenzgel parallel zu einer Sequenzierung des Genabschnitts aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Detektion mit einem Röntgenfilm erscheint das Signal der Primer-Markierung in Höhe des Nukleotids, bei dem die Transkription beginnt.
Zunächst wurde mit Hilfe einer T4-Polynukleotidkinase ein antisense-Oligonukleotid, das ca. 100-150 Nukleotide downstream vom putativen Transkriptionsstart binden sollte, mit [(‑32P]‑ATP markiert. Dazu wurde der Reaktionsansatz aus 100 pmol Oligonukleotid, 10 µCi [(‑32P]-ATP und 2 U T4-Polynukleotidkinase in einem Gesamtvolumen von 12,5 µl für 60 min bei 37°C inkubiert, und das markierte Oligonukleotid anschließend mit Hilfe des Nucleotide removal Kit (QIAGEN) gereinigt und mit 50 µl EB-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,5) eluiert.

Das radioaktiv markierte Oligonukleotid wurde anschließend mit Gesamt-RNA aus autotroph oder heterotroph gezogenen T. tenax-Zellen hybridisiert. Dazu wurde der Hybridisierungsansatz (10 µg RNA, 10 pmol markiertes Oligonukleotid, 0,3 M KCl, 20 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 8,3, in einem Gesamtvolumen von 30 µl) 4 min bei 80°C denaturiert und anschließend 60 min bei 50°C inkubiert. Nach einer Ethanol-Fällung über Nacht und anschließender Zentrifugation (20.000 x g, 10 min, RT) wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und dann im Heizblock bei 37°C getrocknet.

Die anschließende Synthese der cDNA wurde mit Hilfe der Superscript II Reversen Transkriptase (Life Technologies) durchgeführt. Dazu wurde das RNA-Pellet mit dem gebundenen Oligonukleotid in 19 µl Reaktionsmix aufgenommen (4 µl Erststrang-Puffer, 1 µl 10 mM dNTP, 2 µl 100 mM DTT, 2 µl DMSO, 10 µl DEPC-H2O) und 2 min bei 50°C vortemperiert. Durch Zugabe von 1 µl Superscript II Reverse Transkriptase erfolgte der Start der cDNA-Synthese, die für 30 min bei 50°C durchgeführt wurde. Nach einer anschließenden Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die cDNA mit Ethanol aus dem wäßrigen Überstand präzipitiert und das Pellet  bei 37°C im Heizblock getrocknet. Die cDNA wurde dann in 10 µl Stop-Puffer (Sequenase-Kit 2.0, USB) aufgenommen, 5 min bei 95°C denaturiert und davon 3 µl auf ein Sequenzgel (s. 2.5.13.1) aufgetragen bzw. bei -20°C gelagert.

2.7
  Biochemische Methoden

2.7.1
  Heterologe Expression der T. tenax PEPS, PPDK und Citrat Synthase 1 in E. coli 

In den Plasmid-Konstrukten pET15b+PEPS, pET24a+PPDK und pET11c+Cis1 stehen die Gene pps, ppdk bzw. cis1 aus T. tenax unter Kontrolle des T7lac Promotors. Die Expression der rekombinanten Proteine wird in diesem System durch die Bereitstellung von T7 RNA Polymerase im Wirtsstamm gewährleistet. Zu diesem Zweck wurden die Plasmid-Konstrukte in die E. coli-Stämme BL21(DE3) bzw. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transferiert. Diese Expressionsstämme enthalten eine chromosomale Kopie des T7 RNA Polymerase-Gens unter lacUV5-Kontrolle, dessen Expression durch IPTG induziert wird (s. 2.3). Der lacUV5-Promotor erlaubt jedoch auch im nicht-induzierten Zustand einen geringen Grad an Transkription des T7 RNA Polymerase-Gens. Für eine stringentere Kontrolle ist die gleichzeitige Expression von T7 Lysozym, einem natürlichen Inhibitor der T7 RNA Polymerase, möglich: Wirtsstämme mit dem Plasmid pLysS produzieren geringe Mengen an T7 Lysozym, die den Basal-Level an T7 RNA Polymerase reduzieren und damit die Transkription des rekombinanten Gens im nicht-induzierten Zustand verhindern.

2.7.2
  Präparative Enzymreinigungen

2.7.2.1
  Reinigung der rekombinanten PEPS 

Zellen des Expressionsklones E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL pET15b+PEPS wurden in Aufschlußpuffer (100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 100 mM β-Mercaptoethanol; 3 ml/g Zellen) resuspendiert und durch dreimalige Passage durch die Druckzelle der French Press (20.000 psi) aufgeschlossen. Zelltrümmer und nicht-aufgeschlossene Zellen wurden durch Ultrazentrifugation (80.000 x g, 1 h, 4°C) abgetrennt. Der zellfreie Extrakt wurde einer Hitzefällung (75°C, 20 min) unterzogen, wodurch ein großer Teil der E. coli-eigenen Proteine präzipitiert wurde. Nach erneuter Zentrifugation (47.900 x g, 30 min, 4°C) wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und über Nacht gegen 100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM MgCl2 dialysiert. Die Reinigung der PEPS aus dem dialysierten hitzegefällten Extrakt erfolgte bei 4°C im Kühlraum mittels Ionenaustausch-Chromatographie über Q-Sepharose fast flow (Pharmacia, Säulenvolumen 30 ml, Durchmesser 1 cm), die über Nacht gegen denselben Puffer (s.o.) äquilibriert worden war. Mit einer Flußrate von 0,3 ml/min wurde der Protein-Extrakt auf die Säule geladen und mit Äquilibrierungspuffer nachgespült. Die Durchfluß-Fraktionen enthielten den größten Teil der PEPS; diese wurden vereint, sterilfiltriert und für weitere Verwendung bei 4°C gelagert.

Die Anreicherung der PEPS-Mutante H406Q erfolgte nach dem gleichen Protokoll.

2.7.2.2
  Reinigung der rekombinanten PPDK 

E. coli-Zellen BL21-CodonPlus(DE3)-RIL pET24a+PPDK wurden in Aufschlußpuffer (100 mM Tris/HCl, pH 7 (90°C), 100 mM β-Mercaptoethanol; 3 ml/g Zellen) resuspendiert und durch dreimalige Passage durch die Druckzelle der French Press (20.000 psi) aufgeschlossen. Durch Ultrazentrifugation (80.000 x g, 1 h, 4°C) wurden nicht-aufgeschlossene Zellen und Zelltrümmer abgetrennt. Der zellfreie Extrakt wurde einer Hitzefällung (90°C, 20 min) unterzogen, um den größten Teil der E. coli-eigenen Proteine zu präzipitieren. Nach erneuter Zentrifugation (47.900 x g, 30 min, 4°C) wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und über Nacht gegen 100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 10 mM β-Mercaptoethanol dialysiert. Die Reinigung der PPDK aus dem dialysierten hitzegefällten Extrakt erfolgte bei 4°C im Kühlraum mittels Ionenaustausch-Chromatographie über Q-Sepharose fast flow (Pharmacia, Säulenvolumen 30 ml, Durchmesser 1 cm), die über Nacht gegen denselben Puffer äquilibriert worden war. Mit einer Flußrate von 0,3 ml/min wurde der Protein-Extrakt auf die Säule geladen, anschließend wurde über Nacht mit 5-10 Säulenvolumina Puffer (s.o.) gespült. Die Elution der PPDK erfolgte mit einem linearen Salzgradienten von 0-600 mM KCl (Gesamtvolumen 600 ml) mit einer Flußrate von 0,6 ml/min. Die PPDK eluierte im Bereich von 120-140 mM KCl. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereint, sterilfiltriert und für weitere Verwendung bei 4°C gelagert.

2.7.2.3
  Anreicherung der rekombinanten Citrat Synthase 1 

E. coli-Zellen BL21-CodonPlus(DE3)-RIL pET11c+Cis1 wurden in  Aufschlußpuffer (100 mM Tris/HCl, pH 7 (90°C), 100 mM β-Mercaptoethanol, 5 mM Na-Citrat; 3 ml/g Zellen) resuspendiert und durch dreimalige Passage durch die Druckzelle der French Press (20.000 psi) aufgeschlossen. Durch Zentrifugation (47.900 x g, 1 h, 4°C) wurden nicht-aufgeschlossene Zellen und Zelltrümmer abgetrennt. Der zellfreie Extrakt wurde einer Hitzefällung (90°C, 20 min) unterzogen, um den größten Teil der E. coli-eigenen Proteine zu präzipitieren. Nach erneuter Zentrifugation (47.900 x g, 30 min, 4°C) wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und über Nacht gegen 100 mM Tris/HCl, pH 7 (50°C), 10 mM β-Mercaptoethanol, 5 mM Na-Citrat dialysiert.

2.7.3
  Enzymatische Messungen

2.7.3.1
  Aktivitätsbestimmung der rekombinanten PPDK

Die PPDK (EC 2.7.9.1) katalysiert die reversible Umsetzung von Pyruvat, ATP und Pi zu Phosphoenolpyruvat (PEP), AMP und PPi. Dabei wird der β-Phosphatrest des ATP auf Pyruvat und der γ-Phosphatrest des ATP auf Pi übertragen.
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Der Nachweis der PPDK-Aktivität in kataboler Richtung, also in Richtung der Synthese von Pyruvat und ATP, erfolgte in einem kontinuierlichen photometrischen Test bei 55°C in einem Eppendorf-Photometer mit temperierbarem Küvettenhalter. Dabei wurde die Synthese von Pyruvat an eine mesophile L-LDH (aus Kaninchenmuskel) als Hilfsenzym gekoppelt, deren Aktivität wiederum durch die Abnahme der Extinktion bei λ = 366 nm als Folge der Oxidation von NADH zu NAD+ verfolgt werden konnte. Der Standard-Testansatz enthielt 100 mM Tris/HCl, pH 7 (55°C), 3 mM PEP, 5 mM AMP, 1 mM PPi, 4 mM Mg-EDTA, 0,4 mM NADH und 20 U L-LDH aus Kaninchenmuskel in einem Reaktionsvolumen von 0,5 ml. Der Reaktionsstart erfolgte alternativ durch Zugabe von PPi, AMP oder PPDK-Extrakt. Der Verlauf der Reaktion wurde mit einem an das Photometer angeschlossenen Kompensationsschreiber verfolgt. 

Die Rückreaktion der PPDK, also die Synthese von PEP und AMP, konnte in einem diskontinuierlichen photometrischen Test nachgewiesen werden. Dabei wurde die eigentliche Testreaktion (Reaktionsvolumen 25-45 µl) bei 70°C in einem Wasserbad durchgeführt und nach 0, 60, 90 und 120 sec durch rasche Abkühlung in einem Eisbad gestoppt. Der Standard-Testansatz enthielt 80% PPDK-Extrakt in 100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 6 mM Pyruvat, 15 mM ATP, 5 mM KPi, 10 mM MgCl2 und 20 mM β-Mercaptoethanol.

Der Nachweis des Reaktionsprodukts PEP erfolgte in einer Indikatorreaktion bei RT in einem Volumen von 1 ml, wobei zunächst nicht-umgesetztes Pyruvat durch L-LDH aus Kaninchenmuskel zu Lactat reduziert wurde. Anschließend konnte das durch die PPDK gebildete PEP mittels der Hilfsenzyme PK und L-LDH aus Kaninchenmuskel und der damit verbundenen Abnahme der Extinktion bei λ = 366 nm (s.o.) nachgewiesen werden. Die Indikatorreaktion enthielt 100 mM Tris/HCl, pH 7 (RT), 20 mM MgCl2, 1 mM ADP, 0,4 mM NADH, 10 U L‑LDH, 5 U PK.

2.7.3.2
  Aktivitätsbestimmung der rekombinanten PEPS

Die PEPS (EC 2.7.9.2) katalysiert die irreversible Umsetzung von Pyruvat und ATP zu PEP, AMP und Pi, wobei analog zur PPDK-Reaktion der β-Phosphatrest des ATP auf Pyruvat übertragen wird. 




Pyruvat + ATP + H2O      →        PEP + AMP + Pi
Der Nachweis der PEPS-Reaktion erfolgte in einem diskontinuierlichen photometrischen Test bei 70°C wie schon für die PPDK beschrieben (s. 2.7.3.1). Der Standard-Testansatz enthielt dabei 10-80% PEPS-Extrakt in 100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 6 mM Pyruvat, 10 mM ATP, 10 mM MgCl2 und 20 mM β-Mercaptoethanol.

Eine weitere Möglichkeit, die Aktivität der PEPS nachzuweisen, ist ein kontinuierlicher photometrischer Enzym-Assay, bei dem der ATP-abhängige Verbrauch von Pyruvat an die Aktivität einer Lactat Dehydrogenase, nämlich die Umsetzung von Lactat in Pyruvat, gekoppelt ist: Pro Molekül Pyruvat, das aus dem Gleichgewicht der LDH-Reaktion entfernt wird, wird ein Molekül NAD zu NADH+ reduziert, was als Zunahme der Extinktion bei λ = 366 nm verfolgt werden kann [Eyzaguirre et al., 1982].
Da mit der mesophilen LDH aus Kaninchenmuskel als Hilfsenzym keine PEPS-Aktivität nachweisbar war, sollte dieser Enzym-Assay bei höheren Temperaturen etabliert werden. Zu diesem Zweck wurden die ldh-Gene der thermophilen Bakterien B. caldotenax (DSM 406) und G. stearothermophilus (DSM 2027) jeweils in den Expressionsvektor pET11c (Schnittstellen: NdeI/BamHI) kloniert und heterolog in E. coli BL21(DE3) exprimiert (NCBI-Datenbankeinträge der ldh-Gene: M19395 bzw. M19396).

Folgende Primer wurden für die PCR-Amplifikation verwendet (Restriktionsschnittstellen fettgedruckt, Start- und Stopcodons unterstrichen):

B. caldotenax:

LDH-NdeI 
5'-GGAAGAAGAGGTGAATACATATGAAAAACGGGAGAGG-3'


LDH-anti
5'-GATGAAGCCAATGGATCCGCTTTACTGAGC-3' 

G. stearothermophilus:


Bst-LDH-5'
5'-GGGAGGATGAATCATATGAAAAACAACGG-3'


Bst-LDH-3'
5'-ACTTTTCGTTTGGATCCTCATCGC-3' 

Leider stellte sich heraus, daß die G. stearothermophilus LDH in der Richtung Lactat → Pyruvat durch ATP gehemmt wird und deshalb nicht im PEPS-Assay eingesetzt werden konnte, während die B. caldotenax LDH nur bis zu einer Temperatur von 60°C stabil war. 

Aus diesem Grund wurde für biochemische Untersuchungen die Enzymaktivität der PEPS ausschließlich mit dem diskontinuierlichen Test bei 70°C (s.o.) bestimmt.

2.7.3.3
  Bestimmung der kinetischen Parameter KM und vmax

Zur Berechnung von Enzymaktivitäten wird die Initialgeschwindigkeit v unmittelbar nach Reaktionsstart herangezogen, wobei sich die spezifische Aktivität einer Enzym-Lösung folgendermaßen ermitteln läßt:
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(ε NADH (55°C) = 3,33 cm2/µM ; ε NADH (RT) = 3,4 cm2/µM [Fabry & Hensel, 1987])

cp :

Proteinkonzentration [mg/ml]

Die Auswertung der experimentell ermittelten Daten erfolgte mit Hilfe des Grafik-Programms SigmaPlot (Version 8.0, SPSS Science) und dem dazugehörenden Modul Enzyme Kinetics 1.1.

Die enzymkinetischen Parameter KM und vmax wurden zunächst durch direkte Auftragung der Umsatzraten gegen die eingesetzten Substratkonzentrationen ermittelt. Nach der Michaelis-Menten-Gleichung ist
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mit S = Substrat; v = Umsatzrate; vmax = maximale Umsatzrate; KM = Michaelis Menten Konstante.

Zur Bestimmung von KM und vmax wurden die linearisierten Auftragungen der Daten nach Hanes [1932] und  Lineweaver & Burk [1934] herangezogen:
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Transformation nach  Hanes:


        






  

Transformation nach Lineweaver & Burk:

In der Transformation ergibt sich aus den y-Achsenabschnitten Km/vmax (Hanes) bzw. 1/vmax (Lineweaver & Burk), aus den x-Achsenabschnitten –Km (Hanes) bzw. –1/ Km (Lineweaver & Burk).

2.7.4
  Proteinanalytische Methoden

2.7.4.1
  Proteinbestimmung [modifiziert nach Bradford, 1976]

Die Bestimmung des Proteingehaltes wurde mit Hilfe des BioRad Protein-Assay gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Als Standardprotein wurde Rinderserumalbumin (BSA) eingesetzt.

2.7.4.2
  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch Glycin-SDS-PAGE nach Laemmli [1970]. Dabei wurden 1 mm dicke Flachgele der Größe 8,6 x 7,7 cm benutzt. Die Acrylamidkonzentration im Sammelgel betrug 4,9%, im Trenngel variierte die Konzentration je nach gewünschter Auftrennung der Proteine zwischen 7,5 und 12%. Die Herstellung der SDS-Gele erfolgte mit Hilfe einer 30%igen Acrylamid-Bisacrylamid-Fertiglösung (37,5 : 1).
Die Proteinproben wurden vor der Elektrophorese in 2fach oder 5fach konzentrierten Probenpuffer aufgenommen (Endkonzentrationen: 62,5 mM Tris/HCl, pH 6,8, 10% Glycerin, 2% SDS, 5% (-Mercaptoethanol, 0,005% Bromphenolblau) und 2-3 min bei 94°C inkubiert. Die Elektrophorese wurde in einer Minigel-Twin-Kammer (Biometra) bei 10-18 mA durchgeführt.

Die Detektion der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte durch Färben des Acrylamidgels in einer Lösung aus 40% Methanol, 10% Essigsäure und 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250 und anschließende Entfärbung in einer Lösung aus 5% Methanol und 7,5% Essigsäure [Weber & Osborn, 1969].

2.7.4.3  Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen unter denaturierenden 
 Bedingungen

Das Molekulargewicht von Protein-Untereinheiten wurde über ihre Wanderungsstrecke in der SDS-PAGE bestimmt, wobei als Größenstandards die Molekulargewichtsmarker SDS-6H (Myosin aus Kaninchenmuskel (205.000), (-Galaktosidase aus E. coli (116.000), Phosphorylase B aus Kaninchenmuskel (97.400), Albumin aus Rind (66.000), Albumin aus Ei (45.000), Carboanhydrase aus Rindererythrocyten (29.000)) bzw. SDS-7 (Albumin aus Rind (66.000), Albumin aus Ei (45.000), GAPDH aus Kaninchenmuskel (36.000), Carboanhydrase aus Rindererythrocyten (29.000), Trypsinogen aus Rinderpankreas (24.000), Trypsininhibitor aus Sojabohne (20.100), α-Lactalbumin aus Rindermilch (14.200)) verwendet wurden. 

Die Auswertung erfolgte anhand einer Eichkurve, in welcher der Logarithmus der Molekulargewichte der Markerproteine gegen ihre relative Mobilität aufgetragen wurde.

2.7.4.4
  Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen unter nativen Bedingungen

Die Bestimmung des Molekulargewichts unter nativen Bedingungen erfolgte durch Molekularsieb-Chromatographie mit den Gelfiltrationssäulen HiLoad 26/60 Superdex 200 Prepgrade (Pharmacia; Säulenvolumen 330 ml) bzw. Superose 6 (Pharmacia; Säulenvolumen 25 ml). Die Gelfiltration wurde mit Hilfe einer HPLC-Anlage (Kontron Instruments) in einem Tris/KCl-Puffer (50-100 mM Tris/HCl, pH 7,5, 300 mM KCl, 7,5 mM DTT) durchgeführt. Bei Verwendung der präparativen Säule konnten mit Hilfe des Pharmacia Superloops bis zu 10 ml Proteinlösung aufgetragen werden. Die Flußrate betrug 0,75 ml/min und die Fraktionen (1,5 ml) wurden ab der 100. min gesammelt. Bei der analytischen Molekularsieb-Chromatographie mit Superose 6 betrug das Probenvolumen maximal 200 µl; bei einer Flußrate von 0,3 ml/min wurden Fraktionen mit einem Volumen von 100 µl gesammelt.

Als Eichproteine wurden Ferritin (MW 443.000; 1 mg), Alkohol-Dehydrogenase (MW 148.000; 1,25 mg), D-Lactat-Dehydogenase (MW 78.000; 0,118 mg) und Cytochrom C (MW 12.500; 2 mg) eingesetzt und nach der Gelfiltration photometrisch nachgewiesen:

Ferritin:


Absorption bei 217 nm

Alkohol-Dehydrogenase:
Aktivitätsbestimmung im optischen Test bei 366 nm (RT):





0,1 M Tris/HCl, pH 7,0; 0,4 mM NADH; 2 mM Acetaldehyd

D-Lactat-Dehydogenase:
Aktivitätsbestimmung im optischen Test bei 366 nm (RT):





0,1 M Tris/HCl, pH 7,0; 0,4 mM NADH; 2 mM Pyruvat

Cytochrom C :

Absorption bei 416 nm

2.7.4.5
  Elektro-Proteintransfer (Western Blot)
Der Proteintransfer aus Acrylamidgelen auf ein festes Trägermaterial zur N-terminalen Sequenzierung erfolgte mittels Elektro-Blotting nach dem von Eckerskorn et al. [1988] beschriebenen Semidry-Verfahren in einer CarboGlas Semidry-Kammer (Schleicher & Schuell). Als Trägermaterial wurden hydrophobe Membranen (ProBlottTM, Applied Biosystems) verwendet.

Das Proteingel wurde nach Beendigung der Elektrophorese und Abtrennung des Sammelgels für 5 min in Transferpuffer (10 mM CAPS, pH 11, 10% Methanol) äquilibriert. Die Membran wurde kurz mit 100% Methanol befeuchtet und anschließend ebenfalls in Transferpuffer äquilibriert, desgleichen sechs auf Gelgröße zugeschnittene Whatman-Papiere 3MM. Der Aufbau des Blots erfolgte nach einer Vorschrift von Jungblut et al. [1990]: Drei Whatman-Papiere wurden tropfnaß auf die Anode gelegt. Darauf wurde die Membran positioniert und das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Drei weitere Whatman-Papiere schlossen den Blotaufbau ab. Der Transfer erfolgte für 3 h mit 1 mA/cm2 Gelfläche.

Anschließend wurde die Membran 1 min in 40% Methanol, 1% Essigsäure, 0,1% Coomassie Blue R-250 gefärbt, einige Minuten mit 100% Methanol entfärbt und bei RT getrocknet.  
2.7.4.6
  Bestimmung der N-terminalen Aminosäuresequenz

Die Analyse der N-terminalen Aminosäuresequenzen von gelelektrophoretisch aufgetrennten und auf hydrophoben Membranen immobilisierten Proteinen erfolgte durch automatisierten Edman-Abbau in einem Gasphasen-Sequenator (Proteinsequenzer 473A, Applied Biosystems). Diese Arbeiten wurden von Herrn Dr. Roland Schmid am Institut für Mikrobiologie der Universität Osnabrück durchgeführt.
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