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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Anmeldung betrifft gereinigte Proteine, rekombinante DNA-Sequenzen, damit trans-
formierte Wirte und Verfahren zur Herstellung von koffeinfreien Getranken und Nahrungsmittelprodukten. Ins-
besondere betrifft die vorliegende Anmeldung gereinigte Proteine und rekombinante DNA-Sequenzen, die die
Expression von Koffein in Kaffeepflanzen und in daraus geernteten Frichten unterdriicken. Die Erfindung er-
gibt stabile Linien von koffeinfreien Kaffeepflanzen, deren Friichte nach dem Résten und Mahlen zur Herstel-
lung von koffeinfreiem Kaffee verwendet werden kdnnen. Es wird erwartet, dass die Erfindung zur Unterdri-
ckung der Koffeinsynthese in Tee (Camellia sinensis) und Cola (Cola acuminata) sowie von verwandten Alka-
loiden in Schokolade (Theobroma cacao) verwendet werden kann.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Kaffee wird aus den gerdsteten Kaffeebohnen der Pflanzen des Genus Coffea und im Allgemeinen der
Spezies C. arabica hergestellt. Kaffeepflanzen produzieren das Alkaloid Koffein, das in den getrockneten
Frichten, den Kaffeebohnen, vorkommt. Da viele Kaffeetrinker lieber Kaffee ohne Koffein trinken, wurden eine
Reihe von Verfahren entwickelt, um Koffein aus Kaffeebohnen zu entfernen. Diese Verfahren fiihren alle dazu,
dass auler Koffein auch andere Substanzen aus den Bohnen entfernt werden, wodurch der Geschmack des
aus den behandelten Bohnen gebrihten Kaffees beeintrachtigt wird. Es gibt zwar einige natlrlich vorkommen-
de koffeinfreie Kaffeesorten und verwandte Arten (Mascarocoffea spp. und Coffea bengalensis), aber diese ha-
ben keinen kommerziellen Wert. (Charrier und Berthaud, ,Variation of Caffeine Content In The Coffea Genus",
Cafe Cacao The, 14:251-264 (1975)). Demnach besteht ein Bedarf nach einem Verfahren zur Herstellung von
entkoffeinierten Kaffeebohnen, das nicht zur Entfernung von anderen Substanzen aulRer Koffein aus den Boh-
nen fihrt.

[0003] Koffein ist ein natlirlich vorkommendes Purinalkaloid, das unter anderem von Kaffee- und Teepflanzen
produziert wird. Es wird angenommen, dass die Koffeinsynthese die Pflanzen vor Insekten schiitzt. Kaffee-
pflanzen synthetisieren Koffein aus dem Nucleosid Xanthosin in vier sequentiellen Reaktionen wie in Eig. 1 ge-
zeigt. Eine Ubersicht findet sich in Suzuki, T., Ashihara, H. und Waller, G.R., Phytochemistry 31:2575 (1992).
Der erste Schritt auf diesem Pfad ist die Methylierung des Nucleosids Xanthosin durch S-Adenosylmethionin,
das von dem Enzym Xanthosin N’ Methyltransferase (XMT) katalysiert wird. Das Produkt, 7-Methylxanthosin,
wird zu 7-Methylxanthin hydrolysiert (eine Ribose wird entfernt) und wird weiter zu Theobromin und Koffein me-
thyliert. Es ist davon auszugehen, dass eine Unterbrechung dieser Reihenfolge von synthetischen Reaktionen
die Koffeinsynthese blockieren wirde.

[0004] Demnach besteht eine Strategie zur selektiven Eliminierung von Koffein aus Kaffeepflanzen darin, die
Synthese spezifischer Enzyme in einem Pfad fir die Koffeinbiosynthese zu verhindern. In einer Ausfuhrungs-
form betrifft die vorliegende Erfindung die genetische Veranderung von Kaffeepflanzen zur Eliminierung der
Synthese von XMT. In der zurzeit bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Synthese von XMT durch Transfor-
mation der Kaffeepflanzen mit einer DNA-Sequenz unterdrickt, die bei Transkription fir eine im Gegensinn zur
mRNA, die bei Expression fir XMT kodiert, stehenden Boten-RNA (mRNA) kodiert. Die Erfindung kann so ver-
allgemeinert werden, dass andere koffeinfreie Getranke oder Nahrungsmittelprodukte, einschlie3lich Tee, Ka-
kao und andere Getranke oder Nahrungsmittel auf Schokoladenbasis hergestellt werden kénnen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0005] Gereinigte Proteine, DNA-Sequenzen, die bei Expression daflr kodieren, und rekombinante DNA-Mo-
lekiile, einschlieRlich damit transformierte Wirte, zur Transformation von Kaffeepflanzen zur Unterdriickung der
Expression von Koffein. Die DNA-Sequenzen und rekombinanten DNA-Molekile sind dadurch gekennzeich-
net, dass sie bei Expression fiir ein Enzym, Xanthosin N’ Methyltransferase (XMT) kodieren; dies ist der erste
Schritt auf dem Weg zur Koffeinsynthese in Kaffee. Die Grundsequenz dieser DNA und die vorhergesagte Ami-
nosaurensequenz von XMT werden bereitgestellt.

[0006] Kaffeepflanzen werden mit DNA-Molekiilen transformiert, die bei Transkription fiir mRNA kodieren, die
gegensinnig (antisense) zur mRNA vorliegt, die bei Expression fir mindestens ein Enzym auf dem Weg zur
Koffeinbiosynthese kodiert. Die gegensinnige RNA bindet an XMT mRNA und inaktiviert so die mRNA, die den
ersten Schritt auf dem Weg zur Koffeinsynthese kodiert. Als Ergebnis kénnen die transformierten Pflanzen
nicht mehr Koffein synthetisieren, aber andere Aspekte ihres Stoffwechsels bleiben unbeeinflusst.
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KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0007] Fig. 1 ist eine schematische Zeichnung des Wegs zur Koffeinsynthese in Coffea arabica.

[0008] Fig. 2 ist ein Foto eines mit Silber angefarbten SDS PAGE Gels von gereinigter Xanthosin-N"-methyl-
transferase.

[0009] Fig. 3 ist eine densitometrische Darstellung der Elution tryptischer Fragmente von gereinigter Xantho-
sin-N"-methyltransferase nach HPLC-Trennung.

[0010] Fig. 4 ist eine Beschreibung der Oligonucleotid-Primer, die fir die Durchsuchung der cDNA-Bank-cD-
NA, die fir Xanthosin-N’-methyltransferase kodiert, verwendet wurden.

[0011] Fig. 5 ist die Grundsequenz der cDNA, die flr Xanthosin-N’-methyltransferase kodiert.
[0012] Fig. 6 mit der vorhergesagten Aminosauresequenz von Xanthosin-N"-methyltransferase.
DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0013] Zum vollstandigen Verstandnis der hierin beschriebenen Erfindung dient die nachfolgende detaillierte
Beschreibung. In der Beschreibung werden folgende Begriffe verwendet:

Nucleotid — Eine monomere Einheit von DNA oder RNA aus einem Zuckerteil (Pentose), einem Phosphat und
einer nitrogenen heterocyclischen Base. Die Base ist mit dem Zuckerteil Gber den glykosidische Kohlenstoff
(1" Kohlenstoff von Pentose) verbunden und diese Kombination aus Base und Zucker wird Nucleotid genannt.
Die Base charakterisiert das Nucleotid. Die vier DNA-Basen sind Adenin (,A"), Guanin (,G"), Cytosin (,C") und
Thymin (,T"). Die vier RNA-Basen sind A, G, C und Uracil (,U").

DNA-Sequenz - Eine lineare Anordnung von Nucleotiden, die durch Phosphodiesterbindungen zwischen den
3'und 5' Kohlenstoffen benachbarter Pentosen miteinander verbunden sind.

Codon - Eine DNA-Sequenz aus drei Nucleotiden (ein Triplett), die durch mRNA eine Aminosaure kodiert, ein
Translationsstartsignal oder ein Translationsterminationssignal. Die Nucleotidtripletts TTA, TTG, CTT, CTC,
CTA und CTG kodieren beispielsweise flir die Aminosaure Leucin (,Leu"), TAG, TAA und TGA sind Translati-
onsterminationssignale und ATG ist ein Translationsstartsignal, das auch die Aminosaure Methionin (,MET")
kodiert.

Polypeptid — Eine lineare Anordnung von Aminosauren, die tUber Peptidbindungen zwischen den Amino- und
Carboxygruppen benachbarter Aminosauren miteinander verbunden sind.

Genom - Die gesamte DNA einer Zelle oder eines Virus. Sie umfasst unter anderem das strukturelle Gen, das
fur die Polypeptide der Substanz kodiert, sowie Promotor-, Transkriptions- und Translationseinleitungs- und
-terminationsstellen.

Gen - Eine DNA-Sequenz, die durch ihre Template- oder Boten-RNA (,mRNA") eine Aminosauresequenz ko-
diert, die fur ein spezifisches Polypeptid charakteristisch ist.

Transkription — Das Verfahren der Herstellung von mRNA aus einem Gen oder einer DNA-Sequenz.
Translation — Das Verfahren der Herstellung eines Polypeptids aus mRNA.

Expression — Das Verfahren, dem ein Gen oder eine DNA-Sequenz unterworfen wird, um ein Polypeptid her-
zustellen. Es ist eine Kombination aus Transkription und Translation.

Plasmid — Eine nichtchromosomale doppelstrangige DNA-Sequenz mit einem intakten ,Replikon", so dass das
Plasmid in einer Wirtszelle repliziert wird. Wenn das Plasmid in einen einzelligen Organismus gebracht wird,
kdnnen die Eigenschaften dieses Organismus durch die DNA des Plasmids verandert oder transformiert wer-
den. Ein Plasmid, das das Gen fir Tetracyclinresistenz (TETR) tragt, transformiert beispielsweise eine Zelle,
die zuvor fur Tetracyclin empfindlich war, in eine Zelle, die dagegen resistent ist. Eine Zelle, die durch ein Plas-
mid transformiert wird, nennt man eine , Transformante”.

Phage oder Bakteriophage — Bakterienviren, von denen viele aus DNA-Sequenzen bestehen, die in einer
Proteinhulle oder einem Proteinmantel verkapselt sind (,Kapsid").

Klonvehikel — Plasmid, Phagen-DNA, Kosmid oder andere DNA-Sequenz, die in einer Wirtszelle replizieren
kann, gekennzeichnet durch ein oder wenige Endonuklease-Erkennungsstellen, an denen solche DNA-Se-
quenzen auf vorbestimmbare Weise ausgeschnitten werden kénnen, ohne Verlust einer wesentlichen biologi-
schen Funktion der DNA, z.B. Replikation, Produktion von Mantelproteinen oder Verlust von Promotor- oder
Bindungsstellen, und die einen Marker enthalt, der zur Identifizierung von transformierten Zellen, z.B. Tetracy-
clinresistenz oder Ampicillinresistenz verwendet werden kann. Ein Klonvehikel wird haufig als Vektor bezeich-
net.

Klonen — Verfahren der Gewinnung einer Population von Organismen oder DNA-Sequenzen aus einem sol-
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chen Organismus oder einer solchen Sequenz durch asexuelle Reproduktion.

Rekombinantes DNA-Molekul oder Hybrid-DNA — Ein Molekil aus Segmenten von DNA unterschiedlicher Ge-
nome, die auf der AulRenseite von lebenden Zellen Ende an Ende verbunden wurden und die in lebenden Zel-
len aufrechterhalten werden kénnen.

cDNA - Ein DNA-Strang, der einer mMRNA komplementar ist und fiir ein bestimmtes Polypeptid kodiert.

[0014] Die Strategie zur Herstellung von koffeinfreiem Kaffee kann zwar auch auf andere Enzyme auf dem
Weg zur Koffeinsynthese in Kaffee und andere Koffein produzierenden Pflanzen verallgemeinert werden, aber
in der zurzeit bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Expression des ersten einzig-
artigen Enzyms auf diesem Weg, Xanthosin-N"-Methyltransferase (XMT) unterdriickt. Die Rolle von XMT in der
Koffeinsynthese wurde zwar durch radioaktive Markierung von Vorlaufern aufgeklart, aber bis heute wurde das
Enzym noch nicht gereinigt und seine Aminosauresequenz wurde noch nicht bestimmt. Diese Erfindung um-
fasst daher im Wesentlichen gereinigtes XMT. Die Erfindung umfasst ferner die Aminosauresequenz von tryp-
tischen Fragmenten, die aus dem gereinigten XMT isoliert wurden.

[0015] CDNA-Sonden auf Basis von Teilen der Aminosauresequenz, die aus Proben des gereinigten Enzyms
gewonnen wurden, wurden synthetisiert und ein Teil des Gens wurde mit PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden durch Screenen einer cDNA-Bank verwendet, die aus mRNA von jungen Blattern synthetisiert wurde,
um fir XMT kodierende Transkripte zu identifizieren. Die positiven Transkripte wurden sequenziert und ca.
90% des fiir XMT kodierenden Gens wurden erhalten.

[0016] DNA, die bei Expression fir XMT kodiert, wird in einen pBI-121-Transformationsvektor eingebaut, der
ein Kanamycin-Resistenzgen enthalt. Der erfolgreiche Einbau des Vektors in die Pflanzenzellen wird durch Er-
fassung von antibiotischer Resistenz Uberwacht. Die Konstrukte werden zur Transformation von somatischen
Kaffee-Embryos in Gewebekulturen verwendet. Die transformierten Embryos wachsen anschlieRend zu neuen
Kaffeepflanzen heran, die kein Koffein produzieren. Naturlich entkoffeinierter Kaffee wird aus den gerdsteten
und gemahlenen Frichten dieser neuen Pflanzen hergestellt.

[0017] Insbesondere wurde frisches Blattgewebe von jungen Blattern von C. arabica mazeriert und das Pro-
tein daraus extrahiert. Sdulengereinigte Extrakte wurden durch Uberwachung der Methylierung von Xanthosin
mit C**-markiertem S-Adenosylmethionin als Substrat auf enzymatische Aktivitat untersucht. Das Reaktions-
produkt wurde durch Vergleich der Migration des markierten Reaktionsprodukts mit der Migration von 3-Me-
thylxanthin, 7-Methylxanthin, 8-Methylxanthin, 7-Methylxanthosin, Xanthin und Xanthosin in jeweils vier ver-
schiedenen Chromatographiesystemen als 7-Methylxanthosin bestatigt.

[0018] Die Reinheit der Proteinisolate wurde mit SDS PAGE Elektrophorese und zweidimensionaler Gelelek-
trophorese bestimmt. Anfarbung der eindimensionalen SDS PAGE Gels mit Silber zeigte die Anwesenheit ei-
nes Dupletts mit der enzymatischen Aktivitat von XMT und einem Molekulargewicht von 36-37 kiloDalton (kD)
wie in Fig. 2 gezeigt. Jedes Protein wurde durch isoelektrische Fokussierung weiter aufgelést. Die Daten wei-
sen auf das Vorliegen von Isozymen von XMT hin, die das Resultat einer posttranslationalen Modifikation des
Proteins sein kdnnen; alternativ kann es eine Genfamilie geben, die fur XMT-Enzyme kodiert.

[0019] Das auf SDS PAGE Gels visualisierte Duplett wurde fir die Proteinsequenzierung verwendet. Gerei-
nigtes XMT wurde partiell tryptisch aufgeschlossen, um Fragmente zur weiteren Analyse zu erhalten; drei
Peaks wurden mit HPLC aufgeldst. Die Sequenzierung erfolgte durch das Protein Structure Laboratory der
Universitat von Kalifornien, Davis, unter Verwendung von automatischer Edman Degradierung. (Edman, P. und
Begg, G., Eur. J. Biochem. 1:80). Zwei einzigartige Sequenzen wurden aufgelést und zur Herstellung von Pri-
mern fur die Sondensynthese verwendet. RNA wurde aus Kaffeeblattern extrahiert. mMRNA enthaltende Poly
(A+)Sequenzen wurden daraus gereinigt. Eine cDNA-Bank wurde mit Reverse-Transkriptase aus der Poly (A+)
mRNA hergestellt. Doppelstrangige DNA wurde mit DNA Polymerase | hergestellt und durch Prazipitation wie-
dergewonnen. Die cDNA wurde fraktioniert und in den Phagen zur Amplifikation eingefugt. Die cDNA-Bank
wurde mit einer PCR-synthetisierten Sonde durchsucht, die mit Primern auf Basis der von der Aminosaurese-
quenz des gereinigten XMT erwarteten DNA-Sequenz hergestellt wurde. Ein Klon, der eine cDNA produziert,
die alle fur XMT kodierenden Sequenzen enthalt, wurde identifiziert.

[0020] Die cDNA, die dem fur XMT kodierenden Gen entspricht, wird zur Transformation von embryonischen
Kaffeepflanzen verwendet. Das Plasmid-pBI-121 wird als Transformationsvektor verwendet. Die der DNA, die
bei Expression fur XMT kodiert, entsprechenden Sequenzen werden in umgedrehter Orientierung neben ei-
nem Blumenkohl-Mosaikvirus-35S-Promotor in das Plasmid eingefligt. Daraus transkribierte RNA ist komple-
mentar zur mRNA, die fur die Aminosauresequenz von XMT kodiert. Vollstandige Konstrukte werden in Bak-
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terienwirten amplifiziert. Die Wirte werden aufgebrochen und der amplifizierte Vektor wird an kolloidale Goldp-
artikel angeheftet. Die Goldpartikel mit den anhangenden Vektoren werden in Kaffeepflanzenprotoplasten ein-
geflgt, indem die Partikel bei hoher Geschwindigkeit wie in US Patent 5.107.065 beschrieben an die Zellen
geschleudert werden. Erfolgreich transformierte Jungpflanzen werden durch antibiotische Resistenz identifi-
ziert. Die transformierten Pflanzen produzieren kein Koffein.

BEISPIELE
A. Reinigung von Xanthosin-N’-Methyltransferase aus C. arabica L. cv Kaffeeblattern aus Guatemala.

[0021] Junges Blattgewebe mit einer Lange von unter 5 mm (entsprechend dem Stadium B3 (Frischknecht,
P.M., Ulmer-Dufek, J. und Baumann, T.W. (1986) Phytochemistry 25:613) wurde von Baumen gesammelt, die
in der University of Hawaii Waimanalao Research Station, Oahu, Hawaii, geziichtet wurden. Die Blatter wurden
sofort in flissigen Stickstoff (flissigen N,) eingetaucht und bis zur Verwendung bei —70°C aufbewahrt. Alle an-
schlieRenden Verfahren wurden bei 4°C durchgeflhrt, sofern nichts anderes angegeben ist. Blattgewebe (150
g) wurde in einem Mdrser mit Pistill unter flissigem N, mazeriert und im noch gefrorenen Zustand in eine vor-
gekuhlte Haushaltskaffeemuhle Gberfihrt und mit einem kleinen Stiick Trockeneis ca. 20 Sekunden gemahlen.
Das Gewebepulver wurde in einen Becher mit 1,5 | eiskaltem 80%igen Aceton, 5 mM Thioharnstoff und 12,5
mM B-Mercaptoethanol gegeben. Nach dem Mischen auf einem Magnetrihrer fur 45 Minuten wurde das Ge-
webe durch Filtration unter Vakuum in einem Buchner-Trichter mit Whatman Nr. 1 Filterpapier zurtickgewon-
nen. Das Gewebe wurde mit 2,5 | 80%igem eiskaltem Aceton gewaschen, das wie oben Thioharnstoff und
B-Mercaptoethanol enthielt, 20 Minuten an der Luft getrocknet und dann 48 Stunden gefriergetrocknet.

[0022] Das resultierende Acetonpulver wurde in einem Mischer mit 400 ml Extraktionspuffer (EB) (0,1 M PI-
PES [pH 7,0], 0,5 mM Na,EDTA, 0,5 mM Na,EGTA, 5% Ascorbinsaure, 5 mM Dithiotreitol [DTT], 5 mM Thio-
harnstoff, 12 mM L-Cystein-HCI, 1 % Polyethylenglykol (PEG) 20.000, 0.1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
[PMSF] und 20 g Polyvinyl-polypyrrolidon [PVPP]) homogenisiert. Die Aufschlammung wurde 10 Minuten bei
mittlerer Geschwindigkeit homogenisiert und dann in 250 ml Zentrifugenflaschen Uberfihrt und bei 23.000 x g
30 Minuten in einem GSA (Dupont-Sorvall) Rotor zentrifugiert.

[0023] Der erhaltene rohe Uberstand von 350 ml wurde tiber 30 Minuten durch langsames Hinzufiigen von
79,86 g AS Pulver unter Ruhren in einem Becher, der von einem Eisbad umgeben war, auf 40% Ammonium-
sulfat (AS) Sattigung gebracht. Das Gemisch wurde erneut in 250 ml Zentrifugenflaschen Uberflihrt und bei
23.000 x g 30 Minuten wie oben beschrieben zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand von 350 ml wurde in eine
40 ml Macro-Pep (Bio-Rad) Methyl hydrophobische Interaktionschromatographie (HIC) Saule bei einer Fliel3-
geschwindigkeit von 2,5 ml/Minute geladen. Alle Saulenfraktionen wurden mit Absorption bei 280 nm auf Pro-
tein Uberwacht. Die HIC-Saule wurde mit Pra-Aquilibrierungspuffer gewaschen, der 1,7 M AS, 20 mM
bis-tris-Propan (pH 6,8) und 5 mM DTT enthielt, bis eine Grundlinie in der Nahe von Null erreicht wurde. Die
Sé&ule wurde dann mit einem Puffer gestrippt, der 10 mM tris (pH 7,0), 5 mM DTT, 1 mM MgCl, enthielt. Die
ersten 15 ml aus der Saule wurden verworfen und das verbleibende Eluat (200 ml) wurde unter Schwerkraft in
eine 100 ml Affi-Gel blaue Affinitatsgel (100-200 Mesh, Bio-Rad) Saule geladen, bei der der Farbstoff Cibacron
blue F3Ga kovalent an der Matrix befestigt war. Das Gel wurde mit 10-mM tris (pH 7,0), 5 mM DTT, 1 MgCl,
Ladepuffer voraquilibriert. Die Saule wurde grindlich mit diesem Ladepuffer gewaschen, bis sich die Grundlinie
bei Null stabilisierte, und die gebundenen Proteine wurden mit einem Puffer eluiert, der 10 mM tris (pH 7,0), 5
mM DTT und 1,5 M Natriumchlorid (NaCl) enthielt.

[0024] Das Eluat (142 ml) der Affi-Gel Blue Gel Saule wurde durch langsames Hinzufiigen von 31,8 g AS Pul-
ver unter Ruhren fur 30 Minuten in einem Becher, der von einem Eisbad umgeben war, 1,7 M AS gemacht. Die
Anschlammung wurde in 250 ml Zentrifugenflaschen wie oben beschrieben 30 Minuten bei 23.000 x g zentri-
fugiert und der Uberstand wurde in eine FPLC Phenyl-Sepharose Saule XK 26/20 (Pharmacia) bei 23°C gela-
den. Die Saule wurde mit einem Puffer voraquilibriert, der 20 mM tris-Propan (pH 6,8), 5 mM DTT und 1,7 M
AS enthielt. Wenn sich eine Grundlinie in der Nahe von Null einstellte, wurden die Proteine aus der Saule in
einem 40 Min umgekehrten Gefalle von 1,7 M AS bis 0 M AS bei einer FlieRgeschwindigkeit von 5 ml/Minuten
eluiert, wobei 1 Min Fraktionen gesammelt wurden. Der 0 M AS Elutionspuffer enthielt 10 mM tris (pH 7,0), 5
mM DTT und 1 mM MgCl,.

[0025] Aktivitatsassays an den gesammelten Fraktionen wiesen darauf hin, dass der grof3te Teil der enzyma-
tischen Aktivitat fiir Xanthosin-N’-Methyltransferase in den Fraktionen 49 bis 54 konzentriert war. Diese Frak-
tionen wurden in ein Endvolumen von 30 ml zusammengefasst und dann in eine 6 ml ATP-Agarose Saule (Sig-
ma Chemicals, A2767) durch Schwerkraft bei 4°C geladen. Die Sdule wurde mit 10 mM tris (pH 7,0), 5 mM
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DTT und 1 mM MgCl, voraquilibriert. Nach Stabilisierung der Grundlinie wurde die Saule mit 20 ml Pra-Aquili-
brierungspuffer mit 100 uM Xanthosin gestrippt und mit weiteren 40 ml Pra-Aquilibrierungspuffer gewaschen.
Beide Sauleneluate wurden zusammengefasst und in eine Mono-P HR 5/20 FPLC (Pharmacia) Saule geladen,
die mit 25 mM bis-tris (pH 6,0) und 9% Betain bei 23°C voraquilibriert war. Nach Stabilisierung der Grundlinie
wurde die Sdule mit 100 ml Polypuffer 74 (10 ml:90 ml H,O, v:v) (pH 4,0) (Pharmacia) und 9% Betain bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/Minute eluiert. Die Sammelréhrchen enthielten 100 pl 0,5 M Tricin-Puffer (pH
7,0) und 50 mM DTT zu einer Endkonzentration von 1 ml 50 mM Tricin (pH 7,0) und 5 mM DTT in 1 Min-Frak-
tionen. Dadurch wurden die endgiiltigen pH-Bedingungen fiir die unter leicht saurem pH aus der Mono-P Saule
eluierten Proteine stabilisiert. Die Hauptaktivitat fiir Xanthosin-N’-Methyltransferase in Sammelréhrchen ohne
Tricin wurde in Fraktionen 15 und 16 des aus der Saule eluierenden Gradienten mit einem pH von 5,42 bzw.
5,35 gefunden. Es war wichtig, die Proteinproben zu keinem Zeitpunkt der Reinigung einzufrieren, weil dies
eine erhebliche negative Auswirkung auf den Aktivitatszustand der Xanthosin-N"-Methyltransferase hatte.

B. Untersuchung der Enzymaktivitat

[0026] Das 100 pl Standardassaygemisch enthielt 50 mM Tricin (pH 7,0), 1200 uM Xanthosin, 5 mM DTT, 7,5
pM S-Adenosyl-L-[methyl-"*C]-methionin (SAM) (60 mCi/mmol; DuPont NEN) und 1 mM Na,EDTA. Das Reak-
tionsgemisch (50 pl ohne Enzym) wurde 10 Minuten bei 25°C vorinkubiert und die Reaktion wurde durch Hin-
zufligen von 50 pl Enzymldsung eingeleitet und bei 25°C 1 Stunde laufen gelassen. Am Ende der Inkubations-
zeit wurden 30 pl Aliquote der Reaktion enthommen und durch Hinzufigen von 8 pl 0,6 M Perchlorsaure
(HCIO,) beendet. Der gleiche Vorgang erfolgte fur Nullzeitkontrollen zum Nachweis echter Enzymaktivitat. Die-
ses Gemisch wurde 5 Minuten in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert und 19 ul des Uberstands wurde mit 1,0 pl
33 mM 7-Methyl-Xanthosin gemischt. Diese Gemische wurden auf Whatman Nr. 1 Chromatographiepapier an-
gefleckt und mit n-Butanol-Essigséaure-H,O (n-BuOH-HOAc-H,0) (4:1:1) entwickelt. Die Position von 7-Methyl-
xanthosin wurde anhand seiner blauen Fluoreszenz bei Exposition gegeniber kurzwelligem UV-Licht be-
stimmt. Diese Region wurde aus den Chromatogrammen geschnitten und die Radioaktivitat wurde durch Szin-
tillationszahlung mit 3 mL Scinti-verse Szintillationsflissigkeit (Fisher Scientific) bestimmt. Die Zahleffizienz be-
trug 74,7%. Hintergrundstrahlung und unspezifische Strahlung, die in der 7-Methylxanthosin-Region der Null-
zeitproben festgestellt wurde, wurde subtrahiert.

C. Identifikation des Reaktionsprodukts.

[0027] Die Methylierungsstelle auf dem Xanthinring wurde durch Hydrolyse des Zuckers aus dem methylier-
ten Xanthosin-Reaktionsprodukt und Trennung in 4 verschiedenen Chromatographiesystemen identifiziert.
Das Produkt aus zwei 100 pl Reaktionen, die wie oben beschrieben durchgefihrt wurden, und das 6 yl 33 mM
7-Methylxanthosin als Trager enthielt, wurde als Band am Ursprung eines Whatman Nr.1 Papierchromato-
gramms aufgetragen. Das Chromatogramm wurde in n-BuOH-HOAc-H,O (4:1:1) entwickelt. Die Region des
Chromatogramms, die dem methylierten Xanthosin entsprach, wurde wie oben nachgewiesen, in kleine Stlicke
geschnitten, in ein steriles Réhrchen gelegt und mit 35 ml entionisiertem Wasser bei 37°C unter Schitteln tber
Nacht inkubiert. Der Extrakt wurde durch 2 Schichten Miracloth und dann durch einen 0,22 pum Filter filtriert und
anschlieend lyophilisiert. Der getrocknete Extrakt wurde in 1,0 ml entionisiertem Wasser resuspendiert, in
eine Glasaufschlussampulle verbracht und gefriergetrocknet. Die Probe wurde in 400 pl 1,0 M HCI resuspen-
diert und 1 Stunde bei 100°C inkubiert. Das Aufschlussprodukt wurde lyophilisiert, in 400 pyl 3 mM 7-Methyl-
xanthin resuspendiert und erneut gefriergetrocknet. Das Aufschlussprodukt wurde in 40 pul entionisiertem Was-
ser resuspendiert und 10 pl wurde in jeweils einem von vier verschiedenen Systemen chromatographiert.
1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, 8-Methylxanthin, 7-Methylxanthosin, Xanthin und Xantho-
sin wurde auf jedem Chromatogramm zum Vergleich aufgenommen. Die folgenden Chromatographiesysteme
wurden verwendet: Whatman Nr. 1 Papier, entwickelt in n-BuOH-HOAc-H,O (4:1:1) und C8 Diinnschichtplatten
(Whatman KC18F), entwickelt entweder in Isoamylalkohol-H,O-Acetonitril (41:4:5), Ethanol-H,0O (4:1) oder
tert-BuOH-HOAc-H,O (4:1:1). Nach dem Trocknen wurden die Chromatogramme mit En*Hance (Dupont NEN)
bespruht, erneut getrocknet und 30 Tage vorbelichtetem Fuji RX;., Rdntgenfilm bei —70°C ausgesetzt.

D. Identifikation von Proteinen durch Gelelektrophorese.

[0028] Wie oben erhaltene Extrakte wurden in eindimensionalen (1D) SDS-PAGE Minigels (Hauptgel: 12,5%
Acrylamid, 0,8% Methylenbisacrylamid; Stapelgel: 7,5% Acrylamid, 0,21 % Methylenbisacrylamid) durch Mi-
schen mit Laemmli Probenpuffer (Laemmli, UK, Nature 227:680 (1970)) und in zweidimensionalen (2D) Mini
IEF/SDS-PAGE nach der modifizierten Methode von O'Farrell et al. (O'Farrell, P.Z., Goodman, H.M., O'Farrell
P.H., Cell 12:1133 (1977)) verwendet. Die zweidimensionale Elektrophorese war durch Abscheiden von Prote-
inen mit 50 Volumen von 100% Ethanol fir 1 Stunde und erneutes Auflésen der Proteine in isoelektrischem
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Fokussier (IEF)-Probenpuffer mit 5% Ampholinen (1:1, v:v, pH 3-10:pH 5-7, LKB-Pharmacia) moéglich. Das Ver-
haltnis von urspringlichem Proteinextrakt zum IEF Probenpuffer wurde bei mindestens 1:2 gehalten, um si-
cherzustellen, dass verbleibende Pufferbestandteile aus den Chromatographieschritten IEF nicht storten. Glei-
che Gesamtproteinproben (<20 ug) wurde auf das basische Ende der vorfokussierten Réhrchengels (8,8%
Acrylamid, 1,6% Methylenbisacrylamid) mit 5% Ampholinen wie oben aufgebracht. Die Gels wurden 10.000
V-Stunden plus weiteren 2 Stunden bei 1.000 V fokussiert. Blank fokussierte Gels wurden in 5 mm Abschnitte
geschnitten und in 0,5 ml 100 mM CaCl, 24 Stunden inkubiert und der pH-Wert der Segmente wurde bestimmt.
Aus dieser Analyse wurde der pH-Gradient des IEF-Gels auf einen Bereich von 4,4 bis 6,0 geschatzt.

[0029] Die Roéhrchengels wurden fiir SDS-PAGE durch eine kurze H,O-Wasche gefolgt von drei Waschen (je-
weils 10 Minuten) in heilem Laemmli Probenpuffer vorbereitet. Die Réhrchengels wurden auf die SDS-PAGE
Gels gesetzt (Hauptgel: 12,5% Acrylamid, 0,8% Methylenbisacrylamid; Stapelgel: 7,5% Acrylamid, 0,21% Me-
thylenbisacrylamid) und mit 3% Agarose in Laemmli Probenpuffer festgehalten. Proteine wurden durch Anfar-
bung mit Silber visualisiert. In 1D Gels wies die Mono-P Fraktion 16 mit der hdchsten enzymatischen Aktivitat
nur auf Anwesenheit eines Dupletts unter Silberanfarbung hin (Fig. 2). Die Molekulargewichte dieser Proteine
(kD) betrugen ca. 37,6 und 36,1 kD. In 2D Gels trennte sich jedes Gels in zwei Flecken. Der isoelektrische
Punkt (IP) des saureren Flecks hatte einen durchschnittlichen Wert Gber mehrere Gels von 5,2, wahrend der
basischere Fleck einen Wert von 5,3 aufwies. |hre Molekulargewichte lagen nun aber durchschnittlich bei 43,5
kD, wobei die oberen und untere Peptide ineinander tibergingen. Deshalb gibt es einen klaren Unterschied in
kD zwischen 1D und 2D Gels. Die dhnliche Migration aller vier Peptide in Mono-P Saulen, 1D und 2D Gels
weist darauf hin, dass es Isozyme sind, die nach der Translation modifiziert werden kénnen. Alternativ knnen
sie Produkte einer Genfamilie sein, die sich in ihrer Struktur leicht voneinander unterscheiden kénnen, wodurch
die unterschiedlichen beobachteten Isozyme entstehen.

E. Proteinsequenzierung

[0030] Die Gesamtproteinschatzung nach dem Verfahren von Lowry (Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr,
A.L. und Randall, R.J., J. Biol. Chem. 193:265 (1951)) fur Fraktion 16 von Mono-P wies darauf hin, dass in der
1 ml Fraktion insgesamt 100 ug Protein vorlag. Unsere Erfahrung hat gezeigt, dass bei diesen niedrigen Pro-
teinkonzentrationen die Lowry-Werte die tatsachlich vorliegende Menge eher tiberschatzen. Wir beschlossen,
diesen Umstand durch Verwendung eines erheblichen Teils dieser Fraktion fir die Proteinsequenzierung iber-
zukompensieren. Ein 900 pl Teil der Mono-P Fraktion 16 entsprechend 90 pg, wurde in ein steriles 1,5 ml Mi-
krozentrifugenréhrchen gelegt und 216 pl 100% Trichloressigsaure (TCA) wurden hinzugefiigt. Nach dem Mi-
schen wurde das Réhrchen auf Eis tiber Nacht inkubiert und dann in einer Mikrozentrifuge 30 Minuten bei 4°C
bei 14.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Aspiration entfernt und das Pellet wurde zweimal
mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen, wobei jeder Wasche ein Zentrifugationsschritt folgte. Das Pellet wurde
getrocknet, indem das Réhrchen in einen Speedvac gestellt und 1 Minuten unter Vakuum geschleudert wurde.
Dem Prazipitat wurde 20 pl 2 x Laemmli Probenpuffer hinzugefiigt. Es wurde dann 5 Minuten in einem Was-
serbad gekocht und 1 Minute mikrozentrifugiert. Wenn die Rohrchentemperatur auf 23°C abgekdhlt war, wurde
die gesamte Menge in eine einzelne Bahn eines 12,5% 1D Gels geladen. Am Ende der Elektrophorese wurden
die Proteine visualisiert, indem mit 0,1% Coomassie R-250 in wassrigem 50%igem Methanol und 10% Essig-
saure (w:v:v) angefarbt und dann entfarbt wurde. Das gleiche Duplett von 37,6 und 36,1 kD, das in mit Silber
angefarbten Gels beobachtet wurde, war auch in den mit Coomassie angefarbten Gels sichtbar. Die Region
des Gels, die dieses Duplett enthielt, wurde ausgeschnitten und fir die Proteinsequenzierung mit automati-
scher Edman Degradierung verwendet.

[0031] Die Sequenzierung erfolgte mit dem Standardprotokoll des Protein Structure Laboratory der Universi-
tat von Kalifornien, Davis. Das das Duplett enthaltende Gelstiick wurde 4 Mal mit je 15 ml H,O durch vorsich-
tiges Schwenken fur 15 Minuten gewaschen, um die Essigsaure und SDS aus den vorherigen Schritten zu ent-
fernen. Das Gelstick wurde mit einer Rasierklinge in 2 mm gro3e Quadrate geschnitten und in ein 1,5 ml Mi-
krozentrifugenréhrchen Uberfihrt. Die Gelstiicke wurden 2 Stunden in einem Speed-Vac dehydriert, bis sie
nicht mehr am Réhrchen anhafteten. Als nachstes wurden 30 pl des Gelrehydrierungspuffers (0,1 M tri-HCI,
pH 9,0, 0,05% SDS) hinzugefiigt und der pH von 8,0 wurde durch Auftupfen von 0,5 pl auf pH-Papier Uberprift.
Das Aufschlussenzym Lys-C (0,2 pg) von Achromobacter lyticus (Wako) wurde hinzugefiigt sowie zusatzlicher
Rehydrierungspuffer, um die Gelstlicke vollstandig zu hydrieren und etwas Extrapuffer zuriickzulassen. Das
Gemisch wurde liber Nacht bei 30°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Uberstand in eine frische sterile
Mikrozentrifuge uberflhrt und gelagert. Es wurde so viel Wasser zugefuigt, dass die Gelstlicke bedeckt waren,
und diese wurden weitere 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und in derselben Mikro-
zentrifuge wie zuvor aufbewahrt. Dieser Wascheschritt wurde noch einmal wiederholt, wobei die Ubersténde
mit den vorherigen zwei Waschen kombiniert wurden. Die Gelstiicke wurden dann mit einer Lésung aus 0,1%
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Trifluoressigsaure (TFA) in 80% Acetonitril bedeckt und 1 Stunde bei 30°C inkubiert. Der Uberstand wurde ge-
sammelt und dem Réhrchen mit allen vorherigen Uberstanden zugefuigt. Die letzte Wasche wurde noch einmal
wiederholt und die zusammengefassten Uberstédnde wurden in einem Speed-vac getrocknet.

[0032] Die getrockneten tryptischen Aufschlussprodukte wurden in 25 pl 6 M Guanidin-HCI, 0,4 M tris (pH 8,2)
gel6st und der pH wurde durch Auftupfen von 0,5 ul auf pH-Papier tberpruft. Ein yl 450 mM DTT wurde zuge-
fugt und das Aufschlussprodukt wurde 45 Minuten bei 50°C inkubiert. Nach dem Abkulhlen auf Raumtempera-
tur wurden 2 pl 500 mM lodoacetamid zugefligt und weitere 15 Minuten bei 23°C inkubiert. Am Ende dieser
Inkubation wurden 72 pl Wasser bis zu einer Endkonzentration von 1,5 M Guanidin und 0,1 M Tris zugefugt.
Die Probe wurde dann 5 Minuten bei 14.000 U/Min in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert und der Uberstand
wurde sorgfaltig in ein neues Mikrozentrifugenréhrchen Uberflihrt. Dem abgeschiedenen Pellet wurden 25 pi
0,1 % TFA zugefiigt und gewirbelt. Das Réhrchen wurde dann wie zuvor erneut zentrifugiert und der Uberstand
wurde dem des vorherigen Schritts zugefiigt.

[0033] Die Spaltfragmente des tryptischen Aufschlusses wurden durch kapillare Hochdruckflissigkeitschro-
matographie (HPLC) in einer C18 1 mm x 10 cm Saule unter Verwendung eines linearen Gradienten tber 90
Minuten von 5% Lésungsmittel A (0,1% TFA) auf 70% Lésungsmittel B (0,075% Acetonitril) bei einer FlieRge-
schwindigkeit von 100 pl pro Minute geldst. Der UV-Nachweis wurde auf 210 nm gestellt, wobei die Skala von
0 bis 0,1 A reichte. Die Wiedergewinnung einzelner Peaks wies auf die Anwesenheit von mehreren eindeutigen
Peptiden wie in Fig. 3 gezeigt hin. Als Kontrolle wurde ein Teil des urspriinglichen BDS-PAGE Gels, das kein
Protein enthielt, durch den Aufschlussprozess geflhrt. Die in Fig. 3 gezeigten gefilllten Peaks waren zwischen
dieser Kontrolle und der Probe haufig. Die 3 Peaks A, B und C wurden einer automatischen Edman Degradie-
rung unterworfen. Zwei der Peaks (A und B) ergaben Uberlappende einzigartige Sequenzen, die dasselbe Pro-
teinfragment darstellten (Fig. 2, Fragmente A und B). Der dritte Peak (C) ergab eine andere einzigartige Se-
quenz (Eig. 2, Fragment C).

F. Synthese von Oligonucleotid-DNA-Primern fir Xanthosin-N’-Methyltransferase.

[0034] Die chemische Synthese von 20 mer Primern fur die beiden Aminosauresequenzen, die durch die Auf-
schlussfragmente von Xanthosin-N’-Methyltransferase erhalten wurden, erfolgte durch The Midland Certified
Reagent Company. Regionen der ausgewahlten Fragmente zeigten minimale Nukleinsaure-Degeneration und
wo mdoglich wurden Aminosauren mit ausgedehnter genetischer Coderedundanz vermieden. Wenn dies nicht
moglich war, wurde mehr als ein Primer fir dasselbe Fragment synthetisiert, um alle méglichen alternativen
Codonkombinationen einzuschlief3en. Ferner synthetisierten wir Primer auch so, dass sie zum kodierenden
Strang der DNA-Sequenzen, die fir die Aminosauresequenz kodieren, komplementar waren. Nukleotid-Dege-
nerationen in der dritten Position von drei oder mehr wurden durch Verwendung von Inosin an diesen Stellen
Uberwunden. Bei zweifacher Degeneration eines Nukleotids wurden beide Nukleotide in die Primersynthese
aufgenommen (Eiq. 3).

G. Extraktion von RNA aus jungen Kaffeeblattern im Stadium B3.

[0035] Alle Gegenstande, die bei der Extraktion verwendet wurden, waren steril, RNase-frei und durch Be-
handlung mit 0,1 % DEPC Wasser hergestellt. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C durchgeflihrt, sofern
nichts anderes angegeben ist.

[0036] Junge Kaffeepflanzen im Stadium B3 wurden gesammelt und wie oben beschrieben aufbewahrt. Die
gesamte RNA wurde aus 100 g dieses jungen Blattgewebes isoliert, indem das Gewebe unter Flussigstickstoff
gemahlen und sofort in eine vorgekihlte Haushaltskaffeemuhle Gberfihrt wurde. Das Gewebe wurde zusam-
men mit einem kleinen Stiick Trockeneis zu einem Pulver gemahlen. Das Gewebe wurde dann zu 200 ml Ho-
mogenisierungspuffer aus 100 mM tris-HCI (pH 9,0), 200 mM NaCl, 15 mM Na,EDTA, 0,5% Sarcosyl und frisch
zugefiugtem 100 mM B-Mercaptoethanol hinzugefiigt. Diesem Gemisch wurden 200 ml mit Puffer aquilibriertes
Phenol und 40 ml eines Gemisches aus Chloroform:lsoamylalkohol (24:1, v:v) zugefigt. Das Gewebe wurde
dann in einem Glasbecher in einem Eisbad fiir 2 Minuten bei hoher Geschwindigkeit in einem Polytron-Homo-
genisator homogenisiert. Unmittelbar nach der Homogenisierung wurden 14 ml 3M Natriumacetat (pH 4,0) hin-
zugefligt und durch Laufenlassen des Homogenisators fiir weitere 1 Minute gemischt. Das Homogenisat wurde
dann 15 Minuten auf Eis gelagert und anschlieBend in zwei 250 ml Polypropylen-Zentrifugenréhrchen Uber-
fuhrt. Die Zentrifugation erfolgte in einem GSA (DuPont Sorvall) Rotor bei 16.000 x g fur 10 Minuten. Die wass-
rige Phase (obere Schicht) wurde in ein neues 250 ml Polypropylen-Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und ein glei-
ches Volumen Isopropanol wurde hinzugefugt.
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[0037] Dieses Gemisch wurde tber Nacht bei —20°C inkubiert und dann bei 10.000 x g fir 10 Minuten zentri-
fugiert, um die abgeschiedene RNA zu sammeln.

[0038] Das RNA Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und bei 10.000 x g 5 Minuten erneut zentri-
fugiert. Der Ethanol wurde dekantiert und das Pellet wurde unter Vakuum 5 Minuten getrocknet. Das Pellet wur-
de in 15 ml mit DEPC behandeltem Wasser resuspendiert. Die RNA-Suspension wurde in ein steriles 40 ml
Zentrifugenréhrchen mit Schraubkappe Uberfiihrt und das unlésliche Material wurde durch 5-minutige Zentri-
fugation bei 10.000 x g entfernt. Der Uberstand wurde in ein neues 40 ml Zentrifugenréhrchen mit Schraub-
kappe uberfihrt und 5 ml 8M LiCl wurde bis zu einer Endkonzentration von 2M LiCl zugefiigt. Das Réhrchen
wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert und die RNA wurde durch 10-minttige Zentrifugation bei 14.000 x g ge-
wonnen. Das RNA-Pellet wurde dann mit 70%igem Ethanol gewaschen, 5 Minuten bei 10.000 x g zentrifugiert
und kurz unter Vakuum getrocknet. Das Pellet wurde in 15 ml mit DEPC behandeltem Wasser resuspendiert
und 5 Minuten bei 10.000 x g zentrifugiert, um unlésliches Material zu entfernen. Der Uberstand wurde in vier
sterile 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen Uberfihrt und auf Eis gelagert. Die Quantifizierung von 10 pul der ge-
samten RNA-L&sung in einem Shimadzu UV 160 U Spektrophotometer in einem 230 bis 330 nm Spektrum
wies darauf hin, dass 42,8 mg RNA vorlag. Die Rhrchen mit der RNA wurden bei —=70°C aufbewahrt.

H. Reinigung von Poly (A+) mRNA aus Gesamt-RNA

[0039] Das gesamte RNA-Praparat wurde fiir Poly (A+) RNA (mRNA) mit dem PolyATtract Il mRNA Isolier-
systemkit (Promega Corporation) angereichert. Ein 600 pl Aliquot der Gesamt-RNA entsprechend 5,1 mg wur-
de einem Rohrchen aus dem oben erwahnten Kit hinzugefligt und das Endvolumen wurde mit RNase-freiem
Wasser auf 2,43 ml gebracht. Nach dem Erhitzen auf 65°C fur 10 Minuten wurden 10 pl 50 pMol/ml biotinylier-
tes Oligo(dT) und 60 pl 20 x SSC (175,3 g/l NaCL, 88,2 g/l Natriumcitrat, pH 7,0) zugefligt und das Gemisch
wurde bei Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von ca. 30 Minuten langsam abgekuhlt. Ein Aliquot der para-
magnetischen Streptavidin-Teilchen wurde 3 Mal in 0,5 x SSC (1,5 pl pro Wasche) gewaschen und in 0,5 ml
0,5 x SSC resuspendiert. Die RNA-Ldsung mit dem biotinyliertem Oligo(dT) wurde den gewaschenen parama-
gnetischen Streptavidin-Teilchen zugefligt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die pa-
ramagnetischen Teilchen und die eingefangene RNA mit einem Magneten auf der Seite des Réhrchens fest-
gehalten. Der Uberstand wurde entfernt und die Teilchen wurden vier Mal mit 0,1 x SSC gewaschen (1,5
ml/Wasche). Die mRNA wurde gewonnen, indem die Teilchen in 1,0 ml RNasefreiem Wasser resuspendiert
wurden und das Wasser entfernt wurde, wahrend die Teilchen an der Seite des Réhrchens festgehalten wur-
den. Das Wasser wurde in Portionen von jeweils 500 pl in zwei 1,5 ml sterile Mikrozentrifugationsréhrchen
Uberfuhrt. Nach Zufiigen von 1/10 des Volumens von 3M Natriumacetat (50 pl pro Réhrchen) wurde die mRNA
durch Préazipitation mit einem gleichen Volumen Isopropanol (550 pl pro Réhrchen) gewonnen. Die Réhrchen
wurden Gber Nacht bei —20°C gelagert und dann 30 Minuten bei 14.000 U/Min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 500 pl 75%igem eiskaltem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Ethanol wurde dekan-
tiert und das Pellet wurde kurz unter Vakuum getrocknet. Die mMRNA wurde in 60 pl mit DEPC behandeltem
nucleasefreiem sterilen Wasser geldst. Die Quantifizierung erfolgte an 15 pl der gelésten mRNA wie fir die
Gesamt-RNA beschrieben. Ca. 9,6 uyg mRNA wurden aus 5 mg Gesamt-RNA gewonnen.

|. Konstruktion der cDNA-Bank

[0040] Erst- und Zweitstrang-cDNA wurde mit dem ZAP-cDNA Synthesekit (Stratagene) synthetisiert. Vier pg
mRNA in 25 pl Wasser wurden 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Drei yl 100 mM Methylquecksilber wurden zuge-
figt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Vier ul 700 mM B-Mercaptoethanol wurden zugefligt und
die Inkubation wurde weitere 5 Minuten fortgesetzt. Der denaturierten mRNA wurden 5 ul 10 x Erststrang-Puf-
fer, 5yl 100 mM DTT, 3 pl Nucleotid-Gemisch (je 10 mM dATP, dGTP, TTP und 5-Methyl-dCTP), 2 ul 1,4 ug/ml
Linker-Primer, (5'GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3'), 1 ul RNase
Block und 5 pl Wasser zugefugt. Das Reaktionsgemisch wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um
den Primer an der mRNA zu befestigen, und 2,5 pl 20 p/pl M-MuLV Reverse-Transkriptase wurden zugeflgt.
Finf pl dieses Reaktionsgemisches wurden entfernt und in ein Réhrchen mit 0,5 pl 800 Ci/mMol [a-*?P]JdCTP
(DuPont NEN) tberfuhrt. Beide Reaktionen wurden 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Das radioaktiv markierte Re-
aktionsgemisch wurde fir eine spatere Gelanalyse bei —20°C eingefroren.

[0041] Dem 45 pl Reaktionsgemisch wurden 40 ul Zweitstrang-Puffer, 15 pl 100 mM DTT, 6 pl Nucleotid-Ge-
misch (10 mM dATP, dGTP, TTP und 26 mM dCTP), 268,3 ul Wasser und 2 pl 800 Ci/mmol [a-**P]dCTP hin-
zugefugt. Nach dem Mischen wurden 4,5 pl 1 p/ul RNase H und 19,2 pl 5,2 p/ul zugefigt. E. coli DNA Polyme-
rase | wurde zugefigt und die Reaktion wurde 2,5 Stunden bei 16°C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde
mit 400 pl Phenol:Chloroform (1:1) extrahiert und die Phasen wurden durch Zentrifugation getrennt. Die wass-
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rige Phase wurde in ein neues Rohrchen uberfuhrt und erneut mit Chloroform extrahiert. Die wassrige Phase
wurde wie oben gewonnen. Die Doppelstrang-cDNA wurde durch Prazipitation iber Nacht bei —20°C nach Zu-
figen von 33,3 pl 3M Natriumacetat und 867 pl 100% Ethanol gewonnen. Das Prazipitat wurde durch 60-mi-
nutige Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge bei 4°C gewonnen. Das Prazipitat wurde mit 1 yl 80%igem Etha-
nol gewaschen und durch Zentrifugation bei Raumtemperatur bei voller Geschwindigkeit in einer Mikrozentri-
fuge gewonnen. Der Uberstand wurde entfernt, das Prézipitat wurde unter Vakuum getrocknet und in 45
Wasser geldst. Drei ul der resuspendierten Doppelstrang-cDNA wurden entfernt und bis zur Analyse durch
Gelelektrophorese bei —20°C eingefroren.

[0042] Den restlichen 42 pl der Doppelstrang-cDNA wurden 5 pl 10 x Klenow Puffer (Puffer Nr. 3), 2,5 yl 2,5
mM Nucleotide (dCTP, dGTP, dATP und TTP) und 0,5 ul 5 p/ul Klenow-Fragment zugefligt. Nach 30 Minuten
bei 37°C wurden 50 ul Wasser zugefiigt und das Reaktionsgemisch wurde mit einem gleichen Volumen Phenol
: Chloroform (1:1) und dann mit Chloroform wie oben extrahiert. Nach Zugabe von 7 pl 3M Natriumacetat und
226 pl 100%igem Ethanol wurde die Doppelstrang-DNA mit stumpfem Ende durch Ausféllen durch Inkubation
auf Eis fur 30 Minuten und Mikrozentrifugation bei voller Geschwindigkeit bei 4°C fur 60 Minuten gewonnen.
Das Pellet wurde mit 300 pl 80%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert und wie oben getrocknet. Sieben pl der
0,4 pg/pl EcoRI Linker wurden der getrockneten cDNA zugefigt. Die Strukturen der EcoRI Linker sind wie folgt:
5' AATTCGGCACGAG 3'

-3'GCCGTGCTC 5'

[0043] Nach Verwirbeln zur Resuspension der cDNA wurden 1 pl 10 x Ligationspuffer, 1 yl 10 mM ATP und
1 pl 4 Weiss p/pl T4 DNA Ligase zugefiigt und das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei 8°C inkubiert. Die
Ligase wurde durch Erhitzen bei 70°C fir 30 Minuten inaktiviert. Die 5' Enden der an der cDNA anhangenden
EcoRI Linker wurden mit Polynucleotidkinase phosphoryliert. Ein pl von 10 x Puffer Nr. 3, 2 pl 10 mM ATP, 6
ml Wasser und 1 ml 10 py/ml T4 Polynucleotidkinase wurden dem Ligationsreaktionsgemisch zugefiigt. Nach
30 Minuten bei 37°C wurde das Kinasereaktionsgemisch durch Erhitzen bei 70°C fur 30 Minuten inaktiviert.

[0044] Xhol ,Klebeenden", die dem 3' Ende der mRNA entsprachen, wurden am Ende der cDNA durch Auf-
schluss der Xhol Stelle im Linker-Primer erzeugt (siehe oben). 28 pl Xhol Puffer und 3 pl 40 p/ml Xhol wurden
der cDNA zugefligt und das Reaktionsgemisch wurde 1,5 Stunden bei 37°C inkubiert. Die cDNA mit den EcoRl
Klebeenden am 5' Ende und den Xhol Klebeenden am 3' Ende (relativ zur urspriinglichen mRNA) wurde gro-
Renfraktioniert, indem sie wie folgt durch eine Sephacryl 5-400 Spinsaule gefihrt wurde. 5 pl 10 x STE (100
mM tris (ph 7.0)), 5 mM EDTA und 100 mM NaCl) wurden zugefligt und die cDNA wurde auf die Oberseite einer
1 pl Spritze mit Sephacryl S-400 aufgebracht. Ein 500 ml Mikrozentrifugenréhrchen wurden auf den Boden der
Spritze gelegt und die Saule wurde in ein Zentrifugenréhren gestellt und 2 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. 60
pl 10 x STE wurden auf die Spritze gegeben, ein neues Mikrozentrifugenréhren wurde auf den Boden gestellt
und die Saule wurde erneut wie zuvor zentrifugiert. Dieses Verfahren wurden wiederholt, bis sechs Fraktionen
gesammelt worden waren.

[0045] Ca. 10% jeder Fraktion wurden einer Elektrophorese auf einem 1% Agarosegel unterworfen, um die
GroRenverteilung der cDNA in jeder Fraktion zu bestimmen. Der Rest jeder Fraktion wurde mit einem gleichen
Volumen Phenol:Chloroform und dann Chloroform wie oben beschrieben extrahiert und dann durch Zugabe
von 2 Volumen 100% Ethanol ausgefallt. Nach Inkubation bei —20°C uber Nacht wurde die cDNA durch Zen-
trifugation bei 14.000 U/Min bei 4°C fiir 60 Minuten in einer Mikrozentrifuge gewonnen. Die cDNA wurde mit
200 pl 80%igem Ethanol wie oben beschrieben gewaschen und getrocknet. Die cDNA wurde in 5 pl Wasser
geldst und 0,5 pl Wasser wurde entnommen, um die cDNA-Konzentration fluorographisch mit einem Hoefer
TKO 100 DNA Fluorometer zu bestimmen. Die restlichen 4,5 ml von Fraktion 1, die die groften cDNA-Molekule
enthielt, enthielten ca. 304 ng cDNA.

[0046] Einhundert ng cDNA aus Fraktion 1 wurden in 1 ug Uni-Zap, einem Bakteriophagen Lambda ZAP Vek-
tor, der mit EcoRI und Xhol (Stratagene) aufgeschlossen wurde, ligiert. Fraktion 1 cDNA (2,0 ml) wurden 0,54
pl 10 x Ligationspuffer, 0,5 pyl 10mM ATP, 1 pl 1 pg/pl Uni-Zap XR Vektor und 0,5 pl 4 Weiss u/pl T4 DNA Ligase
zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde ca. 44 Stunden bei 8°C inkubiert. Ein pl Aliquot des Ligationsreakti-
onsgemisches wurde einem Aliquot des ,Freeze-Thaw" Extrakts aus dem Gigapack Il Gold Verpackungskit
(Stratagene) zugefligt. 15 pl sonischer Extrakt wurde zugefligt und der Inhalt wurde vorsichtig vermischt. Die
Verpackung erfolgte bei Raumtemperatur. Nach 2 Stunden wurden 500 yl SM Puffer (0,01 M tris-HCI pH 7,5,
0,01 M MgCl, 0,1 mM Na,EDTA) und 20 pl Chloroform dem Packreaktionsgemisch zugefiigt, Trimmer wurden
durch eine kurze Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge entfernt und die verpackten Phagen wurden bis zum
Gebrauch bei 4°C aufbewahrt.
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J. Titrierung der Primarbank.

[0047] Ein pl der 500 pl Primarbank wurde mit 9 yl SM Puffer fir eine 1/10 Verdiinnung gemischt. Mit 1 pl
dieser Verdinnung wurden 200 pul E. coli XL1-Blue MRF' Zellen, die bis zu einer Dichte entsprechend einem
AuBendurchmessery,,= 0,5 gezlichtet worden waren, infiziert. Die Zellen wurden 15 Minuten bei 37°C unter
leichtem Schiitteln inkubiert. Die infizierten Zellen wurden dann mit 2,5 ml 48°C Top Agar mit 15 ul 0,5 M IPTG
und 50 pl 250 mg/ml X-gal gemischt und auf 100 x 15 mm NZY Platten ausgestrichen (5 g/l NaCl, 2 g/l MgSO,
x 7H,0, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NZ Amin [pH 7,5] und 15 g/l Difco Agar). Die Platten wurden tber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Hintergrund-Plaques waren blau, wahrend die rekombinanten Plaques weil3 waren. Der
Durchschnitt von drei solcher Platten wies darauf hin, dass 1 pl der Primarbank 1.930 weil’e rekombinante
Plaques und 65 blaue Plaques produzierte. Die gesamte 500 pl Primarbank reprasentierte den Berechnungen
nach 965.000 rekombinante Plaques.

K. Amplifikation der Primarbank

[0048] In 20 sterile Rohrchen wurden 300 pyl E. coli XL1-Blue MRF' Zellen, die bis zu einem
AuRendurchmesser,,= 0,5 gezlichtet worden waren, zugefligt. Jedem Réhrchen wurden 12,5 pl Primarbank
und 90 yl SM Puffer zugefuigt und die Réhrchen wurden 15 Minuten bei 37°C inkubiert. 2 %2 ml 48°C Top Agar
wurden jedem Roéhrchen zugefligt und die Zellen wurden auf 100 x 15 mm NZY Platten ausgestrichen. Die
Platten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert. Funf ml SM Puffer wurden jeder Platte zugefiigt und die Platten
wurden weitere 8 Stunden bei 4°C inkubiert. Der SM Puffer wurde mit einer sterilen Pipette gesammelt und in
einem sterilen 250 ml Zentrifugenréhrchen aufbewahrt. Jede Platte wurde mit ca. 4 ml frischem SM Puffer ge-
waschen, der dem zuvor gesammelten Material zugefligt wurde. Chloroform wurde bis zu einem Endvolumen
von 5% der amplifizierten Bank zugefligt. Die Bank wurde dann 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
10 Minuten bei 2.000 x g zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand (114,5 ml) wurde ge-
wonnen und dann in eine sterile Polypropylenflasche tberfihrt. Chloroform wurde bis zu einem Endvolumen
von 0,3% zugefiigt und die amplifizierte Bank wurde bei 4°C aufbewahrt.

L. Titration der amplifizierten Bank.

[0049] Ein pl einer 107" Verdiinnung der amplifizierten Bank in SM Puffer enthielt 192 rekombinante Plaques,
wenn sie wie oben ausgestrichen wurde. Um 50.000 rekombinante Plaques zu erhalten, wurden 25 pl einer
10~ Verdlinnung verwendet, um 600 pl E. coli XL1-Blue MRF' Zellen, die bis zu einem AuRendurchmesserg,,
0,5 gezichtet worden waren, zu infizieren, die dann 15 Minuten bei 37°C inkubiert wurden. Diesen Zellen wur-
den 6,5 ml 48°C Top Agar zugefugt und die Bank wurde auf 150 x 15 mm NZY Platten ausgestrichen. Vier
solche Platten entsprechend 200.000 rekombinanten Plaques wurden hergestellt und bei 37°C Uber Nacht in-
kubiert. Die Platten wurde dann 4 Stunden bei 4°C gekuhlt und anschlief3end fir das DNA-Screening der Bank
verwendet.

M. Amplifikation mit Polymerasekettenreaktion (PCR) von Xanthosin-N’-Methyltransferase cDNA.

[0050] Die Synthese der Erststrang-cDNA erfolgte wie im Stratagene-Protokoll oben beschrieben. Die beiden
durch tryptischen Aufschluss erhaltenen einzigartigen Peptidsequenzen ermdglichten die Synthese der in
Eig. 4 gezeigten degenerierten Primer. Eine Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki, R.K., Gelfand, D.H., Stof-
fel, S., Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B. und Erlich, H.A., Science 239:487 (1988) zwischen
Paaren dieser Primer (1-6, 2-6, 3-5 oder 4-5) mit 4 ng cDNA, 1 pl 20 yM Primer, je 0,5 pl 1 mM Deoxyribonu-
cleotidtriphosphat, 1,5-mM MgCl,, 0,3 pl Tag DNA Polymerase [5.000 p/ml], 2,5 pl 10 x PCR Puffer [10 mM
tris-HCI (pH 9.0), 0.1% Triton X-100] und sterilem H,O bis zu einem Endvolumen von 25 pl wurde durchgefiihrt.
Die PCR Bedingungen waren 94°C fir 4 Minuten [1 Cyclus]; 94°C fir 1 Minute, 43°C fir 1 Minute, 72°C flr
1-Minute [35 Cyclen]; 72°C fur 5 Minuten [1 Cyclus]). Die Reaktionen erfolgten in 500 pl sterilen Mikrozentrifu-
genrdéhrchen mit einem Perkin EImer DNA Thermal Cycler 480. Nur die Primerkombination 1 und 6 flhrte zu
einem einzelnen Produkt bei einer Gliihtemperatur von 43°C. Das Produkt wurde durch Agarosegelelektropho-
rese mit SeaPlaque Agarose (FMC) gemessen und enthielt ca. 750 Basenpaare. Eine handelstibliche 100 bp
Leiter wurde als GréRenmarker verwendet (Promega Corporation).

M. Klonen von kaffeespezifischem Xanthosin-N’-Methyltransferase-PCR-Genprodukt.
[0051] Dem mit Primer 1 und 6 (Eig. 4) in einer 50 pl PCR Reaktion erhaltenen 750 bp Fragment wurden 50

pI Chloroform und 100 pl steriles Wasser zugefligt. Das Gemisch wurde verwirbelt und dann in einer Mikrozen-
trifuge 2 Minuten bei 14.000 U/Min zentrifugiert. Die obere wéassrige Schicht mit der DNA wurde entfernt und
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in ein steriles Rohrchen Uberfiihrt. Die Quantifizierung der Platte mit Ethidiumbromid wies auf das Vorliegen
von ca. 5 ng von PCR-amplifizierter DNA/ul hin. Das PCR-Produkt wurde dann in einen TA Cloning Kit pCR I
Vektor (Invitrogen Corporation) in einem 10 pl Ligationsreaktionsgemisch mit 1 pl 10 x Ligationspuffer, 2 yl pCR
Il Vektor (25 ng/pl), 3 pl frischem PCR-Produkt (5 ng/pl), 1 pl T4 DNA Ligase und 3 pl sterilem Wasser ligiert.
Das Ligationsreaktionsprodukt wurde iber Nacht bei 14°C inkubiert. Die Ligationsreaktionsprodukte wurden 2
Minuten bei 14.000 U/Min zentrifugiert und auf Eis gelegt. Einem frisch angetauten Flaschchen mit E. coli
XL1-Blue kompetenten Zellen wurden 2 ul 0,5 M a-Mercaptoethanol zugefiigt und vorsichtig mit der Pipetten-
spitze vermischt. Zwei pl des Ligationsreaktionsgemisches wurden in die Zellen pipettiert und die Zellen wur-
den vorsichtig mit der Pipettenspitze zum Vermischen gerihrt. Das Flaschchen wurde dann 30 Minuten auf Eis
inkubiert und exakt 30 Sekunden in einem 42°C Warmeblock einem Hitzeschock unterzogen. Das Flaschchen
wurde auf Eis gelegt. Nach 2 Minuten wurden 450 pl steriles SOC Medium (20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
0,5 g/l NaCl, 10 ml/l 250 mM KCI, 10 ml/I MgCl,, 20 ml/I 1 M Glucose [pH 7.0] zugefugt. Das Flaschchen wurde
dann bei 225 U/Min in einem rotierenden Schiittler 1 Stunde geschittelt und dann auf Eis gelegt.

[0052] Die transformierten Zellen wurden durch Pipettieren von 50 ul und/oder 200 pl der Zellsuspension auf
ein von zwei LB Platten (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Difco Agar, pH 7,5) mit 50 pg/ml
Ampicillin und 40 pg/ml X-Gal ausgestrichen. Die Platten wurden 20 Stunden bei 37°C inkubiert und dann 3
Stunden auf 4°C gebracht, um die Farbentwicklung zu erméglichen. Sechs weilte Transformantenkolonien
wurden auf Anwesenheit und Orientierung des PCR-Fragments untersucht.

N. Kochen von Plasmid Mini-Prep.

[0053] Jede Transformantenkolonie wurde in 5 ml steriler Nahrbriihe (12 g/l Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4 ml/|
Glycerol, 100 ml/l 10 x TB Phosphat [0,17 M KH,PO,, 0,72 M K,HPQ,]), erganzt mit 50 pg/ml Ampicillin, ge-
zuchtet. Die Réhrchen wurden uber Nacht bei 37°C in einem rotierenden Schdttler inkubiert. Drei ml jeder Ko-
lonie wurden in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen uberfihrt, jeweils 1 ml, und die durch die Zellen wurde
durch Zentrifugieren bei 14.000 U/Min fiir 2 Minuten konzentriert. Der Uberstand wurde jedes Mal verworfen
und das Zellpellet wurde mdglichst trocken gelassen. Die Zellen wurden einmal mit 1 ml sterilem H,O gewa-
schen und wie zuvor zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 320 ul STET
Puffer (8% Saccharose, 0,5% Triton X-100, 50 mM EDTA, 10 mM tris-HCI, pH 8,0) resuspendiert. Diesen Zel-
len wurde 32 pl 10 mg/ml Lysozym in TE Puffer (10 ml/l 1 M tris-HCI pH 8,0, 2 ml/I 0,5 M EDTA pH 8,0) zugefuigt
und durch mehrmaliges Umdrehen des Réhrchens gemischt. Die R6hrchen wurden 5 Minuten in ein kochen-
des Wasserbad gestellt und dann sofort auf Eis gelegt. Nach dem Abkuhlen wurden sie 30 Minuten bei 14.000
U/Min und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit einem sterilen Zahnstocher aus jedem Roéhrchen entfernt.
Dem Uberstand wurden 170 pl 7,5 M NH,OAc und 550 ul eiskalter Isopropanol zugefiigt und die DNA wurde
Uber Nacht bei —20°C ausgefallt. Die Réhrchen wurden 30 Minuten bei 14.000 U/Min und 4°C zentrifugiert und
das Pellet wurde mit 75%igem Ethanol gewaschen und 1 Minute in einem Speed-Vac getrocknet. Die DNA
wurde in 50 pl sterilem H,O mit 1 pl 5 mg/ml RNase A resuspendiert.

O. Restriktionsaufschluss zur Entfernung des Einschubs aus pCR Il Plasmid

[0054] Ein Reaktionsgemisch von 25 pl wurde durch Zufligen von 15 pl Plasmid mini-prep DNA, die wie oben
erhalten wurde, 2,5 pl Puffer H (90 mM tris-HCI [pH 7,5], 10 mM MgCl,, 50 mM NacCl), 1 pl EcoRI (8-12 p/ul)
und 6,5 pl steriles H,O hergestellt. Das Gemisch wurde in einem geruttelten Wasserbad fiir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert und dann 1 Minute in einem Wasserbad gekocht. Die Réhrchen wurden 15 Sekunden bei 14.000
U/Min zentrifugiert und dann auf Raumtemperatur abgekihlt. Zu 10 pl jedes Gemisches wurden 2 pl Bela-
dungsfarbstoff zugefligt und die Aufschlussprodukte wurden durch 1,5% Agarosegelelektrophorese mit ultrar-
einer Agarose (GibcoBRL) und einer 100 bp Leiter als GréRenmarker (Promega Corporation) analysiert.

[0055] Nur eines der sechs Reaktionsgemische wies auf das Vorliegen eines aufgeschlossenen Einschubs
von ca. 750 bp hin. Die dem Plasmid entsprechende urspriingliche Bakterienkolonie mit dem 750 bp Xantho-
sin-N’-Methyltransferase-PCR-Produkt wurde in einen 250 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml sterilem LB Medium
(10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,5)erganzt mit 50 pg/ml Ampicillin geimpft. Der Kolben wurde
in einem Drehen-Schdttler bei 30°C Gber Nacht inkubiert. In einem 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen wurden
18 ml des resultierenden Zellmediums durch Zentrifugation wie oben konzentriert.

[0056] Plasmid-DNA wurde mit dem QIAGEN Plasmid Mini Kit Verfahren (Qiagen Inc.) gereinigt. Das gewa-
schene Bakterienpellet wurde in 0,3 ml Puffer P1 mit der gelieferten RNase resuspendiert. Dazu wurden 0,3
ml alkalischer Lysepuffer P2 zugeflgt, vorsichtig gemischt und fir héchstens 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die nachsten 0,3 ml des gekiihlten Puffers P3 wurden zugefiigt und durch 6-maliges Umdrehen des
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Roéhrchens gemischt. Nach 10 Minuten auf Eis wurde der Extrakt bei 14.000 U/Min 15 Minuten in einer Mikro-
zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und auf eine QIAGEN-Spitze 20 aufgebracht, die zuvor
durch Aufbringen von 1 ml QBT Puffer durch Schwerkraft aquilibriert worden war. Der aufgebrachte Zellex-
trakt-Uberstand konnte durch Schwerkraftstrdmung auch in das Harz der S&ule flieBen. Sobald der Fluss durch
die Saule beendet war, wurde die QIAGEN-Spitze 20 4 Mal mit einem ml Puffer QC gewaschen. Die DNA wur-
de durch Waschen der QIAGEN-Spitze 20 mit 0,8 ml Puffer QF eluiert und durch Zugabe von 0,7 Volumen (560
ul) Isopropanol bei Raumtemperatur ausgefallt. Das Réhrchen wurde sofort bei 14.000 U/Min 30 Minuten zen-
trifugiert und der Uberstand wurde sorgféltig entfernt. Die ausgefallte DNA wurde mit 1 ml eiskaltem 70%igem
Ethanol gewaschen, wie oben zentrifugiert und 5 Minuten an der Luft getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl ste-
rilem H,O resuspendiert. UV-Spektrometrie wie oben beschrieben an 1 yl der DNA Resuspension wies darauf
hin, dass 55 g gereinigte rekombinante pCRII Plasmid DNA pro 100 pl vorlag.

[0057] Die automatische DNA-Sequenzierung des Einschubs im pCRII Plasmid vom 5' Ende erfolgte mit dem
M13 Reverse Primer, der an eine Referenz in pCRII direkt neben der Stelle, an der das PCR Produkt eingefigt
wurde, bindet. Die Sequenzierung erfolgte in der biotechnologischen Serviceeinrichtung der University of Ha-
waii. Das Sequenzierungsreaktionsgemisch enthielt 1 pyg Plasmid-Matrize und 3,2 pmol M13 Primer. Die erhal-
tene Sequenz wies darauf hin, dass das PCR Produkt fir die DNA-Sequenz der ersten 6 Aminosauren der
Peptidfragmente A und B (Fig. 4) kodierte, aus deren Sequenz die degenerierten DNA-Primer 1 und 2 (Fig. 4)
bestanden. Darliber hinaus kodierte die Sequenz auch fiir die folgenden 7 Aminosauren des Peptidfragments,
deren DNA-Sequenz nicht bei der Konstruktion des Primers verwendet worden war. Tatsachlich wurde somit
die DNA-Sequenz fur das korrekte Protein geklont.

P. Herstellung einer willkurrlich geprimten Sonde fir das cDNA-Screening mit dem PCR-Produkt.

[0058] Zwei 25 pl Restriktionsaufschlisse mit EcoR1 wurden an zwei 17,5 pl Aliquoten des gereinigten pCRII
Plasmids wie oben beschrieben durchgefiihrt. Die Produkte wurden wie zuvor auf 1% Agarosegel getrennt und
der 750 bp Einschub wurde aseptisch aus zwei Bahnen des Gels ausgeschnitten. Die Gelstlicke mit einem
Gewicht von 0,65 g wurden in ein steriles 40 ml Polypropylenréhrchen Uberfiihrt und einer Geneclean |l Kit Rei-
nigung (BIO 101, Inc.) unterworfen. Viereinhalb Volumen Nal (2,93 ml) Stammlésung wurden den Gelscheiben
zugefluigt. Die Halfte des Volumens des Gel TBE Modifikators (325 pl) wurde zugefligt und das Réhrchen wurde
5 Minuten bei 45°C inkubiert. Dazu wurden 15 pl Glasmilchsuspension zugefugt und weitre 5 Minuten inkubiert.
Der Glasmilch/DNA-Komplex wurde durch Zentrifugation bei 1.000 U/Min 10 Sekunden pelletiert und der Uber-
stand wurde entfernt. Das Glasmilchpellet wurde 3 Mal mit 1 ml New Wash Lésung gewaschen und die DNA
wurde mit 50 pl sterilem H,O eluiert. Ethidiumbromid-Platten wiesen darauf hin, dass die DNA-Konzentration
10 ng/pl betrug.

[0059] Eine willkirlich geprimte Sonde wurde aus 30 ng (3 pl) der gereinigten DNA synthetisiert. Drei pl der
DNA wurde 27 pl sterilem Wasser zugefiigt und die DNA wurde durch Erhitzen in einem kochenden Wasserbad
denaturiert. Dazu wurden die Bestandteile des Promega Corporations Prime-a-Gene Kit (10 pl 5 x Markierpuf-
fer, 2 pl unmarkierte dNTP [jeweils 20 yM dCTP, dGTP, TTP], 2 yl 1 mg/ml acetyliertes BSA, 1 pl 5 p/ul Kle-
now-Enzym) und 5 pl [a-*2P]dATP (50 uCi, 3.000 Ci/mmol; DuPont NEN) bis zu einem Endvolumen von 50 pl
zugefligt und bei Raumtemperatur 1 Stunde inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl 0,5 M
Na,EDTA (20 mM Endkonzentration) beendet und 2 Minuten in einem kochenden Wasserbad erhitzt.

Q. Screening der amplifizierten Bank mit einer willkurlich geprimten Sonde

[0060] Die vier 150 x 15 mm NZY-Platten mit ca. 50.000 rekombinanten Klons pro Platte wurde auf 4°C ge-
kuhlt (Ausstreich- und Wachstumsbedingungen siehe oben) und die rekombinanten Plaques wurden angeho-
ben, indem zunachst 132 mm Magna Nylon-Transfermembranen (MSI Corporation) auf 10 Sekunden mit 5 x
SSC Puffer gesattigtem Chromatographiepapier vorgeweicht wurden. Die Membranen wurden 5 Minuten auf
die Platten mit den rekombinanten Plaques gelegt, dann angehoben und mit der die Phagen enthaltenden Sei-
te nach oben 2 Minuten auf Chromatographiepapier gelegt, das mit 0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl gesattigt war.
Die Membranen wurden durch Uberfilhrung auf Chromatographiepapier, das mit 0,5 M tris-HCI (pH 8,0) und
1,5 M NaCl gesattigt war, fur 5 Minuten neutralisiert. Sie wurden dann 20 Sekunden auf Chromatographiepa-
pier gelegt, das mit 2 x SSC Puffer, 0,2 M tris-HCI (pH 7,5) gesattigt war, und dann trocken getupft. Nach 1
Stunde Lufttrocknen wurde die DNA durch Exposition gegentiber 12.000 pJoules UV mit einem UV Stratalinker
1800 (Stratagene Corporation) mit den Membranen vernetzt. Die vier Membranen wurden bei 65°C 2 Stunden
in 100 ml 6 x SSPE (52,2 g/l NaCl, 8,3 g/l NaH,PO, x H,0, 2,2 g/l Na,EDTA [pH 7,4], 5 x Denhardt Lésung (1
g/l Ficoll, 1 g/l Polyvinylpyrrolidon, 1 g/l BSA [Pentaxfraktion V]), 0,5% SDS und 100 pg/ml denaturierte He-
ringssperma-DNA in einem Hybrid Mark Il Hybridisierungsofen vorhybridisiert.
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[0061] Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C fur 12 Stunden in 10 ml 6 x SSPE, 0,5% SDS, 100 pg/ml pulveri-
sierter/denaturierter Heringssperma-DNA und 52 pl 15 x 10° dpms/ml der oben beschriebenen willkiirlichen ge-
primten Sonde. Am Ende des Hybridisierungszeitraums wurde die Sonde entfernt und die Membranen wurden
30 Sekunden kurz mit 100 ml 65°C 2 x SSC mit 0,5% SDS gewaschen. Die Membranen wurden dann weitere
30 Minuten mit der gleichen Menge und der gleichen Konzentration frischem Puffer gewaschen. Die Membra-
nen wurden zwei weiteren Waschen mit jeweils 100 ml fir 30 Minuten mit 65°C, 0,2 x SSC, 0,5% SDS unter-
worfen und dann in eine Zellophanhille gewickelt und mit einem vorgeblitzten Fuji RX., Roéntgenfilm bei
—70°C fiur 24 Stunden belichtet. Flinfzehn positive Klone wurden beobachtet. Diese Plaques wurden aufge-
nommen und in 1 ml SM Puffer mit 20 pl Chloroform (Phagenstamm) gelegt. Davon wurden 11 bis zum sekun-
daren oder tertiaren Screening aufbereitet, bis einzelne individuelle Plaques erhalten wurden.

R. Charakterisierung von Xanthosin-N’-Methyltransferase-cDNA-Klons

[0062] Die GroRen der putativen Xanthosin-N"-Methyltransferase-cDNA-Klons wurden mit Polymeraseket-
tenreaktion unter Verwendung von Primern bestimmt, die zu den T3 und T7 Promotern homolog sind, die auf
dem Klonvektor vorliegen und die cDNA-Einschubstelle flankieren. Die Bedingungen fiir die Polymeraseket-
tenreaktion waren wie oben beschrieben, mit der Ausnahme, dass der Cyclus wie folgt aussah: 35 Cyclen bei
95°C fir 1 Minute, 50°C fir 1 Minute und 72°C fiir 2 Minuten. Die Analyse erfolgte mittels Agarosegelelektro-
phorese wie zuvor. Die drei grofiten erhaltenen Klone wurden in vivo ausgeschnitten, indem in einem sterilen
Roéhrchen 200 pl Einzelplaque-Phagenstamm mit 200 pl frischen XL1-Blue MRF' Zellen, die bis zu einem
AuBendurchmessery,, = 1,0 gezlichtet wurden, gemischt wurden. Diesem Gemisch wurde 1 pl ExAssist (Stra-
tagene Corporation) Helferphage (> 1 x 10° pfu/ul) zugefiigt und die Réhrchen wurden 15-Minuten bei 37°C
inkubiert. Drei ml sterile LB Brihe wurde zugefiigt und die Inkubation wurde 3 Stunden bei 37°C unter Schiit-
teln fortgesetzt. Die Kulturen wurden in einem 70°C warmen Wasserbad 20 Minuten erhitzt und anschlieRend
wurden die Réhrchen bei 1.000 x g 15 Minuten zentrifugiert. Ein ml des Uberstands mit dem ausgeschnittenen
pBluesript Phagemid, verpackt als filamentdser Phagenpartikel, wurde in ein steriles 1,5 ml Mikrozentrifugen-
réhrchen uberfihrt und bei 4°C als Stammlésung aufbewahrt. 25 pl der Stammlésung wurden 200 pl E. coli
Solar Zellen, die bis zu einem Au3endurchmessery,, = 1 geztichtet worden waren, in einem Mikrozentrifugen-
rohrchen zugefligt. Nach Inkubation bei 37°C fir 15 Minuten wurden die 200 pl Zellen auf 100 x 15 mm NZY
Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen. Die Platten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert, bis Ko-
lonien erschienen. Eine einzelne Kolonie wurde in 10 ml sterile LB Brihe mit 50 pg/ml Ampicillin geimpft und
Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln geziichtet. Die 10 ml Zellkultur wurden in einem 1,5 ml sterilen Mikrozen-
trifugenréhrchen konzentriert und die pelletierten Zellen wurden einer QIAGEN Plasmidreinigung wie oben be-
schrieben unterworfen. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde in 50 pl sterilem H,O resuspendiert. Automatische
DNA-Sequenzierungsreaktionen erfolgten durch Mischen von 8 pl dieser DNA-Probe (0,8 pg) mit 4 pl T3 oder
T7 Sequenzierungsprimern (0,8 pmol/pl). Der Rest des Verfahrens war wie bereits beschrieben. Jede Sequen-
zierungsreaktion ergab ca. 350 Sequenzbasen. Die Sequenz ist in Fig. 5 gezeigt. Die Aminosauresequenz von
Xanthosin-N"-Methyltransferase wie von der Basensequenz der cDNA vorhergesagt ist in Fig. 6 gezeigt.

[0063] Die vorstehenden Beispiele sind nur zur Veranschaulichung bestimmt und sollten den Umfang der Er-
findung der Anmelderin, die in den anhdngenden Beispielen aufgefuhrt ist, nicht einschranken.
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SEQUENCE LISTING

<110> University of Hawaii
<120> Purified proteins, recombinant DNA sequences and processes for producing caffeine free beverages
<130> J100054PCEP

<140> EP97919934.6

<141> 1997-03-24

<160> 12

<170> PatentIn version 3.3
<210>1

<211> 15

<212> PRT

<213> Coffea arabica

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> X means undetermined
<400> 1

Ile Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly Ile Leu Asp Gln Xaa Gly
1 5 10 : 15

<210> 2

<211> 14

<212> PRT

<213> Coffea arabica
<400> 2

Ile Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly Ile Leu Asp Gln Thr
1 5 10

<210>3

<211> 20

<212> DNA

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(18)

<223> N denotes inosine
<400> 3
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atnaaytayg cntcnggngc
20

<210>4

<211> 20

<212> DNA

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<223> N denotes inosine
<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(18)

<223> N denotes inosine
<400> 4

atnaaytayg cnagyggngc
20

<210>5

<211> 20

<212> DNA

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(18)

<223> N denotes inosine
<400> 5

cgnécngang cwtawttnat
20

<210>6

<211> 20

<212> DNA

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(18)

<223> N denotes inosine
<400> 6

cgnccgectng cwtawttnat
20

<210>7

<211> 14

<212> PRT

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
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<223> X is either Thr or Asp
<400> 7

fln Tyxr Val Pro Cys Tyr Phe Xaa Phe Ile Asp Aép Gln Asp
5 10

<210>8

<211> 20

<212> DNA

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<222> (9)..(12)

<223> N denotes inosine
<400> 8

cawtatgtnc cntgttattt
20

<210>9

<211> 20

<212> DNA

<213> Coffea arabica
<220>

<221> misc_feature
<222> (9)..(12)

<223> N denotes inosine
<400> 9

aawtawcang gnacwtattg
20

<210> 10

<211> 371

<212> PRT

<213> Coffea arabica
<400> 10
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Met

val

Pro

Asn

Asp

65

Ala

Phe

Ser

Leu

Arg
145

Ala

val

Cys

His

50

Phe

Asp

Ala

Gly

Phe

130

Ile

Phe

val

Tyr

35

Leu

Pro

Phe

Asn

Ala
115

Ser

val

val

Cys

20

Phe

Asn

Glu

Ile

Thr

100

Ser

Phe

Arg

Ala

Phe

Ile

Thr

Gly

Gly

85

Lys

Gly

Asn

Leu

DE 697 36 801 T2

Arg Gln Trp Phe Leu Leu

Leu

Phe

Thr

Pro

70

Glu

Gly

Ile

Glu

Ile
150

Lys

Gly

Ala

55

Thr

Leu

Leu

Gln
135

Gly

Pro

Asp

40

Arg

Gly

Leu

Asp

Asp

120

Leu

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

Ile

105

Gln

His

Arg

10

Ala

Gln

Asn

Phe

Phe

90

Thr

Thr

Asn

Ser

Leu

Asp

Tyr

Thr

75

Asp

Lys

Gly

His

Ala
155
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Ser Ile Ile Asn

Gly

Asp

Pro

60

Asn

Ser

.Gly

Arg

Glu
140

Thr

Glu

Asn

45

Pro

Gly

Tyr

Ile

His

125

Arg

Lys

Gln

30

Gly

Tyr

Arg

Ile

Asn

110

Leu

Ala

Glu

15

Gln

Asn

Gly

Asn

Pro

Tyrx

Gly

Ile

Tyr

val

val

Asn

Ile

His

80

Pro

Ala

Asp

Ser

Leu
160



Ala

Asn

Thr

Trp

225

Leu

Val

Ile

Gly
305

Tyr

Pro

Lys

Tyr

Glu

Leu

210

Leu

Ser

val

Asp

Thr

290

Gly

Tyr

Ser

Leu

Cys

Leu

Phe
195

Tyr

Gly

Ile

Asp

val

275

Ile

Gln

Phe

Arg

Ala
355

Leu

Leu

180

Ala

Arg

Cys

Asn

Glu

260

Ile

Gly

Cys

Trp

Leu

340

Ile

Tyxr

165

Pro

Ser

Leu

Ile

Glu

245

Leu

Ala

Asn

Ile

Asp

325

Ala

Gly
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Thr Val Ala Leu Gly

Glu

Leu

Gly

Pro

230

Glu

Asn

Ile

Ala

Pro

310

Asp

Tyr

Gly

Tyr

Leu

Ala

215

Ala

val

Thr

Asn

Pro

295

Gly

Phe

Ser

Leu

Tyxr

Ile

200

Arg

Glu

Leu

Glu

Leu

280

Cys

Gln

His

Ala

Thr
360

Pro

185

Arg

Lys

Leu

Leu

Leu

265

Asn

Cys

Ile

Pro

Leu

345

Gly

170

Thr

His

Ile

Ser

Phe

250

Ser

Asn

Asn

Pro

Ser

330

Ser

Lys

Asn

Ser

Tyr

Ala

Thr

235

Asn

Gly

Leu

val

Cys

315

Glu

Ser

Asn

Lys Ile Gln
370
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Asn Asp Tyr Ile

His

Ser

val

220

Asp

Asp

Ala

Ser

Ser

300

Ser

Val

Leu

Cys

Leu

Gln

205

Phe

Gly

Lys

Gln

Thr

285

Ala

Asn

Val

Leu

His
365

Tyx

190

Gln

Gly

Asn

Leu

Phe

270

Pro

Ala

Axrg

Asn

Asp

350

Asp

175

Thr

Leu

Leu

Cys

Lys

255

Leu

Ala

Val

Asn

Glu

335

Ala

Lys

Asn

Pro

Arg

Gly

vVal

240

Pro

Tyxr

Glu

Ala

Gln

320

Ala

Asp

vVal



<210> 11

<211> 1347
<212> DNA
<213> Coffea arabica

<220>

<221>CDS
<222> (53)..(1168)
<223> coding sequence
<400> 11
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cctctgactt gctaaaccta ccattacctt tttettcttg

ttt

Phe

gtc

val

tac

Tyr
35

ctg

Leu

58

gta
106
Val

tgt
154
Cys

20

ttc
202
Phe

aac
250
Asn

gcc

Ala

ttc

Phe

att

Ile

acc

Thr

agg

Arg

ttg

Leu

tte

Phe

act

Thr

caa

Gln

aaa

Lys

gga

Gly

gce
Ala

55

tgg

Trp

cca

Pro

gac
Asp

40

agg

Arg

ttt

Phe

ttt
Phe

25

tca

Ser

gca

Ala

ctc

Leu

10

gce

Ala

caa

Gln

aat

Asn

cta

Leu

cta

Leu

gat

Asp

tat

Tyr

tcec ate

Ser Ile

ggc gaa,

Gly Glu

gac aat

Asp Asn

45

cca cct

Pro Pro

60
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tcatctgcat tc atg gct
Met Ala

1

att aat gta gtg gtt
Ile Asn val val val

15

caa cag gtc cct tgc ..
Gln Gln Val Pro Cys

30

ggc aac aat aat cac
Gly Asn Asn Asn His

50

tac ggc att gat ttc
Tyr Gly Ile Asp Phe

65
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cca gaa ggt cca act ggt cgc ttc acc aat ggt cga aat cat gca gac

298
Pro Glu Gly Pro Thr Gly Arg Phe Thr Asn Gly Arg Asn His Ala Asp

70 75 80

ttc att ggt gag ctc ctt gga ttt gac agc tac ata cct cca ttt gca

346
“Phe Ile Gly Glu Leu Leu Gly Phe Asp Ser Tyr Ile Pro Pro Phe Ala

85 90 95

aat aca aaa ggc cgg gat atc act aaa ggc att aat tat gct tcg gga

394
Asn Thr Lys Gly Arg Asp Ile Thr Lys Gly Ile Asn Tyr Ala Ser Gly

100 105 110

gca tct gga att ctt gat cag acc ggt cgt cac ctg ggc gat ctc ttc

442
Ala Ser Gly Ile Leu Asp Gln Thr Gly Arg His Leu Gly Asp Leu Phe

115 120 : 125 130

agc ttc aac gaa caa ttg cac aat cac gag aga gca att tcg cgc atc

490
Ser Phe Asn Glu .Gln Leu His Asn His Glu Arg Ala Ile Ser Arg Ile

135 140 ‘ 145

gtg cgg ttg att gga aac aga tct gca aca aaa gaa tat cta gcc aaa

538
val Arg Leu Ile Gly Asn Arg Ser Ala Thr Lys Glu Tyr Leu Ala Lys

150 . 155 160

tgt ctg tac act gtt gca ttg ggg aat aat gat tac atc aac aac tac

586
Cys Leu Tyr Thr Val Ala Leu Gly Asn Asn Asp Tyr Ile Asn Asn Tyr

165 170 175

ttg ttg cca gaa tat tat cct acc agc cac cta tat act cca aga gaa

634 -
Leu Leu Pro Glu Tyr Tyr Pro Thr Ser His Leu Tyr Thr Pro Arg Glu
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ttt

Phe

195

tac

ggc

Gly

att

Ile

gat

Asp

gtg
val

275

att

Ile

180

gce
682
Ala

aga
730
Arg

tgc
778
Cys

aac
826
Asn

gaa
874
Glu

260

ata
922
Ile

ggc
970
Gly

agc

Ser

ttg

Leu

ata

Ile

gag
Glu
245
ctg

Leu

gca

Ala

aat

Asn

ttg

Leu

ggg
Gly

cct
Pro

230

gaa

Glu

aat

Asn

atc

Ile

gca

Ala

tta

Leu

gca
Ala

215

gct

Ala

gtt

val

acc

Thr

aat

Asn

cca
Pro

295
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att
Ile

200

aga

Arg

gag

Glu

ctg

Leu

gag
Glu

ttg
Leu

280

tgc

Cys

185

agg

Arg

aaa

Lys

tta

Leu

tta

Leu

tta
Leu

265

aac

Asn

tgc

Cys

cat

His

ata

Ile

tct

Ser

ttc
Phe

250

agc

Ser

aat

Asn

aac

Asn

tat

Tyx

gcc .

Ala

aca
Thr

235

aat

Asn

ggt

Gly

tta

Leu

gtg

val

tct

Ser

gtt
val

220

gat

Asp

gac

Asp

gca

Ala

tcce

Ser

tct
Ser

300

éag
Gln

205

ttt

Phe

ggt

Gly

aag

Lys

Caa

Gln

acc
Thr

285

gca

Ala
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190

caa

Gln

ggg
Gly

aac

Asn

ctc

Leu

ttt
Phe

270

cct

Pro

gca

Ala

cta

Leu

ctt

Leu

tgt

Cys

aag
Lys
255

ctt

Leu

gca

Ala

gtt

val

cgg

Arg

ggt

Gly

gtg
val

240

cca

Pro

tat

Tyr

gaa

Glu

get

Ala

act

Thr

tag
Trp
225

gat

Asp

ctg

Leu

gta

val

att

Ile

ggt
Gly

305

ttg
Leu

210

ctt

Leu

tct

Ser

gtt

Val

gat

Asp

aca
Thx

290

gga

Gly



DE 697 36 801 T2 2007.08.16

cag tgt att cct ggg caa att ccc tgc agc aac agg aac caa tat tat

1018
Gln Cys Ile Pro Gly Gln Ile Pro Cys Ser Asn Arg Asn Gln Tyr Tyr

310 315 320

ttt tgg gat gat ttc cat ccc agt gaa gta gtc aat gaa gca tat tca

1066
Phe Trp Asp Asp Phe His Pro Ser Glu Val Val Asn Glu Ala Tyr Ser

325 330 335

aga tta gca tat tct gcg tta tec tca tta ctt gat gct gat‘cct ctt

, 1114
Arg Leu Ala Tyr Ser Ala Leu Ser Ser Leu Leu Asp Ala Asp Pro Leu

340 345 350

gcc att gge ggce cta aca ggc aaa aac tgt cat gat aaa gtg aag ata

1162 .
Ala Ile Gly Gly Leu Thr Gly Lys Asn Cys His Asp Lys Val Lys Ile

355 360 365 370

caa tag actgtatcta tgtgtcccat gatatttcta tattccaagt ttccgacaag

1218
Gln

tcaaactcaa tgtaataaaa cttgagagtc cgaatgtgct agtgtgatgt tatcécctca
- 1278

atggaaacaa tatgttatca ttaatctcag actatttata attactatta aaaaaaaaaa
1338

aaaaaaaaa
1347

<210> 12

<211> 371

<212> PRT

<213> Coffea arabica
<400> 12
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Met

val

* Pro

Asn

Asp

Ala

‘Phe

Ser

Leu

Arg

145

Ala

Asn

Axg

Ala

val

Cys

His

50

Phe

Asp

Ala

Gly

Phe

130

Ile

Lys

Tyr

Glu

Phe

val

Tyr

35

Leu

Pro

Phe

Asn

Ala

115

Ser

val

Cys

Leu

Phe
195

val

Cys

20

Phe

Asn

Glu

Ile

Thr

100

Ser

Phe

Arg

Leu

Leu

180

Ala

Ala

Phe

Ile

Thr

Gly

Gly

85

Lys

Gly

Asn

Leu

Tyr

165

Pro

Ser
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Arg Gln Trp Phe Leu Leu Ser Ile Ile Asn Val

Leu

Phe

Thr

Pro

70

Glu

Gly

Ile

Glu

Ile

150

Thr

Glu

Leu

Lys

Gly

Ala

55

Thr

Leu

Arg

Leu

Pro

Asp

40

Arg

Gly

Leu

Asp

Asp

- 120

Gln

135

Gly

vVal

Tyx

Leu

Leu

Asn

Ala

Ile
200

Phe

25

Ser

Ala

Arg

Gly

Ile

105

Gln

His

Arg

Leu

Pro

185

Arg

10

Ala

Gln

Asn

Phe

Phe

90

Thr

Thr

Asn

Ser

Gly

170

Thr

His

Leu

Asp

Tyr

Thr

75

Asp

Lys

Gly

His

Ala

155

Asn

Ser

Tyr
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Gly

Asp

Pro

60

Asn

Ser

Gly

Arg

Glu

140

Thr

Asn

His

Ser

Glu

Asn

Pro

Gly

Tyr

Ile

His

125

Lys

Asp

Leu

Gln
205

Gln
30

Gly

Tyxr

Arg

Ile

Asn

110

Leu

Ala

Glu

Tyx

Tyx

190

Gln

15

Gln

Asn

'Gly

Asn

Pro

95

Gly

Ile

Tyr

Ile

175

Thr

Leu

val
Asn
Ile '
His
80
Pro
Ala
Asp
Ser
Leu
160
Asn

Pro

Arg
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Thr Leu Tyr Arg Leu Gly Ala Arg Lys Ile Ala Val Phe Gly Leu Gly
210 215 220

Trp Leu Gly Cys Ile Pro Ala Glu Leu Ser Thr Asp Gly Asn Cys Val
225 230 235 240

“Asp Ser Ile Asn Glu Glu Val Leu Leu Phe Asn Asp Lys Leu Lys Pro
245 250 255

Leu Val Asp Glu Leu Asn Thr Glu Leu Ser Gly Ala Gln Phe Leu Tyr
260 265 270

val Asp Val Ile Ala Ile Asn Leu Asn Asn Leu Ser Thr Pro Ala Glu
275 280 285

Ile Thr Xle Gly Asn Ala Pro Cys Cys Asn Val Ser Ala Ala Val Ala
290 295 300

Gly Gly Gln Cys Ile Pro Gly Gln Ile Pro Cys Ser Asn Arg Asn Gln
305 310 315 320

Tyr Tyr Phe Trp Asp Asp Phe His Pro Ser Glu Val Val Asn Glu Ala
325 330 335

Tyr Ser Arg Leu Ala Tyr Ser Ala Leu Ser Ser Leu Leu Asp Ala Asp
340 345 350

Pro Leu Ala Ile Gly Gly Leu Thr Gly Lys Asn Cys His Asp Lys Val
355 . 360 365

Lys Ile Gln
370 -

Patentanspriiche

1. Im Wesentlichen reine Xanthosin-N’-methyltransferase unter Verwendung von S-Adenosylmethionin als
ein Substrat charakterisiert durch tryptische Fragmente A, B oder C gemaf der folgenden Formeln:

FragmentA. .- flo Asn Tyr Ala Ser Giy Ala Sor Gly lle Leu Asp Gin — Gly
Fragment®. — ll Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly lle Leu Asp Gin Thr

Fragment C.— Gin Tyr Vai Pro Cys Tyr Pho m Phe lla Asp (Asp) (Gin) Asp
2. Transferase nach Anspruch 1, im Wesentlichen bestehend aus der Aminosauresequenz gemal Fig. 6.

3. Genetisch veranderte Kaffeepflanze, dadurch gekennzeichnet, dass die Veranderung auf der Transfor-
mation mit einer DNA-Sequenz beruht, die die Synthese von Xanthosin-N’-methyltransferase gemaRt An-

spruch 1 oder 2 unterdriickt.
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4. Genetisch veranderte Frucht oder Bohne der Kaffeepflanze, welche sich von der Pflanze nach Anspruch
3 ableitet, enthaltend ein DNA-Molekiil, welches die Synthese von Xanthosin-N’-methyltransferase geman An-
spruch 1 oder 2 unterdruckt.

5. Genetisch veranderte Kaffeepflanze, Frucht oder Bohne der Pflanze enthaltend ein DNA-Molekdl, das
bei der Transkription flir mRNA codiert, welches gegensinnig (antisense) zur mRNA vorliegt, welche bei der
Expression fiir Xanthosin-N’-methyltransferase geman Anspruch 1 oder 2 codiert.

6. Im Wesentlichen reine DNA-Sequenz, welche bei der Expression fir Xanthosin-N"-methyltransferase
codiert, ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus
a) einer Sequenz gemal Fig. 5;
b) DNA-Sequenzen, welche zur Sequenz gemal Fig. 5 hybridisieren, wobei besagte hybridisierende Sequen-
zen im Wesentlichen aus Sequenzen bestehen, welche komplementar zur Sequenz nach Fig. 5 sind; und
c) DNA-Sequenzen, welche bezlglich der Sequenz gemal Fig. 5 degeneriert sind.

7. DNA nach Anspruch 6, welche ein Kloniervehikel ist.

8. Verfahren zur Herstellung von Kaffeebohnen, welche frei sind von Koffein, umfassend:
a) Transformieren der Kaffeepflanzen mit einer DNA-Sequenz, die entweder gegensinnig zu einer zweiten
DNA-Sequenz ist, oder welche bei der Transkription fir eine mRNA codiert, die gegensinnig zu einer zweiten
DNA-Sequenz ist, wobei besagte zweite DNA-Sequenz entweder die DNA-Sequenz gemal Fig. 5 ist oder
eine DNA-Sequenz, welche bei der Expression flir eine Proteinsequenz gemal Fig. 6 codiert; und gegebenen-
falls
b) Ernten der Frucht von den transformierten Kaffeepflanzen.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Figur 2. Polyacrylamidgel von gereinigter
Xanthosin-N'- Methyltransferase

84 kD»

67 kD
B0 e €—

30kD-

144kD-
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Figur 3. HPLC-Trennung des tryptischen Aufschlussprodukts von
Xanthosin-N'- Methyltransferase

A — lia Asn Tyr Als Ser Gly Al Ser Gly lio Leu Asp Gin — Gy
8. ~ Ub Ash Tyr Als Ser Gly Ala Sor Gly ilo Leu Asp Gin The
C. == Gin Tyr Val Pro Cys Tyr Pha (Thr/Asp) Phe U Asp (Asp) (Gin) Asd
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Figur 4. Aus Peptiden synthetisierte Oligonucleotide

FragmentA. ... lle Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly lle Leu Asp Gin — Gly

Fregment B. — {le Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly lle Leu Asp GIn Thr
Primer1 AT AASTASGC! TCI GGIGC

Primer 2 5'ATIAA$TA?-GCIAG1QGGI GC
Primer3  zTaITTSATScal AGI coi Ge
Primer 4 ITAITTS AT 206! Tcg cCl GC

Fragment C.— Gin Tyr Val Pro Cys Tyr Phe 1" Phe lle Asp (Asp) (Gin) Asp

P
Primer § smgm GTICCITGT TATTT

Primer6  3GTT ATACAIGGIACS ATSAn
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51
101
151
201
251
301

351
401
451
501
551
601
651
701
781
801
851
901
951

1001

1051

1101

1181

120t

1251

1301
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CCTCTGACTT
TCATGGCTTT
GTGGTTGTCT
TTGCTACTTC
ACCTGAACAC
CCAGAAGGTC
CATTGGTGAG
CAAAAGGCCG
GGAATTCTTG
CGAACARTTG
TTGGAAACAG
GTTGCATTGG
TTATCCTACC
TTAGGCATTA
ARRATAGCCG
ATCTACAGAT
TCAATGACAA
GGTGCACAAT
ATCCACCCCT
CTGCAGCAGT
ARCAGGAACC
CAATGAAGCA
ATGCTGATCC
ARAGTGAAGA
TTCCARGTTT
ARTGTGCTAG

AATCTCAGAC

GCTAAACCTA
TGTAGCCAGG
GTTTCTTGAA
ATTTTTGGAG
CACTGCCAGG
CAACTGGTCG
CTCCTTGGAT
GGATATCACT
ATCAGACCGG
CACAATCACG
ATCTGCAACA
GGAATAATGA
AGCCACCTAT
TTCTCAGCAA
TTTTTGGGCT
GGTAACTGTG
GCTCAAGCCA
TTCTTTATGT
GCAGAAATTA
TGCTGGTGGA
ARTATTATTT
TATTCAAGAT
TCTTGCCATT
TACAATAGAC
CCGACAARGTC
TGTGATGTTA
TATTTATAAT

FIGUR 5

CCATTACCTT
CAATGGTTIC
ACCATTTGCC
ACTCACAAGA
GCAAATTATC
CTTCACCAAT
TTGRCAGCTA
AAAGGCATTA
TCGTCACCTG
AGAGAGCAAT
ARAGAATATC
TTACATCAAC
ATACTCCAAG
CT&CGGACT?
TGGTTGGCTT
TGGATTCTAT
CIGGTTGATG
AGATGTGATA
CAATTGGCAA
CAGTGTATTC
TTGGGATGAT
TAGCATATTC
GGCGGCCTAA
TGTATCTATG
AARCTCAATG
TCTCCTCAAT
TRCTATTAAA

31/32

TTTCTTCTTG
TCCTATCCAT
CTAGGCGAAC
TGACAATGGC
CACCTTACGG
GGTCGARATC
CATACCTCCA
ATTATGCTTC
GGCGATCTCT
TTCGCGCATC
TAGCCAAATG
AARCTACTTGT
AGAATTTGCC
TGTACAGATT
GGCTGCATAC
TAACGAGGAA
AACTGAATAC
GCAATCAATT
TGCACCATGC
CTGGGCARAT
TTCCATCCCA
TGCGTTATCC
CAGGCAAARAAR
TGTCCCATGA
TAATAARACT
GGAARCAATA
AAAAAAARAR

TCATCTGCAT
CATTAATGTA
ARCAGGTCCC
AACAATAATC
CATTGATTTC
ATGCAGACTT
TTTGCAAATA
GGGAGCATCT
TCAGCTTCAA
GTGCGGTTGA
TCTGTACACT
TGCCAGARTA
AGCTTGTTAR
GGGGGCAAGA
CTGCTGAGTT
GTTCTGTTAT
CGAGTTAAGC
TGAACAATTT
TGCAACGTGT
TCCCTGCAGC
GTGAAGTAGT
TCATTACTTG
CTGTCATGAT
TATTTCTATA
TGAGAGTCCG
TCTTATCATT
AAAARAA



14
27
40
53
66
79
92

105
118
131
144
157
170
183
196
209
222
235
248
261
274
287
300
313
326
339
352
365

Met
Ile

Leu

Ser
Ile
Asp

Asp
His
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val
val
Gln

Gly
Asp
Pro
Gly
Gln
Glu
Val

Leu

val
Gln

Pro
Phe
Pro

Ile

Gln
Arg

Ser
Ile
Leu

Leu

FIGOR

Val

Gly
Ile

Gln
Cys
Pro

Gly

Gly
Gly

Leu
Gly
Gln

32/32

Leu

Ile

Glu

Gly

Ser
val

Leu

Gln

Glu
Glu
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