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1: Einleitung

1.1: Pflanzlicher Sekundiarstoffwechsel

Pflanzen bilden neben den als primidre Stoffwechselprodukte bezeichneten Substan-
zen, die fiir die Pflanze unmittelbar zum Leben notwendig sind, eine groBe Zahl
chemisch sehr unterschiedlicher Stoffe, die sogenannten Sekundérstoffe. Wahrend
der Primirstoffwechsel recht universell, uniform und konservativ ausgelegt ist,
erscheint der Sekundarstoffwechsel adaptiv, vielféltig und oft artspezifisch (Richter
1996). Trotzdem ist eine reine Unterteilung von Primér- und Sekundérstoffwechsel,
nach der Funktion des Stoffes, fiir die Pflanze nicht mdoglich, da viele Stoffklassen
hier in beide Kategorien fallen wiirden, wie z.B. Lignine. Sie gewahrleisten einer-
seits, als makromolekulare Struktur, die Stabilitidt der Pflanze und somit auch ihr
Wachstum und stehen andererseits als phenolische Verbindung zur Abwehr von
Pflanzenpathogenen und Mikroorganismen zur Verfligung (Freytag und Hahlbrook,
1992). Sie sind somit in beiden Kategorien des Stoffwechsels wirksam. Sinnvoller ist
es, davon auszugehen, dass Primér- und Sekundérstoffwechsel zwar unterschiedliche
Ebenen im Stoffwechselgeschehen pflanzlicher Organismen einnehmen, gemeinsam
aber den ordnungsgeméfien Ablauf des Lebenszyklus der Pflanze gewihrleisten.
Hierzu gehoren auch Abwehrstrategien gegen Pathogenbefall oder FraB3feinde.

Ein weiteres wichtiges Charakteristikum, das den Sekundirstoffwechsel vom Primér-
stoffwechsel unterscheidet, ist die Vielfalt der Derivate, die sich von einem Grund-
geriist ableiten. Wahrend im Primédrstoffwechsel im Normalfall ein Stoffwechselweg
zu einem Produkt fiihrt, verzweigen sich die Synthesewege fiir Sekundérstofte oft
vielfach und fiihren so zu einer ganzen Palette verwandter Strukturen. Dies wirft die
Frage auf, wie es der Pflanze moglich ist, diese enorme Vielfalt in der Syn-
thesekapazitdt sinnvoll im Einklang mit ihrem Lebenszyklus zu steuern (Richter
1996). Pflanzen helfen sich haufig dadurch, dass die vom Synthesehauptweg abzwei-
genden Seitenwege in bestimmten Kompartimenten untergebracht sind und sich so
die Moglichkeit ergibt, diese Einzelwege getrennt und unabhéngig voneinander zu
regulieren. Auch werden nicht selten die Produkte eines solchen Seitenwegs vom Ort
der Synthese abgezogen und an anderer Stelle, oft in spezialisierten Zellen oder Ge-
webetypen, gespeichert. Eine solche rdumliche und zeitliche Trennung von Synthese
und Speichervorgéngen ermoglicht viele Ansatzstellen fiir effektive Regulationsvor-
génge (Richter 1996)

Inwieweit nun welche Sekundérstoffe, abhidngig oder unabhingig vom Differenzie-
rungsstand der Pflanze oder aufgrund von Fremdeinfliissen produziert werden und
durch welche regulatorischen Vorginge dies beeinflusst wird, ist eine der zentralen
Fragen bei der Beschéftigung mit dem Sekundérstoffwechsel iiberhaupt.

1.2: Funktion von Sekundirstoffen

Sekundirstoffe spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion der Pflanze mit ihrer
Umwelt (Harborne 1995). Dies kann die Anlockung von Niitzlingen, die Abwehr von
Schédlingen (Menke 1990; Proksch 1991) und Mikroorganismen (Carle 1992) oder
auch die Kommunikation von Pflanzen untereinander sein. Sie konnen der Pflanze
Standortvorteile sichern, indem sie, von der Pflanze ausgeschieden, z.B. das Wachs-
tum anderer Pflanzen hemmen oder, wie im Fall der Leguminosen, die Sekun-
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dérstoffe im Boden als Signal fiir bestimmte symbiontische Kndllchenbakterien
nutzen, die ihr Vorteile bei der Stickstofffixierung sichern (Fisher und Long 1992).
Auch fiir den Menschen sind pflanzliche Sekundéirstoffe nicht unwichtig. Wéhrend
wir uns an die uns téglich begegnenden Farb-, Geruchs- und Geschmacksstoffe und
die stimulierenden Sekundérverbindungen wie Koffein, Theobromin, Theophyllin
und Nikotin aus Kaffee, Kakao, Tee und Tabak schon gewohnt haben, werden
weitere Sekunddrstoffe wie z. B. Herzglycoside, Kodein und diverse Alkaloide zu
medizinisch-therapeutischen Zwecken eingesetzt. Saponine, Fette wie Kakaobutter
oder Schleime aus der Aloe finden sich in Kosmetika, etherische Ole und andere
Duftstofte in der Parfiimindustrie, Tannine werden zum Gerben von Leder eingesetzt
(Luckner 1990).

Die Palette der chemischen Stoffklassen, zu denen die Sekundarstoffe gehoren, be-
steht aus Alkaloiden, Terpenoiden, Phenylpropanderivaten und einigen anderen Ver-
bindungsklassen. Die Zusammensetzung des Spektrums kann aber bereits innerhalb
verwandter Arten deutliche Unterschiede aufweisen. Auch die Synthesewege fiir die
einzelnen Sekundérstoffe konnen in einigen Féllen von Pflanzenart zu Pflanzenart
variieren. Ob die Pflanzen hier verschiedene Strategien entwickelt haben, um parallel
zu einer gleichen oder #hnlichen Losung eines Uberlebensproblems zu finden, also
ob eine evolutiondre Parallelentwicklung oder eine konvergente Entwicklung
vorliegt, muss fiir jeden Einzelfall noch geklért werden.

1.3: Rosmarinsaure

Rosmarinsidure wurde erstmalig 1958 aus Rosmarin (Rosmarinus officinalis) von
Scarpati und Oriente (1958) isoliert und charakterisiert.
OH

HO
OH

Rosmarinsaure

Abb. 1: Strukturformel der Rosmarinsiure

Molekular ist Rosmarinsdure (RA) ein Ester aus Kaffeesdure und 3,4-Dihydroxy-
phenyllactat und ist einer der am héufigsten im Pflanzenreich vorkommenden
Kaffeesdureester. RA findet sich hauptsichlich in den Familien der Lamiaceen, hier
speziell in der Unterfamilie Nepetoidae (Pedersen 2000), und Boraginaceen, konnte
aber auch in taxonomisch weiter entfernt stehenden Pflanzengruppen wie Farnen und
Hornmoosen (Hausler et al. 1992; Takeda et al. 1990; Zinsmeister et al. 1991) gefun-
den werden.

Pharmazeutisch interessant wird Rosmarinsdure durch ihre antiviralen, antibakteri-
ellen und entziindungshemmenden Eigenschaften (Parnham und Kesselring 1985).
Sie gilt als wirksame Substanz in Melissenpraparaten, die in einer Salbe gegen
Herpes simplex (Lomaherpan, Lomapharm) eingesetzt werden (May und Willuhn
1978; Wolbling und Leonhard 1994) und ist als Bestandteil eines Symphytum
Extraktes als entziindungshemmende Substanz in einer Salbe gegen Sportverletzun-
gen enthalten (Traumaplant, Harras Pharma Curarina GmbH).
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Reine Rosmarinsiure unterdriickt effektiv die komplementabhidngigen Komponenten
des Endotoxinschocks bei Kaninchen (De-Eknamkul und Ellis 1988). Fiir diesen
Effekt wurden die durch Parnham und Kesselring (1985) festgestellten C3-Konver-
tase-hemmenden Eigenschaften verantwortlich gemacht, neuere Untersuchungen
ergaben allerdings, dass die entziindungshemmende und die bei reiner RA durch Ito
et al. (1998) propagierte antiallergische Wirkung eher auf eine kovalente Bindung
der RA an den aktivierten Faktor C3b zurlickzufiihren sind (Sahu et al. 1999). Die
Autoren zeigten Beweise dafiir auf, dass RA die Komplementaktivierung vornehm-
lich dadurch verhindert, dass es mit dem aktivierten Thioester im naszenten C3b eine
kovalente Bindung eingeht und somit die C3b-Anlagerung an Komplement-aktivie-
rende Oberflidchen verhindert.

Reine RA wirkt im weiteren gegen die komplementabhéngige Stimulation der
Prostaglandinsynthese (Rampart et al. 1986), blockiert die Opsonisierung (Verveij-
van Vught et al. 1987), kann leicht {iber die Haut aufgenommen werden (Ritschel et
al. 1989), und besitzt zusétzlich antioxidative Eigenschaften (Van Kessel et al. 1986;
Ito et al. 1998).

In der Pflanze wirkt Rosmarinsdure wahrscheinlich als Abwehrstoff gegen Pilz- und
Bakterieninfektionen und schiitzt unter Umsténden gegen Fraffeinde. Fiir eine solche
Funktion in der Pflanze spricht, dass die phenolischen OH-Gruppen der RA che-
misch oder enzymatisch zu Orthochinonen oxidiert werden konnen. Diese wiederum
sind in der Lage, an Peptide zu binden und sie dadurch zu inaktivieren. Durch die
Beobachtung, dass die Pflanzen RA in der Vakuole getrennt von Oxidasen speichern
(Hausler und Petersen 1993) und eine solche Kompartimentierung nur bei
Verletzungen der Zellen aufgelost wird, wird diese Theorie unterstiitzt.

Zur Untersuchung der RA-Produktion sind pflanzliche Zellkulturen gut geeignet.
Zellkulturen von Coleus blumei (Zenk et al. 1977), Salvia officinalis (Hippolyte et al.
1992) und Anchusa officinalis (De-Eknamkul und Ellis 1988) und anderen Pflanzen
akkumulieren RA in teilweise groBeren Mengen, als sie in der Pflanze vorliegen.

1.4: Pflanzliche Zellkulturen

Suspensions- und Kalluskulturen bestehen aus weitgehend undifferenzierten, gleich-
formigen Zellen. Manche Sekundérstoffe werden aber spezifisch in bestimmten Or-
ganen oder Geweben gebildet, die eine Zellkultur aufgrund ihrer mangelnden Diffe-
renzierung nicht besitzt. Auch sind Zellkulturen unter Umstidnden ,,instabil“. Dies
bedeutet, dass sie die Fahigkeit, den gewiinschten Stoff zu produzieren, nach einiger
Zeit verlieren, da durch die Kulturtechnik mdglicherweise in eine "andere Richtung"
selektiert wird. Man kann diese Nachteile teilweise durch das ,,Zufiittern von
Vorstufen ausgleichen und somit doch die gewiinschten Produkte erhalten. Aller-
dings ist auch die sogenannte Biotransformation nicht in jedem Fall erfolgreich
(Reinhard und Alfermann 1980).

Organkulturen, wie zum Beispiel Wurzel- oder Sprosskulturen, kdnnen in einigen
Féllen zum Erfolg fiihren, da hier die Differenzierung weiter fortgeschritten ist als in
einer Zell- oder Kalluskultur. Ein gutes Beispiel dafiir ist die Biosynthese von Tro-
panalkaloiden in Solanaceen. Hier findet die Synthese von zum Beispiel Hyoscyamin
und Scopolamin streng gewebespezifisch statt (De Luca und St. Pierre 2000). So
findet die Umwandlung von Putrescin zu N-Methylputrsecin ausschlieBlich im Peri-
zykel der Wurzel, die Umwandlung von Tropinon zu Tropin in der Endodermis und
duBeren Rinde und die Umwandlung von Hyoscyamin in Scopolamin wieder im
Perizykel statt (De Luca und St. Pierre 2000). Aufgrund des fiir die Synthese ndtigen
Differenzierungsgrades der Zellen ist eine Synthese von diesen Alkaloiden in Kallus-

3
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und Suspensionskulturen nahezu vollstindig unterdriickt (Doerk-Schmitz 1993).
Untersuchungen von jungen Wurzeln ergaben, dass entsprechende Enzymaktivitét in
der Wurzel auf eine relativ kleine Region der noch nicht vollstindig ausdifferenzier-
ten jungen Wurzel beschrinkt ist (Nakajima und Hashimoto 1999). Dies konnte die
Beobachtung erklédren, dass die Synthese von Tropanalkaloiden in "hairy root" Kul-
turen, Kulturen die durch Transformation mit Agrobacterium rhizogenes induziertes
starkes Wurzelwachstum zeigen, moglich ist. Fiir einige Alkaloide werden die
Konzentrationen, die in intakten Wurzeln der Pflanze vorliegen, sogar liberschritten,
wobei der Abtransport durch den Spross in andere Pflanzenteile als Erklarung fiir die
niedrigeren Alkaloidgehalte in intakten Wurzeln nicht ausreicht (Doerk-Schmitz
1993).

Eine Liste mit weiteren Publikationen, die auf Hairy root Kulturen und die in ihnen
neu entdeckten oder mit ihrer Hilfe synthetisierten Sekundirstoffe eingeht, findet
sich bei Shanks und Morgan (1999).

Es gibt allerdings auch einige Zellkulturlinien, die durchaus in der Lage sind, die
gewiinschten Sekundirstoffe zu produzieren — unter Umstdnden sogar in grofleren
Mengen, als sie in der Pflanze zu finden wéren (Petersen 1993). Der Nutzen fiir die
Grundlagenforschung, den solche Zellkulturen darstellen, ist hoch. Hier sind
wichtige Anwendungsgebiete die Aufkldrung von Stoffwechselwegen, sowie die
Isolierung und Reinigung von Enzymen (Berlin 1986; Stockigt et al. 1989; Zenk
1991). Gerade Kulturen, die bestimmte Sekundérstoffe in hoherem MaBstab syntheti-
sieren, werden verstérkt fiir solche Untersuchungen verwendet.

Auch werden bereits seit einigen Jahren die Wirkungen von Herbiziden an
pflanzlichen Zellkulturen untersucht. So wurde zum Beispiel die Metabolisierung des
Herbizides Isoproturon in Weizen- und Soja-Suspensionskulturen untersucht (GlaB-
gen et al. 1999). Ebenso wurde eine Studie zur Lokalisierung des Herbizides Difen-
zoquat innerhalb von Pflanzenzellen an resistenten und nicht resistenten Hafer-
Suspensionskulturen durchgefiihrt (Kern und Dyer 1998).

Auch in der Biotechnologie kdnnen pflanzliche Zell- und Gewebekulturen von
grolem Nutzen sein. So werden zum Beispiel in der Pflanzenzucht Gewebekulturen
zur Pflanzenvermehrung benutzt. Die sogenannte Meristemvermehrung, bei der man
Spross- oder Wurzelmeristeme isoliert, um daraus spéter genetisch identische Pflan-
zen zu regenerieren, wird gerade bei seltenen oder schwer durch Samen vermehr-
baren Pflanzen wie Orchideen praktiziert (Chen et al. 1999; Nayak et al. 1997).

Fiir die Erhaltung interessanter Pflanzen (seien dies nun dkologische oder wirtschaft-
liche Griinde), die nicht als Samen aufbewahrt werden konnen, ist die Einrichtung
von Genbanken nicht mehr wegzudenken (Benson 1994). Hier lagern Zell- oder
Meristemkulturen in gefrorenem Zustand, also kryokonserviert, und kénnen so auch
langfristig erhalten werden, sofern sie nach dem Auftauen dieselben Eigenschaften
aufweisen wie vorher. Dies ist zwar hiufig, aber nicht immer der Fall (Perez et al.
1997).

Sehr aktuell sind Untersuchungen zur Produktion von Antikérpern und Proteinen
durch pflanzliche Zellkulturen (Terashima et al. 1999; Francisco et al. 1997;
Magnuson et al. 1996). Hier bieten pflanzliche Zellkulturen den Vorteil, auf rein
synthetischem, serumfreiem Medium wachsen zu konnen. Auch koénnen pflanzliche
Zellkulturen, im Gegensatz zu aus ihnen regenerierten Pflanzen, die das gewiinschte
Protein z.B. in Samen, Friichten oder Knollen speichern kénnen (Kusnadi et al.
1995), bedeutend schneller das gewtinschte Protein liefern (Terashima et al. 1999).
Ein weiterer Nutzen von pflanzlichen Zellkulturen liegt im Bereich der Produktion
von Naturstoffen. Zur Gewinnung von Pflanzenstoffen werden hdufig auf groflen
Flachen Pflanzen angebaut oder sie werden aus natiirlichen Bestinden gesammelt.
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Dies kann zu Problemen fiihren, da die Zusammensetzung pflanzlicher Inhaltsstoffe
oft groBeren Schwankungen durch Umwelteinfliisse unterliegt und somit eine
gleichbleibende Qualitit des Materials nicht gewihrleistet sein muss. Das Sammeln
von Pflanzen aus natiirlichen Bestdnden birgt auch oft den Nachteil, dass der Bedarf
kaum gedeckt werden kann und das Vorkommen der Pflanze bei hohem Bedarf unter
Umsténden gefdhrdet ist. Hier hétte die in vitro Produktion pflanzlicher Inhaltsstoffe
vielfaltige Vorteile in 6kologischer, 6konomischer und auch politischer Hinsicht
(Hahlbrock 1986). Ein solcher Fall ist zum Beispiel die Produktion von Taxol® und
anderen Taxanen. Die Nachfrage nach Tax01®, einer Verbindung, die aus der Rinde
von Taxus brevifolia und anderen Taxus-Arten (eine Auflistung von verschiedenen
Arten mit Literaturangaben findet sich bei Wickremeshinhe und Arteca (1997))
isoliert werden kann, steigt auf Grund der vielversprechenden Ergebnisse klinischer
Studien gegen verschiedene Krebsarten stetig an. Taxol® wurde 1992 zunichst durch
die FDA fiir die Therapie von Eierstock- und Brustkrebs zugelassen. Inzwischen
werden aber auch andere Krebsarten mit Taxol® therapiert. Taxol® greift bei der
Zellteilung auf Ebene der Mikrotubulibildung in den Zellzyklus ein und fordert die
Bildung ungewdhnlich stabiler und somit funktionsgestorter Mikrotubuli (Herdeg et
al. 2000). Dieser Wirkmechanismus unterscheidet Taxol® grundlegend von anderen
Anti-Tubulin-Drogen wie z.B. Vinca-Alkaloiden, welche die Mikrotubuli-Struktur
auflosen (Edelman und Gandara 1996). Leider ist dieser Naturstoff auflerst schwer zu
beschaffen. Um 1 kg Taxol® zu produzieren, sind 5000 bis 6000 kg Rinde nétig
(Wickremesinhe und Arteca 1997), eine enorme Menge, wenn man bedenkt, dass ein
100-jéhriges Exemplar von Taxus brevifolia etwa 3 kg Rinde liefern kann (Kyriacos
et al. 1996). Eine Extraktion aus natiirlichem Material kommt somit nur unter Inkauf-
nahme groBer Nachschubschwierigkeiten und deutlichen 6kologischen Konsequen-
zen in Frage, die gegen den Nutzen des Medikamentes aufgewogen werden miissen.
Um dieses Dilemma zu 16sen, wurden Total- (Holton et al. 1994; Nicolaou et al.
1994) oder Teilsynthesen aus Vorstufen von Taxol® entwickelt (Denis et al. 1988;
Dutta et al. 1999, Jagtap und Kingston 1999). Ein anderer Ansatz war der Versuch,
Pilze (Stierle et al. 1993; U.S. Pat. No.: 5,322,779) oder Bakterien (U.S. Pat. No.:
5561055) Taxol®” produzieren zu lassen. Der dritte Ansatz, pflanzliche Zellkulturen
zur Produktion von Taxol® zu nutzen, erscheint zur Zeit am sinnvollsten. Bei
Wickremesinhe und Arteca (1997) findet sich eine ausfiihrliche Liste unterschied-
licher aus Taxus Spezies angelegter Zellkulturen und der Menge an Taxol®, die sie
produzieren. Die dort beschriebenen Kulturverfahren wurden seitdem noch
verbessert und auch an die industrielle Produktion im GromaBstab angepal3t (Son et
al. 2000). Der bisher grofite Hersteller von Taxol®, Paclitaxel und verwandten
Substanzen, Bristol-Myers Squibb Company, hat erst kiirzlich die Lizenz erworben,
mit der Methode der Phyton GmbH, Taxol® und verwandte Substanzen mittels
Pflanzenzellkulturen zu produzieren und wird voraussichtlich im néchsten Jahr
Taxol® auf diese Weise herstellen.

Trotzdem ist die kommerzielle Nutzung von pflanzlichen Zellkulturen nicht verbrei-
tet. AuBer der Taxol®-Produktion existieren nur wenige weitere industriell an-
gewendete Verfahren zur Produktion von pflanzlichen Naturstoffen durch in-vitro
Kulturen. Dies ist zum einen die Shikoninproduktion mit Lithospermum
erythorhizon- sowie die Purpurinproduktion mit Rubia akane-Zellkulturen durch
Mitsui Petrochemical Ind. Ltd. (Fujita et al. 1982 und personliche Mitteilung) und
zum anderen die Produktion von Ginsenoiden aus Panax ginseng durch Nitto Denko
Corp. (Ushiyama 1991). Bei den hier aufgefiihrten Beispielen handelt es sich
ausschlieBlich um in Japan etablierte Prozesse mit Produkten, die eine hohe regionale
Bedeutung aufweisen, fiir den Weltmarkt jedoch eher unerheblich sind. Fiir die
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Produktion anderer pflanzlicher Sekundérstoffe wird der Anbau der Pflanzen
bevorzugt, selbst wenn eine Produktion durch in vitro Kulturen méglich wére (Fu et
al. 1999). Die Griinde hierfiir liegen groftenteils in den hohen Kosten fiir die
Entwicklung, Kontrolle und Wartung von Bioreaktoren (Goldstein 1999). Um die
industrielle Produktion fiir Naturstoffe mittels pflanzlicher Zell- und Gewebekulturen
wettbewerbsfihig zu machen, wird es also notwendig sein, die Kosten der
Bioreaktortechnologie zu senken. Ein Schritt in diese Richtung sind die
Untersuchungen von Hsiao et al. (1999), die sich auf kostengiinstigeres Material,
Plastik an Stelle von Rostfreiem Stahl, beziechen. Weiterhin muss die Produktivitit
der Kulturen gesteigert werden.

1.5: Coleus blumei

Zum Genus Coleus der Lamiaceae
gehoren mehr als 300 Arten, die in
den tropischen und subtropischen
Regionen von Afrika, Australien,
Ostindien, Malaysia und den
Philippinen vorkommen (Lebowitz
1985). In diesen Gebieten werden
einige Coleus-Arten als Nahrungs-
mittel, Heil- oder Gewiirzpflanzen
benutzt (Petersen 1994). In unseren
Breiten sind lediglich einige Arten
bzw. Varietiten als Zierpflanze,
unter dem Nehmen "Buntnessel",
aufgrund ihrer oft sehr bunten
Laubblitter, bekannt. Die meisten
Pflanzen dieser Gattung sind krau-
tige, mehrjéhrige Stauden, deren fiir
Lamiaceen typischer viereckiger
Stengel durchaus verholzen kann.
Die Blitter sind kreuzgegenstindig
angeordnet und gezdhnt. Die Farben
der Laubblitter konnen von griin
iiber gelblich bis dunkelrot variieren
und auch mehrere Farben pro Blatt
aufweisen. Die Bliiten sind blau
oder violett und weisen die fiir La-
miaceen typische zygomorphe Form
Abb. 2: Habitus von Coleus blumei auf.

Aus Kempin 1994 Die genaue Nomenklatur fiir die Art
Coleus blumei ist, aufgrund einiger
Umbenennungen in der Geschichte dieser Pflanze, nicht vollkommen geklart
(Petersen 1994).Der legitime Name fiir diese Pflanze lautet nach Bentham Coleus
scutellarioides (L.), wird allerdings selten verwendet. Da sich die meisten Publikatio-
nen auf den Namen Coleus blumei beziehen, wird auch hier dieser Name im weiteren
verwendet werden.
Alle Pflanzenteile von Coleus enthalten Rosmarinsdure, die Gehalte liegen bei der
Varietit "Farbenstolz" in den Wurzeln bei 4,3 % und in Stengeln und Bléttern bei 1,8
% bezogen auf das Trockengewicht (Szabo 1993).




Einleitung

1.6: Rosmarinsiaure produzierende Zellkulturen von Coleus blumei

Zellkulturen von Coleus blumei sind unter geeigneten Bedingungen in der Lage,
deutlich hohere RA-Gehalte zu erreichen, als die Pflanze selbst. Eine normale
Kulturperiode dauert fiir die Suspensionskultur 14 Tage, wobei die maximale Frisch-
gewichtsakkumulation bereits etwa am sechsten Tag erreicht ist. Die Synthese der
Rosmarinsdure setzt unabhéngig von der aktuellen Zuckerkonzentration im Medium
meist dann ein, wenn das Phosphat im Medium zur Neige geht. Dies ist in der Regel
am vierten oder fiinften Tag der Kulturperiode der Fall (Petersen 1993).

Abb. 3: Zellkulturen von Coleus blumei Benth. Rechts die Kalluskultur, links die
daraus gewonnene Suspensionskultur. Foto Aus Kempin 1994

Eine Variation der Mediumsparameter, respektive eine Variation des Saccharosege-
haltes zwischen 1 und 6 % fiihrt mit zunehmender Saccharosekonzentration zu ver-
starktem Kulturwachstum und prozentual ansteigendem Rosmarinséuregehalt (Zenk
et al. 1977; Petersen und Alfermann 1988; Gertlowski und Petersen 1993).

Die in unserem Labor verwendeten Suspensionskulturen wiesen diesbeziiglich eine
Besonderheit auf: Zum einen begann in diesen Kulturen die Akkumulation der Ros-
marinsdure erst zum Ende der Wachstumsperiode und zum anderen lie3 sich durch
eine auf 4 % erhohte Saccharosekonzentration, die RA-Akkumulation {iberproport-
ional zur Wachstumsrate des Zellmaterials steigern (Petersen et al. 1993). Durch die-
se ,,Stimulierbarkeit der RA-Akkumulation und die kurze Kulturperiode erweisen
sich diese Kulturen fiir enzymatische und molekularbiologische Studien als sehr gut
geeignet, zumal alle an der RA-Synthese beteiligten Enzyme in der Zellkultur nach-
gewiesen werden konnten (Petersen et al. 1993, 1994; Petersen 1997).

1.7: Biosynthese der Rosmarinsiure

Die Biosynthese der Rosmarinsdure beginnt mit den aromatischen Aminosauren Phe-
nylalanin und Tyrosin. Die ersten Untersuchungen hierzu wurden von Ellis und
Towers (1970) mit Mentha-Pflanzen durchgefiihrt. Sie identifizierten durch Fiitte-
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rungsversuche mit radioaktiv markierten Vorstufen Tyrosin als Grundlage des 3,4-
Dihydroxyphenyllactats und Phenylalanin als Grundlage des Kaffeeséureanteils der

Rosmarinséure.

Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, ist die Rosmarinsdurebiosynthese ein recht kurzer
Weg, der insgesamt nur aus acht Enzymen besteht.

COOH COOH
NH, NH,
HO
L-Phenylalanin L-Tyrosin
PAL ’
©/\/ coon TAT
t-Zimtsaure COOH
CAH
(o]
COOH HO
X
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OH OH
(o] COOH o COOH
H ~ H ~
HO
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HO

HO

Rosmarinséure
HO

X
Caffeoyl-4'-Hydroxyphenyllactat 4-Cumaroyl-3',4'-Dihydroxyphenyllactat
HO

3'H \

OH

Abb. 4: Biosynthese der Rosmarinsiure
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Sie beginnt mit zwei parallel laufenden Wegen, die sich durch die Veresterung der
Zwischenprodukte 4-Cumaroyl-CoA und 4-Hydroxyphenyllactat unter Abspaltung
von CoA durch die Rosmarinsduresynthase vereinigen. Das so entstehende 4-Cu-
maroyl-4’-Hydroxyphenyllactat wird nun durch zwei weitere Schritte zu Rosmarin-
sdure hydroxyliert (Petersen et al. 1993; Petersen 1997).

Die einzelnen Enzyme dieses Stoffwechselweges konnten alle aus Rosmarinsiure-
produzierenden Zellkulturen von Coleus blumei, sowie aus Spross- und Wurzel-
kulturen derselben Pflanze isoliert werden, ihre Eigenschaften sind weitestgehend
bekannt (Petersen et al. 1994).

1.7.1: Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL)

Die PAL ist eines der ersten beschriebenen pflanzlichen Sekundirstoffwechsel-
enzyme (Koukol und Conn 1961) und inzwischen sicher das am besten untersuchte.
Die PAL katalysiert die Desaminierung von Phenylalanin unter der Bildung von
t-Zimtsdure und Ammoniak. Diese Reaktion ist nicht spezifisch fiir die Rosmarin-
sduresynthese, sondern der erste Schritt zu einer Vielzahl von Sekundirstoffen, die
ein Phenylpropan-Grundgeriist aufweisen. So beginnt nicht nur die Synthese von
Ligninen mit diesem Schritt, sondern auch die Synthese der Flavonoide und Cuma-
rine. Die Reaktion der PAL ist der erste Schritt vom Primérstoffwechsel in den
Phenylpropanstoffwechsel.

Bei den meisten bisher untersuchten Pflanzen (z.B. Bohnen, Erbsen, Petersilie, To-
mate, Arabidopsis) wird die PAL auf DNA-Ebene von einer kleinen Genfamilie von
drei bis vier Genen kodiert (Lois et al. 1989, Ohl et al. 1989). In der Kartoffel
allerdings ist die Anzahl der Gene ungleich héher (>40) (Joos und Hahlbrock 1992).
Bei der PAL aus Coleus blumei-Zellkulturen handelt es sich um ein l6sliches Enzym,
das zwischen 40 und 55 % Sittigung eines Rohextraktes mit Ammoniumsulfat
ausfillt. Das Enzym besitzt eine hohe Substratspezifitit und ist auch durch hohe
Rosmarinsdurekonzentrationen (bis 1 mM) nicht hemmbar (Petersen et al. 1994). Die
hochste Aktivitdt kann in Zellextrakten am sechsten Tag der Kulturperiode in einem
Medium mit 4 % Saccharose (CB4) gemessen werden.

1.7.2 Zimtsidure 4-Hvdroxylase (CAH)

Die CAH katalysiert die Hydroxylierung von t-Zimtséure zu 4-Cumarséure durch die
Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in den aromatischen Ring. Fiir diese Reaktion
benotigt das membrangebundene, Cytochrom P450-abhéngige Enzym, molekularen
Sauerstoff und NADPH. Die CAH aus Coleus blumei zeigt, wie die PAL, ihre
hochste Aktivitidt in Zellextrakten aus CB4-Medium ebenfalls um den sechsten
Kulturtag (Petersen et al. 1993, Karwatzki et al. 1989).

1.7.3: 4-Cumarat:CoA Ligase (4CL)

Als das letzte Enzym des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels konvertiert die
4CL 4-Cumarséure und andere Hydroxy- oder Methoxy-Derivate der Zimtsidure wie
Kaffeesédure, Ferulasdure oder Sinapinséure in den entsprechenden CoA—Ester. Diese
Ester dienen als Substrate fiir verschiedene Stoffwechselwege, die sich von der Stufe
des CoA-Esters ableiten. Aufgrund dieser Position am Ende des allgemeinen Phenyl-
propanstoffwechsels und der Fahigkeit zur Verwendung vieler miteinander verwand-
ter Substrate, ist es nicht unwahrscheinlich, dass die 4CL bzw. verschiedene 4CL-
Isoformen eine Schliisselrolle in der Regulation der verschiedenen, von dort ausge-
henden Wege, spielt. In vielen Pflanzen existieren Isoformen dieses Enzyms, von
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denen vermutet wird, dass sie, aufgrund ihrer Fahigkeit verschieden substituierte
Hydroxyzimtsduren verwenden zu konnen, spezifisch verschiedene Stoffwechsel-
wege ansteuern kdnnen (Knobloch und Hahlbrock 1977).

4CL aus Coleus blumei ist ebenfalls ein 16sliches Enzym, das zwischen 30 und 55 %
Sattigung des Rohextraktes mit Ammoniumsulfat ausfillt. [soformen konnten hier
bisher allerdings noch nicht gefunden werden (Petersen et al. 1994; Vetter 1988;
Karwatzki 1992). Die 4CL aus Coleus blumei akzeptiert verschiedene Zimtséure-
derivate, namentlich Zimtsdure, 4-Cumarsiure, Kaffeesdure und Ferulasdure, wobei
4-Cumarsdure das beste Substrat darstellte (Karwatzki 1992). Auch hier wurde die
hochste Aktivitdt am sechsten Tag der Kulturperiode in Zellextrakten aus CB4-
Medium gemessen.

1.7.4: Tyrosin Aminotransferase (TAT

Die Tyrosin Aminotransferase katalysiert die Transaminierung von Tyrosin mit 2-
Oxoglutarat als Aminoakzeptor zu 4-Hydroxyphenylpyruvat und Glutamat.
Erstmalig charakterisiert und gereinigt wurden zwei Isoformen des Enzyms aus Sus-
pensionskulturen von Anchusa officinalis (De-Eknamkul und Ellis 1987). Auch in
Zellkulturen von Coleus blumei lielen sich zwei Isoformen des Enzyms trennen
(Kempin et al.1993).

Die TAT-Aktivitdt aus Suspensionskulturen von Coleus blumei kann, wie auch die
Aktivitdten der CAH und der 4CL, in Korrelation zur Rosmarinsdurebiosynthese
nachgewiesen werden. Auch hier tritt die hochste Aktivitdt in Zellextrakten aus CB4-
Medium am 6. Kulturtag auf.

1.7.5: Hydroxvphenvlpyruvat Reduktase (HPPR)

Die HPPR katalysiert die Reduktion eines Hydroxyphenylpyruvats zu dem entspre-
chenden Hydroxyphenyllactat. Sie benétigt dafiir NADH oder NADPH. Erstmalig
gefunden und beschrieben wurde die HPPR aus Suspensionskulturen von Coleus
blumei (Petersen und Alfermann 1988), die endgiiltige Reinigung steht noch aus.
Auch hier ldsst sich eine eindeutige Koordination der Aktivitit mit der Rosmarin-
sdureakkumulation beobachten. Die hochste gemessene Aktivitét tritt in Zellextrak-
ten aus CB4-Medium am 6. Kulturtag auf.

1.7.6: Rosmarinsiuresynthase (RAS)

Die von Phenylalanin und Tyrosin ausgehenden Biosynthesezweige liefern die Inter-
mediate der Rosmarinsdurebiosynthese: 4-Cumaroyl-CoA und 4-Hydroxyphenyl-
lactat. Die Zusammenfiihrung dieser Zweige vereinigt diese Vorstufen zu einem
Ester. Das Enzym, das diese Esterbildung katalysiert, ist die "Rosmarinsiduresyn-
thase". Der systematische Name dieses Enzyms lautet korrekt Hydroxycinnamoyl-
CoA: Hydroxyphenyllactat Hydroxycinnamoyltransferase. Hier wird allerdings
weiterhin der Name Rosmarinsduresynthase verwendet. Sie ist ein fiir die Rosmarin-
sduresynthese spezifisches Enzym.

Die Rosmarinsduresynthase (RAS) verestert iiber die aliphatischen Seitenketten 4-
Cumaroyl-CoA und 4-Hydroxyphenyllactat (pHPL) zu 4-Cumaroyl-4’-Hydroxyphe-
nyllactat (pC-pHPL) (Petersen und Alfermann 1988; Petersen 1993). Die RAS ak-
zeptiert auller diesen beiden noch andere Substrate, zum Beispiel Caffeoyl-CoA und
3,4-Dihydroxyphenyllactat (DHPL). In diesem Fall entsteht Rosmarinsdure, die Re-
aktion, die diesem Enzym ihren Trivialnamen gibt. Untersuchungen ergaben aller-
dings, dass es sich hierbei wahrscheinlich nicht um die natiirlichen Substrate handelt,
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da die Affinitdt der RAS zu 4-Cumaroyl-CoA und pHPL bedeutend hoher ist. Dem-
entsprechend entsteht in der Synthese zunéchst 4-Cumaroyl-4’-Hydroxyphenyllactat
(Petersen et al. 1993). Die RAS ist ein 16sliches Enzym, das sich durch eine fraktio-
nierte Ammoniumsulfatfdllung zwischen 60 und 80 % Sittigung ausfallen lasst. Zur
weiteren Reinigung hat sich eine Kombination aus hydrophober Interaktionschroma-
tographie (TSK-Butyl 650) und Affinitdtschromatographie (TSK-AF Blue) mit an-
schlieBender Auftrennung iiber ein natives Gel bewihrt (Meinhard 1995). Das pH-
Optimum der RAS liegt in Standardenzymtests (30 °C) bei 7,0 - 7,5. Halbmaximale
Aktivitdten werden unter denselben Bedingungen bei pH 6.5 und pH 8.5 beobachtet.
Die RAS ist bei -20 °C ohne messbare Aktivititsverluste Monate lagerfdhig und auch
bei 30 °C fiir mindestens 5 Stunden stabil. Die Reaktionsausbeute der RAS ldsst sich
durch die Zugabe von 0.5 mM Ascorbat um 50 % und durch die Zugabe von 10 mM
DTT um mehr als 600 % steigern. Die RAS-Aktivitdt ist ferner durch 4-Hydroxy-
mercuribenzoat vollstindig zu hemmen, was auf SH-Gruppen im aktiven Zentrum
schlieBen ldsst (Petersen 1993).

Untersuchungen im Bezug auf die Hemmbarkeit der RAS durch verschiedene Sub-
strate ergaben, dass sowohl Zimtséure als auch 4-Cumarsiure und Kaffeesdure die
RAS-Aktivitdt nicht beeintrachtigen. Allerdings ist die RAS durch 4-Hydroxy- und
3,4-Dihydroxyphenylpyruvat und das S-(-)-Stereoisomer des Hydroxyphenyllactats
hemmbar. Ebenfalls liegt eine Hemmung durch Rosmarinsédure (50 % Hemmung bei
etwa 700 um RA) vor. Unter Anwesenheit von freiem CoA, das die RAS -Aktivitit
ebenfalls stark hemmt, ist die RAS in der Lage, ihre eigene Riickreaktion zu kataly-
sieren, die Esterbindung zu spalten und den Hydroxyzimtsdurerest auf CoA zu iiber-
tragen. Bei Rosmarinséure als Substrat entstehen Caffeoyl-CoA und 3,4-Dihydroxy-
phenyllactat (Petersen 1993). Die Reaktion ist fiir Rosmarinséure mit einer Konzen-
tration von 50 uM gesiittigt, fiir CoA liegt die Séttigungskonzentration bei 1 mM.

Im Kulturverlauf der Suspensionskulturen von Coleus blumei tritt die RAS in ihrer
Aktivitdt ebenfalls korreliert mit der Rosmarinsdureakkumulation auf. Hier sind
maximale Aktivitdten in Zellextrakten aus CB4-Medium zwischen dem siebten und
neunten Kulturtag messbar (Petersen 1991).

1.7.7: Die 3- und 3'- Hydroxvlierung der aromatischen Ringe

Die letzten beiden Schritte in der Biosynthese der Rosmarinséure werden von zwei
membrangebundenen, Cytochrom P450-abhéngigen, Hydroxylasen durchgefiihrt. Sie
katalysieren die Hydroxylierungen an Position 3 und 3" der aromatischen Ringe, so
dass Rosmarinsédure entsteht (Petersen et al. 1993; Petersen 1997).

1.8: Aufeabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, ergidnzend zu den bereits unternommenen Untersuchun-
gen zur Rosmarinsdurebiosynthese, die bisher weitestgehend auf enzymatischen und
biochemischen Grundlagen basieren, einzelne Gene des Biosyntheseweges zu
identifizieren und zu klonieren. Zu diesem Zweck standen heterologe Sonden fiir
einige Enzyme zur Verfligung, mit denen eine cDNA-Bank von Coleus blumei
durchsucht werden konnte. Zusitzlich bestand die Mdglichkeit, ausgehend von
bereits gereinigten Proteinen der Rosmarinsdurebiosynthese, Sonden oder Primer zu
erstellen. Mit diesen konnte ebenfalls die cDNA-Bank durchsucht werden oder die
Amplifikation eines Abschnittes der gewlinschten Gene iiber PCR angestrebt
werden.
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2: Material und Methoden

2.1:Enzyme fiir molekularbiologische Arbeiten

Advantage® 2 Tag-Polymerase Mix
Alkalische Phosphatase

Beul, Cfr42 1, Pst1, Sal I

Eco RI, Hind III, Nco 1

HotStar™ Taq Polymerase
Superscript II reverse Transkriptase
RNase, DNase, Proteinase K

Taq Polymerase, T4 DNA Ligase,
CIP Phosphatase

2.2:Vektoren und Kits

DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit
DIG-High Prime

Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit
Hexamerprimer / Oligo-dT(15) Primer
Omniscript™ RT Kit

pGEM-T

pKS', pKS IT'

SMART™ RACE cDNA Amplification Kit
ZAP Express™ cDNA Gigapack® IIT
Gold Cloning Kit

ZAP Express™ cDNA Synthesis Kit

2.3: Chemikalien

Acrylamid

Agarose (low melt)
Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumnitrat
Ammoniumperoxydisulfat (APDS)
Ammoniumsulfat
Ampicillin

Anti DIG-Fab Fragmente
Ascorbinséure

Borsédure

1-Butanol
Bromphenolblau (Na Salz)
Caffeoyl-Succinimid-Ester
Calciumchlorid
Caseinhydrolysat
Chloroform

Clontech
Roche

MBI Fermentas
Roche

Qiagen

Gibco BRL
Fluka

Promega

Roche
Roche
Dynal
Promega
Qiagen
Promega

Stratagene
Clontech

Stratagene
Stratagene

Roth
Biozym
Roche
Merck / Roth
Duchefa
Merck
Merck

Roth

Roche

Roth

Roth

Roth

Janssen
Petersen / eigene Herstellung
Merck
Duchefa
Roth
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Coenzym A (freie Séure)
Coomassie Brilliant Blue G 250
Coomassie Brilliant Blue R

Di-Natrium 3-(4-methoxyspiro (1,2-dioxyethan

-3,2"- (5’-chloro) tricyclo [3.3.1.1 3,7] decan )
-4-yl) phenyl-phosphat = (CSPD)
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
D-(+)-Maltose
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D)
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)
DL-p-Hydroxyphenyllactat (pHPL)
Ethylendiamintetraessigsdure-
Natriumsalz (EDTA)

Eichproteine (fiir Elektrophorese)
Eisen-II-Sulfat

Essigsdure (Eisessig)

Ethidiumbromid

Fractogel TSK AF Blue

Fractogel TSK Butyl 650 M

Gelatine

Glycin

Hefeextrakt

Indolyl - 3 - Essigsdure (IES)
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaffeesdure

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumjodid

Kaliumnitrat

Kinetin

Kobaltchlorid

Kupfersulfat

Lithiumchlorid

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Maleinsédure

Manganchlorid

2-Mercaptoethanol

Polyamid SC 6
Morpolinopropansulfonsidure (MOPS)
myo-Inosit

N,N,N’",N’"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

N,N’-Methylbisacrylamid
Naphthylessigsdure (NAA)
Natriumacetat

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roche
Fluka / Merck
Fluka

Roche - Mannheim
Merck

Roth

Duchefa

Roth

Biomol

Sigma

Serva
Pharmacia
Fluka
Roth
Fluka
Merck
Merck
Merck
Duchefa
Duchefa
Duchefa
Roth

Roth

Roth
Merck
Merck
Roth

Roth
Duchefa
Duchefa
Merck
Fluka
Roth
Merck
Duchefa
Sigma
Macherey-Nagel
Merck
Macherey-Nagel
Roth
Serva
Roth

Roth
Duchefa
Roth

Roth
Duchefa / Merck
Biomol
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Natriummolybdat

Natriumsulfat

Nicotinsédure

N-Laurylsarcosinat
Nylonmembranen (positiv geladen)
NZ-Amine

Phenol

Phenylalanin

p-Hydroxyphenyllactat

Polyclar AT

Polyethylenglycol - 8000 (PEG 8000)
Pyridoxin

Reactive Yellow 86 Agarose
Rinderserumalbumin Fraktion V (BSA)
Rontgenfilm (Lumifilm)

Saccharose

Silbernitrat

Thiamindichlorid
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris)
Tween 20

Blottingpapier

5-Bromo-4-Chloro-3 indolyl
3-D-Galactopyranosid (X-GAL)
Zimtséure

Zinkchlorid

Zinksulfat
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Fluka

Merck

Duchefa

Sigma

Roche

Otto Aldag

Roth

Merck

Sigma

Serva

Fluka

Duchefa

Sigma

Sigma

Roche

Nordzucker GmbH
Riedel de Haen / Roth
Duchefa

Roth

Serva

Whatman International
Whatman 3 MM,
Schleicher & Schuell
GB 004 Gel-Blotting Papier

Roth
Duchefa
Merck
Duchefa

2.4: Gerite und Verbrauchsmaterial

Bakterienschiittler
Blotting

Elektroelution

Elektrophorese
Entsalzen

FPLC, priparativ

Gefriertrockner
HPLC, analytisch

Imager System
PCR

Petrischalen, Reaktionsgefilie,
Pipettenspitzen

Gallenkamp

PosiBlot® Pressure Blotter und Pressure
control station Stratagene

Biotrap Schleicher & Schuell

Biotrap BT 1000

Power Supply Consort E 835

Zip-Tip Sdulen Millipore,

Pharmacia Sephadex G-25 M (PD 10)
Millipore Waters APPS 650

Detektor Waters 484

B. Braun Biotech, Christ Alpha 1-4
Kontron Instruments Pumpe 422
Detektor 430 A

Raytest

Stratagene RoboCycler Gradient 96
MIJ Research Minicycler

Greiner
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Photometer
Pipetten
Proteinsequenzierung MALDI-TOF

Nano ES

Rundschiittler (Zellkulturen)
Sterilbank

Ultraschallbad

UV-Linking

Waérmeschrank

Wasserbader
Zentrifugalkonzentratoren

Zentrifugen
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Uvikon 930 Kontron Instruments
Pipetman Gilson

Bruker model Biflex with delayed
extraction and reflectron, Scout 26 ion
source

Perkin-Elmer/Sciex model API
[[I+Protana Nanoelectrospray
Infors 2K

Microflow laminar workstation
Bandelin Sonorex Super RK 255
Stratagene UV- Stratalinker 1800
Jonan

Wasserbad Julabo MP
Schiittelwasserbad Julabo SW 20
Millipore Ultrafree Biomax — 10 K
NMWL Membran 15 ml Vol
Sorvall RC 50 Plus
Tischzentrifuge Eppendorf

Sigma 3K 30, Braun Biotech
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2.5: Pflanzenmaterial

2.5.1: Suspensionskulturen von Coleus blumei

Die wihrend dieser Arbeit verwendeten Suspensionskulturen von Coleus blumei
wurden alle aus einer Kalluskultur angelegt, die 1979/80 von der Firma Nattermann
& Cie, Koln (jetzt Rhone-Poulenc-Rorer) aus Blattstiickchen von Coleus angelegt
und freundlicherweise der Arbeitsgruppe iiberlassen wurde (Meinhard 1995). Aus
diesen im Dauerdunkel kultivierten Kalli wurden 1991 und 1993 die Suspensionskul-
turen Col. 8 und Col. 16 angelegt, sowie 1996 die Kultur Col. 20 und 1997 die
Kultur M1, die ebenfalls im Dauerdunkel auf einem Rundschiittler mit 120 UpM
kultiviert werden. Von diesen Kulturen wurde die Kultur M1 zur Erstellung einer
cDNA-Bank genutzt. Diese Kultur wurde auch fiir die in dieser Arbeit durchgefiihr-
ten Proteinreinigung verwendet.

2.5.2: Kulturmedien

Die Kultivierung der Suspensionskulturen erfolgte in je 50 ml CB-Medium (Petersen
und Alfermann 1988) in 250 ml Erlenmeyerkolben, wobei in siebentdgigem Rhyth-
mus 20 ml Kultur in 50 ml frisches Medium {iberfiihrt wurden.

Zusammensetzung des CB-Mediums:

Makroelemente: KNO; 2500 mg/1
MgSO, ~7H,0 250 mg/l
NaH,PO, © H,O 172 mg/l
CaCl, " 2H,0 150 mg/l
(NH4),S04 134 mg/l
FeSO, ~7 H, 25.6 mg/l
Na,-EDTA 343 mg/l
Mikroelemente: H;BO; 3 mg/1
ZnSO, ~7H,0 3 mg/1
MnSO, "5 H,0 1 mg/1
KJ 0.75 mg/l
N32M004 2 Hzo 0.25 mg/l
CuSO, "5 H,0 0.25 mg/l
CoCl, "6 H,O 0.25 mg/l
Hormone: Kinetin 0.2 mgl
IES 0.5 mgl
2.4-D 2 mg/l
NAA 0.5 mgl
Vitamine: Thiamindichlorid 10 mg/1
Pyridoxin / HCI 1 mg/1
Nicotinsdure 1 mg/1
weitere Zusétze: NZ-Amine 2000 mg/1
myo-Inosit 100 mg/1
Saccharose 20/40 g/l
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Zur Erhaltung der Kulturen wurde das Medium mit 2 % Saccharose (CB2) ver-
wendet. Kulturen die zur Enzymisolierung dienen sollten, wurden in CB-Medium
mit 4 % Saccharose (CB4) tiberimpft, da der erhohte Saccharosegehalt nicht nur zu
hoherem Zellwachstum, sondern auch zu verstérkter Bildung von Rosmarinsiure
fiihrt.

Alle Komponenten des Mediums wurden in destilliertem Wasser gelost, auf pH 5.5
eingestellt und in 250 ml Erlenmeyerkolben portioniert. Die Fiillmenge betrug pro
Kolben 50 ml. Die Kolben wurden mit Zellstoffstopfen verschlossen und fiir 20 min.
bei 121 °C und 1 bar Druck autoklaviert.
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2.6: Allsemeine Methoden

2.6.1: DNA und RNA

2.6.1.1: DNA-Isolation aus Coleus blumei

Zur Isolierung von DNA aus Coleus blumei wurde wegen des hohen Schleim- und
Polyphenolgehaltes die CTAB-Methode nach Doyle (1990) leicht verdndert ange-
wendet.

In 15 ml des auf 60 °C vorgewdarmten CTAB-Isolierungspuffers (4 % (w/v) CTAB,
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris - HCI pH 8.0, 0.2 % 2-Mercaptoethanol
(v/v)) wurde 1 g in Stickstoff gemdrsertes Blatt- oder Zellmaterial von Coleus gege-
ben und unter stindigem Riithren 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Diese
Mischung wurde mit 1 Vol. Chloroform / Isoamylalkohol (24 + 1) extrahiert und im
Anschluss zur Phasentrennung fiir 10 min. bei 1600 g zentrifugiert. Die walrige
Phase wurde, um Scherkrifte zu vermeiden, mit Hilfe einer Pipette mit weiter
Offnung in ein SS 34 ZentrifugengefiB transferiert und mit 2 - 3 Vol. kaltem Isopro-
panol vorsichtig gemischt. Die ausfallende DNA wurde mit Hilfe einer Pasteur-
pipette aufgewickelt und in Waschpuffer (76 % Ethanol, 10 mM Ammoniumacetat)
transferiert und dort fiir mindestens 20 min. unter gelegentlichem Schiitteln belassen.
Alternativ dazu konnte die DNA, sofern sie sich nicht aufwickeln lief3, auch durch 2-
miniitige Zentrifugation bei 500 g prézipitiert und dann in Waschpuffer iibertragen
werden. Im Anschluss an die Waschung wurde die DNA entweder erneut aufgespult
oder durch eine 10 miniitige Zentrifugation bei 1600 g prézipitiert. In beiden Féllen
wurde die nun saubere DNA kurz getrocknet und in TE Puffer (10 mM Tris - HCl
pH 7.4, 1 mM EDTA) riickgelost.

Um RNA zu entfernen, wurde danach ein 30-miniitiger Verdau mit 0.5 pg/ml
DNase-freier RNase bei 37 °C durchgefiihrt und die DNA im Anschluss mit 1/10
Vol 3 M Na-Acetat und 2 Vol Ethanol gefillt.

In wenigen Fillen ergaben sich auch nach dieser Isolation Probleme, die so gewon-
nene DNA zu verdauen. In diesen Féllen half meist eine zweite Chloroform / Iso-
amylalkohol-Extraktion mit anschlieBender Féllung.

2.6.1.2: DNA-Isolation aus Lambda -Phagen

Zu 25 ml der gut gewachsenen Bakterien/ A-Phagen Kultur wurden, um die noch
nicht durch die Phagen lysierten Bakterien abzutoten, 100 — 500 pl Chloroform zuge-
geben und 5 min. geschiittelt.

Zur Phasentrennung wurde im Anschluss 10 min. bei 1727 g und 4 °C zentrifugiert
und die walrige Phase in einen neuen Zentrifugenbecher iibertragen. Nach der
Zugabe von DNase (Endkonzentration 0.1 pg / ml) und RNase (Endkonzentration
0.5 ug / ml) wurde das Lysat fiir 30 min. bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss daran
wurde PEG 8000 (Endkonzentration 10 % (w/v) ) und NaCl (Endkonzentration
0.5 M) zugegeben und gelost. Diese Losung wurde fiir 1 h auf Eis inkubiert und im
Anschluss 20 min. bei 4 °C und 1727 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das weillliche Prézipitat, je nach GroBe, durch vorsichtiges auf- und
abpipettieren in 300 — 500 pl SM-Puffer riickgelost und in Eppendorfgefilie
iiberfithrt. Nach Zugabe von SDS (Endkonzentration 0.1 %) und EDTA (pH 8.0,
Endkonzentration 0.01 %) erfolgte eine Inkubation fiir 30 min. bei 69 °C und eine
zweimalige Extraktion mit 1 Vol Phenol-Chloroform, wonach der wiBrige Uberstand
mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 0.6 Volumen Isopropanol versetzt wurde.
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Nach einstiindiger Inkubation bei -20 °C erfolgte eine Zentrifugation bei 15115 g
und Raumtemperatur. Das resultierende Prazipitat wurde dreimal mit 70 % Ethanol
gewaschen und anschlieBend in Wasser riickgeldst.

2.6.1.3: DNA-Isolation aus Bakterien

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde die bei Sambrook et al. (1989) beschriebene
Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly (1979) angewendet.

2.6.1.4: RNA-Isolation aus Coleus blumei

10 bis 20 g Zellen aus Coleus blumei Suspensionskulturen oder eine entsprechende
Menge an frischem Blattmaterial wurden in fliissigem Stickstoff fein gemdrsert und
in ein auf 50 °C temperiertes Gemisch aus 25 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris /
HCI pH 8.0, 200 mM NacCl, 2 % (w/v) SDS, 10 mM EDTA) und 20 ml mit TE-
Puffer gesittigtem Phenol iiberfiihrt. Die Mischung wurde unter stdndigem Riihren
auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit 15 ml Chloroform versetzt und bei
Raumtemperatur noch weitere 20 min. geriihrt. Im Anschluss daran wurde das
Gemisch auf SS 34 Rohrchen aufgeteilt und zur Phasentrennung fiir 10 min. bei
12000 g zentrifugiert. Die wélrige Phase wurde noch einmal mit 1 Volumen Phenol /
Chloroform extrahiert, zur Phasentrennung unter gleichen Bedingungen zentrifugiert,
danach mit 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat und 1 Vol. Isopropanol versetzt und fiir 2 h bei
-20 °C inkubiert.

Die so gefillten Nukleinsduren wurden durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei
4 °C, 13000 g prézipitiert, kurz getrocknet und anschlieend in Boratpuffer (80 mM
Tris - Borat pH 8.0, 5 mM EDTA) resuspendiert. Nach der Zugabe von 1/3 Vol. § M
LiCIl wurde das Reaktionsgefd3 mit Parafilm verschlossen und iiber Nacht auf Eis
inkubiert.

Um die prézipitierte hochmolekulare RNA zu sedimentieren wurde fiir 10 min. bei
0 °C und 13000 g zentrifugiert. Das so erhaltene Prizipitat wurde zweimal mit 70 %
Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in sterilem Wasser riickgeldst.

2.6.1.4.1: mRNA-Isolation aus Gesamt-RNA von Coleus blumei

Fiir die mRNA-Isolation wurde der "Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit" benutzt,
und die Isolation erfolgte weitgehend nach Herstellerangaben. Die einzige Abwei-
chung zum Protokoll des Herstellers ergab sich im Denaturierungsschritt der RNA.
Hier wurden direkt 50 pl Gesamt-RNA (Konzentration 1 pg / ul) mit 25 ul 2 M LiCl,
10 ul 1 M Tris / HCI pH 8, 2 ul 0.5 M EDTA pH 8, und 13 pl Wasser versetzt und
mit den Dynabeads® zusammen fiir 2 min. bei 65 °C inkubiert.

2.6.1.4.2: Entfernen von Polysacchariden aus RNA-Prdparationen

Die Polysaccharidfillung erfolgte durch die Zugabe von 50 mM NaCl und 25 %
Ethanol (Endkonzentration). Nach der Zugabe des Salzes wurde unter stindigem
Schiitteln langsam das Ethanol zugetropft und die Mischung danach fiir 5 min. auf
Eis inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine 15-miniitige Zentrifugation bei
9483 g und 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und die darin
enthaltene RNA iiber Nacht bei -20 °C mit 1/10 Vol. Na-Acetat und 2.5 Vol. Ethanol
gefallt
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2.6.1.5: Elektrophorese von Nukleinsduren

2.6.1.5.1 Gele fiir DNA-Auftrennung nach Gréfe

Agarosegele wurden fiir analytische Zwecke, wie die Erfolgskontrolle nach Restrik-
tionsverdau oder PCR-Amplifikationen, fiir die Untersuchung von DNA -Préparatio-
nen auf Degradation oder Kontamination, die Lingenbestimmung von Restriktions-
oder PCR-Fragmenten, fiir Southern Blot Analysen sowie fiir die Abschitzung von
DNA-Konzentrationen verwendet. Fiir priparative Auftrennung von PCR-Fragmen-
ten, DNA-Fragmenten aus Plasmiden oder geschnittene und dephosphorylierte Vek-
toren, wurden in der Regel "low melt" Agarosegele verwendet.

Die Agarosekonzentration betrug je nach GroBle der zu trennenden DNA-Fragmente
0.5 - 1 % (w/v). Als Gel- und Laufpuffer wurde TBE Puffer (89 mM Tris, 89 mM
Borsdure, 2 mM EDTA) verwendet.

2.6.1.5.2 Gele fiir RNA-Auftrennung nach Groffe

Fir die RNA-Gelelektrophorese wurden 2.4 g Agarose in 125 ml destilliertem
Wasser autoklaviert und nach Abkiihlen auf 50 °C mit 40 ml 5 x MOPS-
Elektrophoresepuffer (0.1 M MOPS, 40 mM Na-Acetat, 0.5 mM EDTA (pH 8.0))
und 35 ml 37 % igem Formaldehyd versetzt und in die Gelform gegossen. Die RNA
wurde mit 2 Vol. frisch angesetztem Probenpuffer (250 pul Formamid, 83 ul 37 %
iges Formaldehyd, 50 pl 10 x MOPS-Elektrophoresepuffer und 0.01 % (w/v) Brom-
phenolblau) versetzt und, wenn erforderlich, im Wasserbad bei 65 °C fiir 10 min.
denaturiert. Als Laufpuffer fiir die Elektrophorese wurde 1 x MOPS-Elektrophorese-
puffer verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 5 V / cm Lauf-
strecke durchgefiihrt bis die Proben aus den Taschen in das Gel eingelaufen waren.
Danach wurde das Gel mit Puffer iiberschichtet und die Spannung auf 3 V / cm
reduziert. Sollte die Elektrophorese iiber Nacht durchgefiihrit werden betrug die
Spannung 0.5 V / cm Laufstrecke.

2.6.1.6: Isolation von DNA aus Agarosegelen

2.6.1.6.1: DNA-Isolation aus "Low Melt Agarose”

DNA-Fragmente aus PCR-Amplifikationen oder Plasmiden, die in Ligationen oder
Markierungsreaktionen eingesetzt werden sollten, wurden elektrophoretisch in "Low-
melt Agarose" von der Vektor-DNA, Primern oder der Ausgangs-DNA getrennt und
mittels warmer Phenol / Chloroform Extraktion daraus eluiert. Dazu wurde das Gel-
stiick mit der zu eluierenden DNA in ein Eppendorfgefa3 gebracht, mit 2 Vol. TE
Puffer (10 mM Tris / HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) versetzt und fiir 15 min. bei 65 °C
inkubiert, um die Agarose zu schmelzen. Danach wurde 1 Vol. vorgewdrmtes Phenol
zugegeben, gemischt und die Mischung bei 15115 g fiir 5 min. zur Phasentrennung
zentrifugiert. Die obere wilirige Phase wurde abpipettiert. Die Phenolphase wurde
noch einmal mit 1 Vol. TE re-extrahiert und mit der wéBrigen Phase der ersten Ex-
traktion vereinigt. Die vereinigten Phasen wurden mit 1 Vol. Phenol und 1 Vol.
Chloroform ausgeschiittelt und erneut zur Phasentrennung zentrifugiert. Dieser Vor-
gang wurde so lange wiederholt, bis sich kein weier Niederschlag mehr in der Inter-
phase befand. Danach wurde die wéBrige Phase mit 0.1 Vol. Na-Acetat und 2 Vol.
Ethanol versetzt und die DNA durch zweistlindige Inkubation bei —20 °C prézipitiert.
Diese Methode wurde vor der Klonierung von PCR-Produkten oder aus der cDNA-
Bank isolierter DNA angewendet.
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2.6.1.6.2: DNA-Isolation durch Elektroelution

Die Elektroelution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit der ,,Biotrap® BT
1000 (Schleicher & Schuell) wurde in TE-Puffer exakt nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Diese Methode wurde vor der Klonierung von PCR-Produkten
angewendet.

2.6.1.7: Klonierung und Modifikation von DNA

2.6.1.7.1: Verdau mit Restriktionsendonukleasen
Spaltungen von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden den Her-
stellerangaben entsprechend durchgefiihrt.

2.6.1.7.2: Klonieren in Plasmidvektoren

2.6.1.7.2.1: Dephosphorylierung von Vektor DNA (pKS _und pKSII )

Die Enden von gespaltenen, zur Ligation vorgesehenen Plasmidvektoren
wurden zur Vermeidung von unerwiinschten Rezirkularisierungen mit alka-
lischer Phosphatase aus Kélberdarm dephosphoryliert. Dazu wurde die DNA
in einem Puffer aus 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM ZnCl und 1 mM MgCl, gelost
und mit 1 Unit CIP Phosphatase pro ng DNA versetzt. Der Ansatz wurde 30
min. bei 37 °C inkubiert, erneut mit der gleichen Menge CIP-Phosphatase
versetzt und weitere 30 min. bei 37 °C gehalten. Die Losung wurde danach
mit SDS (Endkonzentration 0.5 % (w/v) EDTA (Endkonzentration 10 mM)
und Proteinase K (Endkonzentration 20 pug / 100 pl) versetzt und bei 56 °C
fiir 30 min. inkubiert. Danach wurde zweimal mit 1 Vol. Phenol/Chloroform
extrahiert und die Plasmid-DNA mit 2 Vol. Ethanol und 0.1 Vol 3 M Na-
Acetat gefillt.

2.6.1.7.2.2: Ligieren von PCR-Fragmenten in pGEM"—T

Der pGEM®—T Vektor nutzt das Prinzip einiger Taq Polymerasen aus, am 5°-
Ende der amplifizierten Sequenz die Base Adenosin zu addieren. Durch ein
an das jeweilige 3'-Ende des Vektors angehingtes Thymidin wird nun ein so-
genanntes ,.klebriges* Ende (sticky end) simuliert, welches das direkte Klo-
nieren von PCR-Produkten im Gegensatz zur Klonierung mit glatten Enden
(blunt End) erleichtert. Die pGEM®—T Vektoren wurden vom Hersteller be-
reits geschnitten geliefert und mussten auf Grund der an beiden 3’'-Enden der
Schnittstelle angehédngten Thymidine und der somit sehr geringen Wahr-
scheinlichkeit zur Selbstligation nicht dephosphoryliert werden. Zur Ligation
wurden der Vektor und das zu klonierende, iiber Gelelektrophorese gereinigte
PCR-Produkt im Verhéltnis 1:5 eingesetzt.

Die Ligation wurde nach Angaben des Herstellers der Ligase bei 8 °C iiber
Nacht durchgefiihrt.

2.6.1.7.2.3: Ligieren von DNA-Fragmenten in pKS “und pKSH_

Ligationen in pKS und pKSII- wurden im Verhdltnis 1:2 von Vektor zu
Fragment durchgefiihrt. Die durch PCR erhaltenen Fragmente wurden mit
Hind III verdaut und iiber Gelelektrophorese gereinigt. Die Ligation fand iiber
Nacht bei 10 °C statt. Fiir die Ligationsreaktion wurden Fragment, Vektor,
Puffer und T4 DNA-Ligase auf Eis zusammenpipettiert. Die eingesetzte Men-
ge an T4-Ligase betrug 1 U/ 2 pg DNA im Ansatz.
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2.6.1.8: Transfer von Nukleinsduren auf Nylonmembranen

2.6.1.8.1: Southern Blot

Der Kapillartransfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmenten auf
positiv geladene Nylonmembranen der Firma Roche erfolgte nach Southern (1975).
Hierfiir wurde das Gel zur Spaltung groBerer Fragmente zunéchst fiir 10 min. in 2
Vol. (bezogen auf das Gelvolumen) 0.25 M HCI inkubiert. Die Séure wurde danach
abgegossen und nach kurzem Spiilen mit demin. H>O durch 2 Vol. Denaturierungslo-
sung (0.5 M NaOH, 0.6 M NaCl) ersetzt. Auch in dieser Losung wurde das Gel 10
Minuten inkubiert, der Vorgang wurde nach Erneuern der Losung wiederholt.
Danach erfolgte nach erneutem kurzem Spiilen des Gels mit demin. H,O die
Neutralisierung durch 10-miniitiges Schiitteln mit 2 Vol. 3 M NaCl, 0.5 M Tris /
HCI, pH 7.5. Danach wurde die DNA mittels Kapillartransfer mit 20 x SSC (3 M
NacCl, 0.3 M Na-Citrat, pH 7.0) fiir mindestens 16 Stunden auf Nylonmembranen der
Firma Roche transferiert. Die DNA wurde anschliefend mittels UV-Licht (UV
Stratalinker 1800, 120 mJoule, 4 min) auf der Membran fixiert.

2.6.1.8.2: Northern Blot

Formaldehydgele wurden nach dem Lauf fiir 30 min. in 0.05 M NaOH, 0.15 M NaCl
sanft geschiittelt, um Formaldehyd zu entfernen und den Transfer der RNA zu
erleichtern. Im Anschluss daran wurden die Gele fiir weitere 30 min. in 0.1 M Tris /
HCI, pH 7.5 und 0.15 M NacCl neutralisiert und danach 30 min. in 20 x SSC inku-
biert.

Fir den Transfer der RNA auf Nylonmembranen wurde ein PosiBlot® Pressure
Blotter (Stratagene) verwendet und die Blottingprozedur nach Herstellerangaben
durchgefiihrt.

2.6.1.8.3: Dot- und Slot Blot Transfer

DNA wurde fiir 5 min. in Denaturierungslosung (0.4 M NaOH, 0.6 M NaCl) inku-
biert. AnschlieBend wurde der Ansatz in einer "Dot Blot Apparatur" mit einer Ge-
schwindigkeit von ca. 100 pl / min. durch eine positiv geladene Nylonmembran der
Firma Roche gesaugt. Die Membranen wurden nach dem Transfer 1 min. in 0.2 M
Phosphatpuffer pH 7.2 neutralisiert und getrocknet.

Fiir Slot Blots mit RNA wurden 10 pg Gesamt-RNA (oder 1 pg polyA” RNA) in 10
ul Wasser gelost und mit 20 pul 100 % Formamid, 7 pl 37 % Formaldehyd und 2 pl
20 x SSC (3 M NaC(l, 0.3 M Na-Citrat pH 7.0) versetzt. Die Mischung wurde fiir 15
min. bei 68 °C inkubiert und im Anschluss sofort auf Eis abgekiihlt. Nach der
Zugabe von 2 Vol. 20 x SSC wurden die Proben in einer Slot Blot Apparatur mit
einer Geschwindigkeit von maximal 100 pl / min. durch eine positiv geladene
Nylonmembran gesaugt, die zuvor in sterilem Wasser und danach in 20 x SSC
eingelegt wurde. Nicht verwendete Slots wurden wéhrend der Prozedur mit 10 x SSC
gefiillt.

DNA sowie RNA wurden anschlieBend mittels UV-Licht (UV Stratalinker 1800, 120
mJoule, 4 min) auf der Membran fixiert.

2.6.1.9: Markierung von DNA-Fragmenten

Es gibt generell mehrere Moglichkeiten, Nukleinséduren zu markieren und zu detek-
tieren. Enzymatische Markierungsreaktionen erreichen dabei die hochste Sensitivitit.
Die hier am hiufigsten verwendeten Methoden sind: ,,Nick-Translation®, ,,Primer-
Extension, wozu auch das ,,random priming* gehdrt und der Einbau von markierten

22



Material und Methoden - Allgemeine Methoden - DNA / RNA

Nukleotiden tiber PCR. Ebenfalls mdglich ist es, markierte Nukleotide an das Ende
des zu markierenden DNA-Stiickes anzuhingen, was dann im Falle von mehreren
Nukleotiden als ,,tailing™ und im Falle von einem markierten Nukleotid als ,,end-
labeling* -End-Markierung- bezeichnet wird.

Wihrend sich die Methode des ,random priming™ und die der ,,nick-
translation® eher fiir langere DNA-Stiicke ab etwa 100 bp eignen, eignet

sich die Methode der End-Markierung oder die des "tailing" vornehmlich =
fiir kiirzere DNA-Stiicke.

Das DIG-System (Roche) basiert auf der
Grundlage des Einbaus von DIG (Digoxigenin), in
Form von DIG-(11)-dUTP (Abb. 5), in die DNA.

At J'D\- \h-‘;,c,j:!.
Le I - |
5 GH:[:H—C-H,—HH—'E:—{'EHE},—NH—C—GH,
HM g
e )
g M

l I Il ]
ddUTP-Anteil Linker Cigoxigenin-Amteil

Abb. 5: DIG-ddUTP. Aus: "The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization"
Roche

Dies geschieht mit denselben Methoden,
die auch fiir die Inkorporation von iso-
topenmarkierten Nukleotiden verwendet

werden. Alkalische
Detektiert wird die so markierte DNA Phosphatase/
liber ein Konjugat aus Alkalischer Phos- igﬂ;ﬁﬁg’;'genm_
phatase und einem Anti-Digoxigenin === -, - Konjugat
Antikorper (Abb. 6). Die Alkalische “ 'b
. o igexigenin-
Phosphatase ist in der Lage, mit einem Hapten
Substrat, CSPD, zu reagieren (Abb. 7) und L S
so eine Chemilumineszenz hervorzurufen,
die auf einem Rontgenfilm Schwirzung Linker
bewirkt.
? Sonde
_ Zielsequenz
. Desoxyribonukleinsaure :

(Ausschnitt)

Abb. 6: Nachweis digoxigenierter DNA mit einem Antikorper-Konjugat.
Aus: Herder, Lexikon der Biochemie und Molekularbiologie, 1995)
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Abb. 7: Reaktion von Alkalischer Phosphatase mit CSPD. Aus dem von der Fa. Roche
zum CSPD gelieferten Datenblatt

2.6.1.9.1: ,, Random priming “ mit ,, DIG-High Prime *

Die ,,Primer-Extension-Methode* beruht auf der Fahigkeit von DNA-Polymerase,
einen neuen DNA-Strang synthetisieren zu konnen, der einem Matrizenstrang
komplementir ist. Die Reaktion wird an einer freien 3’-Hydroxy-Gruppe gestartet,
die in der Regel durch einen Oligonukleotid-Primer bereitgestellt wird, der an die
Matritze hybridisiert wurde. Hierfiir kann entweder ein spezifisches Oligonukleotid
verwendet werden, um einen bestimmten Bereich zu markieren oder, wie im Fall des
,random priming®, eine willkiirliche Mischung aus kurzen ,,Primern®, um von einer
beliebigen Sequenz eine gleichmiBig markierte DNA-Kopie anzufertigen.

Beim ,,random priming* muss die DNA also als Einzelstrang vorliegen, weshalb sie
gegebenenfalls linearisiert und denaturiert werden muss.

Bei Verwendung des ,,DIG-High Prime“ Kits werden auf diese Weise DIG-(11)-
dUTP markierte Sonden hergestellt.

Die heterologen Sonden fiir die PAL wurden mit Hilfe dieses Kits markiert. 3 pg
Ziel-DNA wurden hierzu in 48 pl Wasser fiir 10 min. in kochendem Wasser
denaturiert und direkt im Anschluss in einem Eis / Wasser Gemisch abgekiihlt.
Danach wurden 12 pl DIG-High Prime Mix (1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM
dGTP, 0,65 mM dTTP, 0.35 mM alkalisch instabiles Digoxigenin-11-dUTP, 1 U /ul
Kleenow Enzym, 5x konz. Reaktionspuffer in 50 % (v/v) Glycerol) zugegeben, gut
gemischt und fiir 20 h bei 37 °C inkubiert.

Die Effizienz des Einbaus wurde hier, wie auch bei den anderen Markierungs-
reaktionen, mit Hilfe von markiert gelieferter DNA bestimmt.

2.6.1.9.2: Endmarkierung von Sonden mit dem ,, DIG Oligonucleotide 3'-End
Labeling Kit*

Bei dieser Methode wird ein einzelnes DIG-markiertes Nukleotid am 3’-Ende des
gewihlten DNA-Stiickes angehéngt. Auch bei kleineren Oligonukleotiden, bei denen
ein ,random priming* nicht mehr in Frage kommt, kann so eine Markierung
zuverléssig erreicht werden. Hier wird durch eine terminale Transferase spezifisch an
das 3’-Ende der DNA ein Digoxigenin-11-didesoxy-UTP (DIG-ddUTP) eingebaut.
Da es sich bei dem angehéngten Nucleotid um ein didesoxy-Nukleotid handelt, kann
keine Kettenverldngerung stattfinden, und es ist sichergestellt, dass exakt ein DIG-
ddUTP angehéngt wird.

300 pmol der Sonde sowie 12 pl 5x konz. Reaktionspuffer (1 M K-Cacodylat, 125
mM Tris / HCI pH 6.6 (bei 25 °C), 1.25 mg/ml BSA), 12 pl 25 mM CoCl,, 3 ul 1
mM DIG-11-ddUTP und 1 pl (50 U) terminale Transferase sowie bidestilliertes
Wasser wurden in einem Gesamtvolumen von 60 pl zusammengegeben und 15 min.
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bei 37 °C inkubiert. Zum Beenden der Markierungsreaktion wurden sodann 3 pl
200 mM EDTA pH 8.0 zugegeben und das Reaktionsgefal3 auf Eis plaziert.

2.6.1.10: Filterhybridisierung von DNA -Fragmenten:

Fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Hybridisierungsarten wurden folgende
Puffer verwendet:

Hybridisierungspuffer fiir DNA / Hybridisierungspuffer fiir RNA / DNA
DNA Hybridisierungen: Hybridisierungen:

5x SSC (0.75 M NacCl, 5x SSC (0.75 M NaCl,

7.5 mM Na-Citrat (pH 7)) 7.5 mM Na-Citrat (pH 7))

1 % (w/v) N-Laurylsarcosinat 0.1 % (w/v) N-Laurylsarcosinat

0.02 % (w/v) SDS 7 % (w/v) SDS

2 % Blockierungsreagenz 2 % Blockierungsreagenz

50 % (v/v) Formamid
50 mM Natriumphosphat-Pufter
pH 7.0

2.6.1.10.1: DNA / DNA- sowie DNA / RNA-Hybridisierung

Die Membranen mit der fixierten DNA wurden fiir mindestens 1 h in der entsprech-
enden Hybridisierungslosung ohne Sonde vorhybridisiert. Die markierte Sonde
wurde fiir 10 min. im kochenden Wasserbad denaturiert, sofort auf Eis abgekiihlt und
zum Ende der Vorhybridisierungszeit der Hybridisierungslosung zugegeben. Die
Temperaturen fiir die Vorhybridisierung sowie fiir die Hybridisierung betrugen
hierbei fiir die PAL 60- 68 °C, fiir die 4CL 50- 60 °C und fir die RAS 37- 40 °C.
Hybridisiert wurde tiiber Nacht bei gleichbleibender Temperatur im Schiittel-
wasserbad. Die Hybridisierungslosungen, denen die Sonde zugegeben worden war,
wurden bis zu zehnmal wiederverwendet und jeweils vor der Hybridisierung zum
Denaturieren der Sonde fiir 10 min. im kochenden Wasserbad erhitzt.

Im Anschluss an die Hybridisierung wurden die Membranen bei Hybridisierungstem-
peratur je zweimal fiir 5 min. in 2 x SSC, 0.1 % SDS und zweimal in 0.5 x SSC,
0.1 % SDS gewaschen.

2.6.1.11: Detektion von an Filter gebundenen Nukleinsduren

Um gebundene Sonden erkennen zu konnen, wurden die Membranen nach der
Hybridisierung zunéchst fiir 1 min. in Maleinséurepuffer (100 mM Maleinsdure, 150
mM NaCl, 0.3 % Tween 20, pH 7.5 (20 °C)) &quilibriert und danach in Blockie-
rungspuffer (Maleinsdurepuffer ohne Tween aber mit 1 % (w/v) Blockierungs-
reagenz) tibertragen. Die im Kit mitgelieferten Anti-Digoxigenin-Antikdrper
(750 U/ ml Anti-DIG, Fab Fragmente verbunden mit alkalischer Phosphatase)
wurden 1:10000 verdiinnt und nach 30 min. in der Menge von 1 pl / 10 ml Losung
der Blockierungslosung zugesetzt. Die Inkubationszeit betrug hier abweichend zum
von Roche vorgeschlagenen Protokoll 60 min. Die mit Antikdrpern versetzte
Blockierungslosung wurde bei 4 °C gelagert und bis zu zehnmal wiederverwendet.

Im Anschluss an diese Inkubation wurden die Filter fiir 2 x 15 min. in Maleinsdure-
puffer gewaschen und danach in Detektionspuffer (100 mM Tris / HCI, 100 mM
NaCl, pH 9.5 (20 °C)), bei DNA / DNA-Bindungen abweichend vom Original-
protokoll zweimal fiir je 5 min. inkubiert. Die Membranen wurden im Anschluss
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nach kurzem Abtropfen in CSPD-Ldsung (0.25 mM in Detektionspuffer) tiberfiihrt, 2
min. inkubiert und dann nach kurzem Abtropfen in Plastikfolie eingeschlagen. Nach
Auflegen des Rontgenfilms (Lumifilm — Roche) wurden die Membranen zur
Belichtung des Filmes je nach Intensitét des Signals 1-4 h bei 37 °C inkubiert.

Fiir die Quantifizierung von Lumineszenzsignalen wurden die in Plastikfolie einge-
schlagenen Membranen fiir 15 min bei 37 °C vorinkubiert und das Signal dann mit
dem Bioimager (Raytest) ausgewertet

2.6.1.12: Entfernen von Sonden von der Membran (stripping)

2.6.1.12.1: Befreien der Membran von DNA-Sonden bei Hybridisierung mit DNA
Zum Entfernen des Chemilumineszenzsubstrates wurden die Membranen zunéchst
flr 2 x 1 min. in destilliertem Wasser unter leichtem Schiitteln inkubiert. Im
Anschluss daran wurden sie in auf 37 °C erwidrmte ,,Stripping™ Losung (0.2 M
NaOH, 0.1 % SDS) iiberfiihrt und 2 x 10 min. bei 37 °C unter lebhaftem Schiitteln
inkubiert. Die so von der Markierung befreiten Membranen wurden kurz mit 2-fach
konzentriertem SSC abgespiilt und danach bis zur weiteren Verwendung in 2-fach
konzentriertem SSC aufbewabhrt.

2.6.1.12.2: Befireien der Membran von DNA-Sonden bei Hybridisierung mit RNA
Zum Entfernen von DNA-Sonden von Northern- oder RNA-Dot-Blots wurde
0.1 % ige SDS Losung zum kochen gebracht und iiber die zu behandelnde Membran
gegossen. In dieser Losung wurde die Membran ohne weiteres Erwdrmen 10 min.
lebhaft geschiittelt und danach fiir 5 min. in Maleinsdurepuffer inkubiert. So behan-
delte Membranen wurden bis zur néchsten Hybridisierung in 2-fach konzentriertem
SSC aufbewahrt.
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2.6.2: Proteine

2.6.2.1: Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (1976). Der Farb-
stoff Coomassie Brilliant Blue G-250 reagiert hauptséchlich mit Arginin-Resten und
im geringeren Ausmal} mit Tyrosin-, Tryptophan-, Histidin-, Phenylalanin-, Lysin-
und Alanin-Resten. Die Bindung erfolgt {iber elektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen (Compton und Jones 1985). Es kommt zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums des freien Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm im Protein-
Farbstoff-Komplex.

Zur Herstellung der Bradford-Losung wurden 25 mg Coomassie Brilliant Blue G-
250 in 12.5 ml 96 % Ethanol p.a. und 85 % o-Phosphorsdure gelost. Die Losung
wurde mit bidest. Wasser auf 250 ml aufgefiillt und zweimal filtriert. 2 ml der
Bradford-Losung wurden mit einer geeigneten Menge, in der Regel 10 pl der zu tes-
tenden Probe, in Plastikkiivetten gemischt. Nach 20 min. wurden die Proben gegen
einen Leerwert (entsprechende Menge Puffer statt Proteinlosung) bei 595 nm photo-
metrisch vermessen. Zur Quantifizierung diente ein BSA-Standard (Rinderserum-
albumin, 1 mg/ml). Es wurden jeweils Doppelproben bestimmt.

2.6.2.2: Elektrophorese von Proteinen

2.6.2.2.1: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS -PAGE)

Die SDS-PAGE wurde, wie von Meinhard (1995) beschrieben, nach Lammli (1970)
durchgefiihrt. SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergens. Durch die
Einwirkung von SDS kommt es zur Entfaltung der Proteine, wobei deren Ladungen
durch die stark negative Ladung des SDS iiberdeckt werden. SDS denaturiert die
Proteine, besonders nach vorheriger Reduktion mit Mercaptoethanol oder DTT und
unterbindet Quartarstrukturen. Die Proteine besitzen bei dieser Methode ein konstan-
tes Masse-Ladungs-Verhéltnis und werden nach ihrer Molekularmasse getrennt. Die
Verwendung von geeigneten Marker-Proteinen ermdglicht eine Bestimmung der
relativen Molekularmasse. Bei der SDS-Gelelektrophorese wandert der SDS-Protein-
Komplex im elektrischen Feld zum Pluspol. Dabei trennt der Molekularsiebeffekt
einer pordsen Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe nach ihrer Gréf3e und
ihrer Molekularmasse auf.

2.6.2.2.2: Probenbehandlung:
Jeweils vier Volumenteile Probe wurden mit einem Volumenteil 5x Probenpuffer
versetzt und in kochendem Wasser 2 min. denaturiert.

5x Probenpuffer: lg SDS
1.65 ml 1.9 M Tris / HCI pH 6.8
2.50 ml B-Mercaptoethanol
5.75 ml Glycerin
0.10 ml 1 % Bromphenolblau
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Als Molekularmassen-Standards wurden LMW-Marker (low molecular weight
marker von Pharmacia) verwendet:

Phosphorylase b 94000 Da

Rinderserumalbumin 67000 Da

Ovalbumin 43000 Da

Carboanhydrase 30000 Da

Trypsin-Inhibitor 20100 Da

a-Lactalbumin 14400 Da

Die Proteinmischung (600 pg) wurde in 2 ml bidest. Wasser gelost, mit 0.5 ml
Probenpuffer versetzt, durch 2-miniitiges Kochen denaturiert und in Aliquots von je
25 pl eingefroren.

2.6.2.2.3: Acrylamid-Gele:

Fiir die Elektrophorese wurde ein Vertikalsystem verwendet. Die Trenngele waren
18 x 12 x 0.15 cm groBl und wurden mit einem ca. 4 cm hohen Sammelgel zur
Konzentrierung der Proben iiberschichtet.

Der Acrylamidgehalt des Trenngels lag bei 10 %, der des Sammelgels bei 5 %.
Tabelle 1 zeigt die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel.

Trenngel Sammelgel
10 ml 1.5 M Tris / HCI pH 8.8 —

e — 0.5 M Tris / HCI pH 6.8 2.5 ml

0.2 ml 20% SDS 0.1 ml

13.3 ml 30% Acrylamid / 0.8% Bisacrylamid 3.3 ml

0.2 ml 5% TEMED 0.1 ml

15.9 ml bidest. Wasser 13.4 ml

0.4 ml 3% Ammoniumperoxydisulfat 0.6 ml

Tab. 1: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel bei der SDS-PAGE

Die Trenngelkomponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge unter Riihren
zusammenpipettiert und im Anschluss direkt mit einer Pasteurpipette zwischen die
Glasplatten gefiillt. Die Gele wurden mit 0.1 % SDS iiberschichtet, um den Einfluss
von Luftsauerstoff auf die Polymerisation zu unterbinden und um eine glatte Ober-
fliche zu erreichen. Nach der vollstindigen Polymerisation des Trenngels, wurde das
SDS durch mehrmaliges Spiilen mit bidest. Wasser entfernt. Das Sammelgel wurde
in gleicher Weise dariiber gegossen.

2.6.2.2.4: Elektrodenpuffer und Elektrophorese
Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt, die mit vorgekiihltem
Elektrophoresepuffer gefiillt wurde. Daraufhin wurden die Proteinproben in die
Probentaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte mit konstanter Stromstirke
(30 mA) bei Raumtemperatur.

Kathodenpuffer: 0.025 M Tris, 0.192 M Glycin, 0.1 % SDS

Anodenpuffer: 0.025 M Tris / HC1 pH 8.3
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2.6.2.3: Farbemethoden fiir Proteine in Gelen

2.6.2.3.1: Silberfdrbung

Bei der Silberfirbung bildet Ag” Komplexe mit den Resten der Aminoséuren Glu,
Asp und Cys. Durch die Zugabe von Formaldehyd wird das Ag" in den Komplexen
zu Ag reduziert.

Hier wurde die Farbemethode nach Blum et al. (1987) verwendet. Die Losungen
wurden stets vor Gebrauch frisch angesetzt. Das zu farbende Gel wurde nacheinan-
der in folgenden Losungen inkubiert:

1. Fixierbad: 100 ml Methanol, 24 ml Essigsdure, 100 ul 37 % Formaldehyd, bidest.
Wasser ad 200 ml. Dauer: Uber Nacht

2. Waschen: 30 % Ethanol, je 200 ml, Dauer: 3 x 20 min.

3. NaS;03 x 5 H,0 (40 mg / 200 ml), Dauer: 1 min.

4. Waschen: bidest. Wasser, Dauer: 3 x 20 sec

5. Imprégnierbad: 0.3 g AgNO3, 122 pul 37 % Formaldehyd, bidest. Wasser ad 150
ml. Dauer: 1-1.5h

6. Waschen: bidest. Wasser, Dauer: 2 x 20 sec

7. Entwickeln: 12 g Na,COs, 100 pl 37 % Formaldehyd, 4 ml der Losung aus

Schritt 3, bidest. Wasser ad 200 ml. Dauer: 3-10 min

8. Waschen: bidest. Wasser, Dauer: 1 x 20 sec

9. Stoppen: 100 ml Methanol, 24 ml Essigsdure, bidest. Wasser ad 200 ml, Dauer:
10 min

10. Waschen: 30 % Methanol, Dauer: 30 min.

2.6.2.3.2: Farbung nach Coomassie

Hier wurde eine spezielle Methode nach P. Hunziker (Biochemisches Institut der
Universitét Ziirich, Schweiz) verwendet, um die Proteine im Gel fiir die nachfolgen-
de Sequenzierung zu schonen. Zur Detektion der Proteinbanden wurden die Gele fiir
30 min. in eine Farbelosung, bestehend aus 0.15 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R
250, 0.5 % (v/v) Essigsdure und 10 % (v/v) Methanol, gegeben. Anschliefend
wurden die Gele in einer Losung aus 5 % (v/v) Essigsdure und 10 % (v/v) Methanol
so lange entfarbt, bis man die Banden deutlich sehen konnte.

2.6.2.4: Proteinsequenzierung

Die hier beschriebenen Arbeiten wurden im Biochemischen Institut der Universitit
Ziirich, Winterthurerstrae. 190, CH-8057 Ziirich (Schweiz) unter der Anleitung von
Herrn Prof. Dr. Peter Hunziker und Mitarbeitern durchgefiihrt

2.6.2.4.1: Tryptischer Verdau

Diese Methode wird benutzt, um Proteine in Acrylamid-Gelen zu verdauen und sie
so auf eine anschliefende Sequenzierung vorzubereiten. Zundchst wurde dass das
Protein enthaltende Gelstiick ausgeschnitten und in 250 ul eines Puffers aus 0.5 M
Tris pH 8.2 und 50 % Acetonitril zerdriickt. Nach 45 miniitiger Inkubation bei 30 °C
und anschliessender kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die
Prozedur wiederholt. Danach wurde das Gel mit dem Protein vollstidndig in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe des Verdau-
ungspuffers (0.5 pg Trypsin / 10 pl, 2 mM CaCl,, 50 mM Tris pH 8.2) in 5 pl
Schritten zum Gel, bis es vollstindig aufgequollen war. Das so gequollene Gelstiick
wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach wurden eventuell iiberschiissige
Pufferreste entfernt. Im Anschluss daran erfolgte eine zweimalige Extraktion der
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Peptide in 150 pul 0.1 % TFA / 60 % Acetonitril fiir je mindestens 15 min. bei
Raumtemperatur. Die Uberstinde wurden in der Vakuumzentrifuge bis zur Trockene
eingeengt.

2.6.2.4.2: Entsalzen der Peptide

Will man mit den Peptiden, die durch den tryptischen Verdau gewonnen wurden, im
Anschluss massenspektrometrische Untersuchungen durchfiihren, miissen sie entsalzt
werden. Dies geschah mit ZipTip Séulen der Firma Millipore.

2.6.2.4.3: MALDI-TOF

Generell werden bei der Massenspektrometrie Molekiile als Ionen in der Gasphase
untersucht. Molekiile, die untersucht werden sollen, miissen also zunichst in die Gas-
phase gebracht werden. Dies kann zum Beispiel durch den Beschuss mit einem Laser
geeigneter Wellenlidnge geschehen, der die Probe zum Verdampfen bringt und die
darin enthaltenen zu analysierenden Molekiile ionisiert.

Unter MALDI-TOF (Matrix unterstiitzte Laserdesorptions/ionisations—Massenspek-
troskopie) versteht man eine besondere Art der Massenspektroskopie, bei der die
Probe in eine geeignete Matrix, bestehend aus kleinen organischen Molekiilen,
eingebettet wird, die bei der entsprechenden Laser-Wellenlédnge eine hohe Absorp-
tion zeigen. Auf diese Weise erhdlt man hohere Intensititen der Analytmolekiil-
Ionen und fast keine Fragment-Ionen. Mit dieser Methode kann man auch grofBere
Molekiile, wie z.B. Proteine, nachweisen. Bei der von uns verwenden Matrix
handelte es sich um a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure, die in destilliertem Wasser mit
50 % Acetonitril vorlag. Diese wurde mit dem entsalzten Protein gemischt und auf
einen Triger aufgebracht, auf dem das Gemisch nach Verdampfen des Losemittels
kristallisierte.

Bei den fiir die MALDI eingesetzten Massenanalysatoren handelt es sich um Flug-
zeit-Massenspektrometer (TOF-time of flight), bei denen die Massenbestimmung im
Hochvakuum {iber eine sehr genaue elektronische Messung der Zeit erfolgt, die
zwischen dem Start der Tonen von der Quelle bis zum Eintreffen am Detektor ver-
geht.

2.6.2.4.4: Nano-ES

Bei der Nano-ES (Nano-Elektrospray-Methode) wird die Ionisierung der zu analysie-
renden Molekiile nicht durch Laserbeschuss erzielt, sondern durch das Verspriihen
der Probe in einem Losungsmittel innerhalb eines starken elektrischen Feldes.

Atmospharischer Druck “Wakuum
kapillare aus
goldbeschichtetem
Glas

StatlscherDruck ”

1-2 atm.
Zum
Maszenspekirameter

1-3pl Probenlosung
Angelegte Hochspannung 500 - 800
Distanz zur Einsprithoffiung 1-3 mm

Abb. 8 Aufbau der Einspritzvorrichtung der Nano-ES
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Um ein solches Spray zu bekommen, wird die Probe in einem geeigneten Losungs-
mittel in eine goldbeschichtete Kapillare gefiillt, wie in Abbildung 8 dargestellt.
Durch das Anlegen einer Spannung an diese Kapillare, wird die Probe als feine,
geladene Tropfchen ausgestoflen. Das Losungsmittel, das die Analytmolekiil-Tonen
umgibt, wird sodann, zum Beispiel durch Warme, dazu gebracht zu verdunsten. Die
Ladungsdichte an der Tropfchenoberfliche nimmt zu, was letztendlich dazu fiihrt,
dass die Ionen aus dem Trdpfchen heraus in die Gasphase iibergehen. Die so
entstandenen Ionen werden dann fokussiert in einen Massenanalysator geleitet.

Die Technik der Nano-ES ermdglicht lange Messzeiten mit sehr geringen Proben-
volumina und Mengen (etwa 30 min./ul), was diese Technik zur Sequenzierung
kleinerer Proteinmengen geeignet macht.
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2.6.3 Phagen und Bakterien

2.6.3.1: Medien fiir die Bakterienanzucht:

LB- Medium: 10 g/ 1 Caseinhydrolysat
5 g/ 1 Hefeextrakt
10 g/1NaCl, pH 7.0 mit NaOH

SOB- Medium: 20 g/ 1 Caseinhydrolysat
5 g/ 1 Hefeextrakt
0.5 g/1NaCl, pH 7.0 mit NaOH

Sollte die Anzucht auf festem Medium erfolgen, wurden 13 g Micro-Agar vor dem
Autoklavieren auf einen Liter Medium zugegeben. Das heile Medium wurde vor
dem Gelieren auf Kulturschalen verteilt. Bei der Zugabe von Antibiotika zu den
Medien muss darauf geachtet werden, dass die Mediumstemperatur 50 °C nicht
iiberschreitet. Wurden Medien mit Ampicillin hergestellt, betrug die verwendete
Ampicillinkonzentration 50 pg / ml. Bei Medien mit Tetracyclin als Antibiotikum
betrug die verwendete Antibiotika-Konzentration ebenfalls 50 pg / ml.

2.6.3.2: Anzucht von Bakterien

2.6.3.2.1: Anzucht auf Platten

Fiir die Anzucht von Bakterien auf Kulturplatten wurden 20 pl einer Stammkultur
auf entsprechendem Medium mit Hilfe eines sterilen Glasstabes ausgestrichen. Die
Platten wurden mit Parafilm verschlossen und im Kulturschrank bei 37 °C iiber
Nacht inkubiert.

2.6.3.2.2: Anzucht in fliissigem Medium

Fiir die Anzucht in fliissigem Medium wurde mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers
eine einzelne Kolonie oder wenige Kristalle einer gefrorenen Stammbkultur in einen
Kolben oder ein Reagenzglas iiberfiihrt und im Rundschiittler bei 250 UpM und
37 °C inkubiert, bis die gewiinschte optische Dichte von 0,5-1 bei 600 nm (ODggo)
erreicht war.

2.6.3.2.3: Anzucht von Wirtszellen fiir Lambda-Phagen

Um Wirtszellen, mit denen man Lambda Phagen optimal plattieren kann, zu erhalten,
wurde der dem jeweiligen Phagenstamm entsprechende Bakterienstamm in 25 ml
LB-Medium mit 0.2 % Maltose angezogen. Bei einer ODgoo von 0.5 wurden die
Bakterien durch zehnminiitige Zentrifugation bei 4000 g und 4 °C sedimentiert und
nach Abgielen des Mediums in 7.5 ml eiskaltem 10 mM MgSO, resuspendiert.

2.6.3.3: Aufbewahrung von Bakterien

2.6.3.3.1: Herstellen von Glycerol-Stammkulturen

Hierfiir wurden die entsprechenden Bakterienkolonien zundchst mit einem sterilen
Zahnstocher in entsprechendes Medium tiiberfiihrt und auf dem Rundschiittler bei
37 °C und 120 UpM bis zum Erreichen einer ODggp von ca. 0.5 inkubiert. Zu 0.85 ml
dieser Kultur wurden 0.15 ml steriles Glycerol gegeben und griindlich vermischt. Die
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mit Glycerol versetzte Bakterienkultur wurde danach direkt in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und lidngerfristig bei —80 °C gelagert.

2.6.3.3.2: Herstellung gefrierkompetenter Bakterien

Um gefrierkompetente Bakterien herzustellen, wurde eine einzelne Kolonie des
Stammes E .coli DH5a in einen Kolben mit 50 ml SOB Medium, versetzt mit
20 mM MgSO,, gebracht und bis zum Erreichen einer ODggo von ca. 0.5 im Rund-
schiittler bei 120 UpM und 37 °C inkubiert. Danach wurden die Bakterien in ein
vorgekiihltes, steriles Zentrifugenglas iiberfithrt und 10 min. auf Eis inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1727 g fiir 10 min.
bei 4 °C sedimentiert, der Uberstand entfernt und das Bakteriensediment in 20 ml
FSB resuspendiert, erneut zentrifugiert und in 4 ml eisgekiihltem FSB (10 mM K-
Acetat pH 7.5, 45 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 100 mM KCl, 10 % (v/v) Glycerol)
durch vorsichtiges Schiitteln riickgelost. Nach der Zugabe von 140 ul DMSO wurde
die Suspension kurz durch Umschwenken gemischt und dann erneut im Eisbad
inkubiert. Aliquots dieser Suspension (150 pl) wurden nun in sterile Eppendorfge-
faBe tiberfiihrt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die so behandelten
Bakterien wurden bei —80 °C gelagert.

2.6.3.4: Transformation von Bakterien

Die Transformation gefrierkompetenter E. coli DH5a erfolgte nach Hanahan (1985).
Hierzu wurden max. 10 pl Volumen und max. 10 ng DNA, bezogen auf den Vektor,
zu 150 pl Aliquots auf Eis aufgetauter, gefrierkompetenter Bakterien pipettiert, durch
vorsichtiges Schiitteln sanft gemischt und fiir 20 min. auf Eis inkubiert. Im
Anschluss erfolgte ein Hitzeschock fiir 90 Sek. bei 42 °C. Danach wurden die
Bakterien sofort fiir 2 min. in ein Eisbad gestellt und mit 800 pl SOB Medium
versehen. Die Bakterien wurden dann im Rundschiittler bei 250 UpM und 37 °C fiir
1 h inkubiert und im Anschluss auf Indikatorplatten (LB, Ampicillin (50 pg / ml),
IPTG (60 pg / ml), X-Gal (60 pg/ ml)) in Aliquots von je 100 pl ausplattiert.

2.6.3.5: Anzucht von Phagen

2.6.3.5.1: Anzucht in fliissigem Medium

Die dem jeweiligen Phagentyp entsprechenden Wirtsbakterien wurden in je 25 ml
LB-Medium (10 g /1 NaCl, 10 g / 1 Caseinhydrolysat, 5 g / 1 Hefeextrakt, pH 7.3),
das kurz vor der Verwendung mit 0.2 % (w/v) Maltose aus einer sterilfiltrierten
Stammldsung versetzt wurde, auf einem Rundschiittler bei 250 UpM und 37 °C
inkubiert, bis eine ODggp von 0.6 erreicht war. Daraufhin wurden 10 ul Phagenlysat
(ca. 5 x 10~ pfu) zugegeben und mit den Bakterien iiber Nacht bei 250 UpM und
37 °C inkubiert.

2.6.3.5.2: Anzucht auf festem Medium

Fiir die Anzucht von Phagen auf festem Medium wurden je 100 pl geeignet verdiinn-
tes Phagenlysat mit je 100 pl vorbehandelten Wirtszellen (siehe 2.6.3.2.3) in sterilen
ReaktionsgefdBBen gemischt und fiir 5 min. bei 37 C° inkubiert. Im Anschluss daran
werden je 4 ml auf 43 °C temperierte Top-Agarose (LB-Medium mit 0.7 % Agarose)
zugegeben und durch leichtes Schiitteln gut mit der Bakterien- / Phagen-Suspension
vermischt. Die so entstandene Mischung wurde ziigig auf vorbereiteten LB-Agar-
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Platten verteilt. Die Platten werden nach einer halbstiindigen Trocknungsphase mit
Parafilm verschlossen und im Warmeschrank iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.6.3.6: Vermehrung der gewiinschten Phagen

Einer oder mehrere identische, als positiv identifizierte Phagenplaques, wurden mit
500 pl "Plating-Cells" fiir 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran
erfolgte eine Zugabe von 50 pl 0.5 M CaCl, Losung und 5 ml LB-Medium. Dieser
Ansatz wurde bei 37 °C und 220 UpM 4’% Stunden geschiittelt und danach
weiterverarbeitet.

Alternativ dazu konnte die Inkubation auch nach der Zugabe von 500 pl 0.5 M CacCl,
und 50 ml LB bei 37 °C iiber Nacht erfolgen, um mehr Material zu erhalten.

2.6.3.7: "Plaque—Lifting"

Entsprechend der GroB3e der Phagenplatte wurden Nylonmembranen zugeschnitten
und auf die vorgekiihlten Platten (4 °C) gelegt, wobei die Position der Membran auf
der Plattenriickseite und auf der Membran markiert wurde, um spitere Zuordnung zu
erleichtern.

Nach dreiminiitiger Inkubationszeit wurden die Filter mit der DN A-Seite nach oben
auf ein mit Denaturierungslosung (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) getridnktes Whatman 3
MM Papier gelegt und zum Denaturieren der DNA fiir 7 min. dort belassen. Danach
wurden die Membranen kurz auf trockenes Whatman Papier gelegt, um iiber-
schiissige Denaturierungslosung zu entfernen und im Anschluss auf einem mit
Neutralisierungslosung (0.1 M Tris / HCI, pH 7.5, 1.5 M NaCl) getrinktem
Whatman-Papier fiir 15 min. neutralisiert. Danach wurden die Filter erneut kurz auf
trockenes Whatman-Papier gebracht und dann fiir 10 min. auf in 2 x SSC (0.3 M
NaCl, 30 mM Na-Citrat (pH 7)) getrinktem Whatman-Papier fixiert.

Die auf die Filter transferierte Phagen DNA wurde im Anschluss durch UV-
Crosslinking (UV Stratalinker 1800, 120 mJoule, 4 min) auf der Membran fixiert.
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2.7: Charakterisierung von Coleus Suspensionskulturen

In Zusammenarbeit mit Ute Hegener wurde die Coleus 20 Kultur iiber einen Zeit-
raum von 13 Tagen, im Bezug auf die RAS-Aktivitit und die iiblichen Wachstums-
parameter, charakterisiert. Die Kultur befand sich zu Beginn der Charakterisierung in
ihrer 18. Passage. Die Charakterisierung fand parallel in CB2- und CB4-Medium
statt.

Fiir eine in Marburg neu angelegte Kultur Col M1 wurde in Zusammenarbeit mit
Kyung Hee Kim ebenfalls eine Charakterisierung iiber 10 Kulturtage durchgefiihrt.
Die Kultur befand sich zu diesem Zeitpunkt in der 10. Passage. Die Charakterisie-
rung wurde parallel in CB4, CB5 und CB6 Medium durchgefiihrt.

Eine weitere ausfiihrliche Charakterisierung in CB2 und CB4-Medium wurde an der
ebenfalls in Marburg angelegten Kultur Col M5 iiber 11 Tage durchgefiihrt. Im Zuge
dieser Charakterisierung wurde auch, iiber den Verlauf der Kulturperiode, RNA fiir
Expressionsstudien isoliert.

2.7.1: Mediumsparameter

Zur Bestimmung der Mediumsparameter wurden fiir jeden untersuchten Kulturtag
pH-Wert, Leitfdhigkeit des Mediums und der Zuckergehalt des Mediums bestimmt.

2.7.2: Wachstumsparameter

2.7.2.1: Bestimmung des Frischgewichtes

Zur Bestimmung des Frischgewichtes wurde der Inhalt eines Kulturkolbens iiber eine
Filternutsche vom Medium getrennt und die Zellen anschlieBend gewogen.

2.7.2.2: Bestimmung des Trockengewichtes

5 g vom Medium getrennte Zellen wurden in ein vorgewogenes Plastikrohrchen
eingewogen und gefriergetrocknet. Danach wurde das Réhrchen mit den trockenen
Zellen gewogen und das Gewicht des Rohrchens vom erhaltenen Wert abgezogen.

2.7.3: Inhaltsstoffe

2.7.3.1: Bestimmung des Rosmarinsiure- und Isorinséure-Gehaltes

Zur Bestimmung der Rosmarinsduregehalte wurden jeweils mehrere Gramm trocken-
gesaugter Zellen eingefroren und gefriergetrocknet. Zur Extraktion wurden davon
zweimal 50 mg gefriergetrocknete Zellen mit 3 ml 70 % Ethanol p.a. im Ultra-
schallbad bei 70 °C fiir 2 mal 10 min. aufgeschlossen. Zelltrimmer wurden danach
durch 10 mintitige Zentrifugation bei 1000g entfernt.

Die so erhaltenen Extrakte wurden 1:10 verdiinnt und mittels analytischer HPLC
(siehe 2.7.4.2.3) analysiert.
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2.7.4: Enzyvmaktivititen

2.7.4.1: Bestimmung der PAL-Aktivitét:

Die Bestimmung der PAL-Aktivitdt beruht auf der Messung der Extinktionszunahme
bei 290 nm, durch die Bildung des Reaktionsproduktes Zimtsdure. Die Extinktions-
dnderung wird im Test nach einer Vorinkubationszeit von 10 min. iiber einen Zeit-
raum von 30 min. verfolgt, wobei der Wert jede Minute bestimmt wurde.

Pro Ansatz wurden 633 pl Borsdure-Borax-Puffer pH 8 (60.7 Teile einer 0.05 M
Na;B4O7- Losung, 39.3 Teile einer 0.2 M H3BOs3- Lésung mit 0.05 M NaCl), 167 pl
Enzymrohextrakt (siehe 2.7.1.1) und 200 pl 0.1 M Phenylalanin in Borséure-Borax-
Puffer in vorgewédrmte Quarzkiivetten pipettiert und durch Schiitteln gemischt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe des Phenylalanins gestartet. Die Referenz enthielt
kein Phenylalanin und ein entsprechend vergréBertes Puffervolumen.

2.7.4.2: Bestimmung der RAS-Aktivitét:

Die Aktivitdt der Rosmarinsduresynthase wurde stets mittels eines Enzymtests und
anschlieBender HPLC-Analytik ausgewertet. Folgende Substrate mussten dafiir
selbst hergestellt werden:

2.7.4.2.1: Substrate fiir die Rosmarinsduresynthase

2.7.4.2.1.1: Synthese des Caffeoyl-CoA-Esters

25.2 mg NaHCO; wurden in 6 ml bidest. Wasser gelost und 15 min. mit
Stickstoff durchgast. Danach wurden 23 mg Coenzym A als freie Séure
zugegeben. Die Mischung wurde erneut 15 min. mit Stickstoff durchgast.
Waihrenddessen wurden 56 mg Caffeoyl-Succinimid-Ester, der freundlicher-
weise von M. Petersen zur Verfiigung gestellt wurde, in 0.5 ml Aceton p.a.
geldst und nach den 15 min. tropfenweise zu der CoA-Losung gegeben. Im
Anschluss daran wurde so viel Aceton zugegeben, wie ndtig war, um den ge-
bildeten Niederschlag zu 16sen. Das Reagenzglas mit der nun klaren, gelben
Flissigkeit wurde iiber Nacht, vor Licht geschiitzt, bei Raumtemperatur
inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Aceton durch einen iiber die Losung
geleiteten Stickstoffstrom restlos entfernt und die Losung 10 min. bei 1000 g
zentrifugiert. Das gewiinschte Reaktionsprodukt befand sich im Uberstand
und wurde chromatographisch weiter aufgereinigt.

2.7.4.2.1.2: Reinigung des Caffeoyl-CoA-Esters

Die Reinigung des Esters erfolgte durch eine Chromatographie an Poly-
amid SC 6 (Polycaprolactam, Korngréfe 0.05 — 0.16 mm) nach Strack et al.
(1987).

Das Sdulenmaterial wurde mit 10 % Ammoniaklosung versetzt und 10 min.
lang geriihrt. Das Material wurde anschlieBend so lange mit bidest. Wasser
gewaschen, bis ein neutraler pH-Wert erreicht war. Danach wurde das
Sdulenmaterial fiir 10 min. in 10 % iger Salzsdure geriihrt und im Anschluss
erneut bis zum Erreichen eines pH-Wertes von 5-6 mit bidest. Wasser ge-
waschen. Das Material wurde nun mehrmals mit Methanol gewaschen und in
eine Glassédule (2 x 27 cm) gefiillt, die anschlieBend mit 5 1 bidest. Wasser
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dquilibriert wurde. Nach Auftragen der wissrigen Caffeoyl-CoA-Ester
Losung wurde die Sdule stufenweise eluiert:

250 ml bidest. H,O

250 ml Methanol

25 ul 25 % Ammoniak in 250 ml Methanol
105 pl 25 % Ammoniak in 350 ml Methanol
175 pl 25 % Ammoniak in 350 ml Methanol
350 pl 25 % Ammoniak in 350 ml Methanol
1050 pl 25 % Ammoniak in 350 ml Methanol
1500 pl 25 % Ammoniak in 300 ml Methanol

NN R WD -

Von den einzelnen Fraktionen wurden photometrisch Spektren aufgenom-
men, an Hand derer die Anwesenheit des CoA-Esters in den Elutionsstufen
bestimmt werden konnte. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt
und am Rotationsverdampfer bei 180 — 200 mbar und 40 °C zur Trockene
eingedampft. Die Riickstinde wurden in einem geringen Volumen bidest.
Wasser riickgelost. Durch ein erneutes Spektrum wurde die Konzentration an
Ester mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten fiir Caffeoyl-CoA
(€346: 18 x 10° cm® mol ) in der Losung ermittelt und auf eine Konzentration
von 2.5 mM verdiinnt.

2.7.4.2.2: Enzymtest zur Bestimmung der RAS-Aktivitdt

Die Rosmarinsduresynthasetests wurden nach der von Petersen und Alfermann
(1998) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Folgende Komponenten wurden in der
angegebenen Reihenfolge in 1,5 ml-Eppendorf-Gefidlie pipettiert:

10ul 0.1 MDTT
Sul 12.5 M Ascorbat
45 ul 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7.0
50 ul  Enzymextrakt (siche 2.7.1.1)
10 ul 2.5 mM Caffeoyl-CoA
5ul 10 mM DL-p-Hydroxyphenyllactat (pHPL)

Kontrolltests ohne Substrate und mit entsprechend vergroBertem Puffervolumen
(Gesamtvolumen von 125 pl) wurden ebenfalls durchgefiihrt. Alle Tests wurden
griindlich gemischt und fiir 15 min. bei 30 °C im Wasserbad inkubiert. Danach
wurde die Reaktion durch Ansduern mit 10 pul 6 N HCI gestoppt.

Zur Analyse wurden die Tests zweimal mit 0.5 ml Ethylacetat p.a. ausgeschiittelt.
Zur besseren Phasentrennung wurde im Anschluss daran kurz zentrifugiert. Die
Ethylacetatphasen wurden jeweils in 1.5 ml Eppendorf-Gefden vereinigt und im
Exsikkator bis zur Trockne eingedampft.

Die trockenen Riickstinde wurden in 100 ul 50 % Methanol mit 0.01 % o-
Phosphorséure (85 %) gelost und iiber HPLC analysiert.

2.7.4.2.3: HPLC-Analytik

Die Extrakte der Enzymtests wurden mittels analytischer High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) analysiert.

Dazu wurden folgende Parameter angewandt:
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Vorséule: Shandon Hypersil ODS 4 x 20 mm

Trennsdule: Shandon Hypersil ODS 4 x 250 mm

Mobile Phase: 50 % Methanol mit 0.01 % Phosphorséure, isokratisch
Flussrate: 0.85 — 1 ml / min

Detektion: 333 nm

Injektionsvolumen: 20 pl

Das Séulenmaterial der ,,reversed phase HPLC* besteht aus porosen Kieselgelparti-
keln, die in der Regel mit n-Alkyl-Ketten versehen sind. In unserem Fall liegen
Cis-Ketten vor. Der Name ,,reversed phase® leitet sich daraus her, dass diese Sdule
eine hydrophobe stationdre Phase besitzt. Hydrophile Substanzen eluieren somit
schneller als hydrophobe, die stirkere Wechselwirkungen mit der Matrix besitzen.
Zur Verdinnung der Proben und als mobile Phase wurde in unserem Fall
angesduertes 50 %iges Methanol verwendet, da so alle Substanzen in vollstindig
protonierter Form vorliegen und jeweils in einem Peak eluiert werden. Das
Laufmittel wurde vor der Verwendung partikelfrei filtriert.

Die Quantifizierung des Produktes erfolgte mittels eines externen Standards, ent-
weder fiir Rosmarinsédure (0.5 nmol RA / 20 pl) oder fiir Isorinsdure (0.5 nmol
Isorinsdure /20 pl).
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2.8: Methoden zur Reinigung der Rosmarinsiuresynthase

Die Reinigung der RAS erfolgte zundchst unverdndert nach den Methoden von
Juliane Meinhard (1995). Die Affinitidtschromatographie an ,,R-2382 Reactive
Yellow 86 Agarose* wurde spéter als zuséitzlicher Reinigungsschritt eingeschoben.

2.8.1: Reinigungsschritte

2.8.1.1: Herstellung eines Enzym-Rohextraktes

Zur Enzymisolierung wurden Coleus blumei Zellen aus CB4-Medium vom 7. Kultur-
tag verwendet, da hier die hochste spezifische RAS-Aktivitdt nachgewiesen werden
konnte.

Zur weiteren Verarbeitung wurde das Medium auf einer Filternutsche mit Filter-
papier durch eine Wasserstrahlpumpe vollstindig abgesaugt. 50 g der so gewonnenen
Zellen wurden sodann im vorgekiihlten Morser mit 10 g Polyclar 10 und 50 ml 0.1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 7.5 mit 1 mM DTT versetzt. Die Zellen wurden so lange
auf Eis gemorsert, bis sich eine homogene, fliissige Masse ergab, die dann in
Zentrifugenbecher gegossen wurde. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 4 °C in
einer Kiihlzentrifuge (48000 g) wurde der Uberstand durch Glaswolle filtriert.
Aliquots dieses Rohextraktes wurden nach jeder Extraktion eingefroren und zu
einem spiteren Zeitpunkt zur Bestimmung der Rosmarinsduresynthase-Aktivitét
sowie der Proteinkonzentration verwendet. Der Rest des Uberstandes wurde fiir die
Ammoniumsulfatfallung weiterverwendet.

2.8.1.2: Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung

Die Ammoniumsulfatfillung ist der erste Schritt in der Reinigung der Rosmarin-
sduresynthase. Diese recht einfache und wirkungsvolle Methode zur groben Frak-
tionierung und Konzentrierung von Proteinlosungen (Cooper 1981) erwies sich auch
fiir die Reinigung der Rosmarinsduresynthase als sinnvoll. Alle folgenden Schritte
wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefiihrt. Wir verwendeten vorgekiihlte, gesattigte
Ammoniumsulfatlosung pH 7.0. Im ersten Schritt wurden zu 1 Volumenteil Protein-
16sung innerhalb von 20 min. 1.5 Volumenteile der gesittigten Ammoniumsulfat-
16sung tropfenweise zugegeben, so dass eine 60 % ige Sittigung erreicht wurde. Die
Losung wurde weitere 20 min. geriihrt und danach durch 20-miniitige Zentrifugation
bei 41416 g in einer Kiihlzentrifuge bei 4 °C zentrifugiert, um prézipitierte Kom-
ponenten zu sedimentieren. Der Uberstand wurde fiir einen weiteren Fillungsschritt
verwendet. Hier wurden nun im Zeitraum von 20 min. zu 1 Volumenteil des Uber-
standes genau 1 Volumenteil der gesittigten Ammoniumsulfatlosung zugegeben, um
eine 80 %ige Sittigung zu erreichen. Auch hier wurde noch weitere 20 min. geriihrt.
Nach erneuter Zentrifugation (20 min, 41416 g, 4 °C) wurde der Uberstand
verworfen. Das Sediment wurde in 10 mM KPi-Puffer mit 1 M Ammoniumsulfat,
pH 7.0 mit 1 mM DTT gelost und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.
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2.8.1.3: Sdulenchromatographische Methoden

Vor jedem Auftrag auf die Sdule wurde der Enzymextrakt 10 min. bei 4 °C mit
15115 g zentrifugiert, um Schwebeteilchen oder eventuelle Verunreinigungen zu
entfernen.

Die chromatographischen Reinigungsschritte wurden mit Hilfe eines HPLC-Systems
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Alle verwendeten Puffer wurden partikelfrei
filtriert. Die Detektion des Proteins erfolgte in allen Léufen bei 280 nm. Die Fraktio-
nen wurden grundsitzlich auf Eis gesammelt. Die Bestimmung der Salzkonzentra-
tion in den Fraktionen erfolgte mit Hilfe eines Handrefraktometers. Alle gesam-
melten Fraktionen wurden auf RAS-Aktivitét getestet.

2.8.1.3.1: Hydrophobe Interaktionschromatographie an Fractogel TSK Butyl

In wissriger Losung assoziieren an der Oberfldche liegende hydrophobe Bereiche in
Proteinstrukturen bevorzugt mit hydrophoben Oberflichen. Durch Erhéhung der
Ionenstdrke in einer Proteinldsung mit Hilfe eines geeigneten Salzes, z.B. Ammoni-
umsulfat, kdnnen die hydrophilen Gruppen eines Proteins abgeschirmt werden und
somit die hydrophobe Wechselwirkung verstiarkt werden. Die hydrophoben Regionen
des Proteins konnen dann mit den hydrophoben Gruppen des Séulenmaterials eine
Wechselwirkung eingehen. Wird die Salzkonzentration in der mobilen Phase verrin-
gert, verlieren die hydrophilen Gruppen im Protein ihre Abschirmung. Daher kann
die Bindung des Proteins durch abnehmende Ionenstarke im Chromatographiepuffer
wieder gelost werden.

Material: 10 ml Fractogel TSK Butyl-650 (M)

Puffer: A: 10 mM KPi, 1 M Ammoniumsulfat, pH 7.0, | mM DTT
B: 10 mM KPi, pH 7.0, 1 mM DTT

Programm: 0-10 min. isokratisch A

10-55 min. linearer Gradient A-B
55-65 min. isokratisch B
Flussrate: 1 ml /min
Fraktionsgrofe: 2 ml

Die Fraktionen, die Rosmarinsduresynthase-Aktivitit zeigten, wurden vereinigt und
durch Ultrafiltration mit Zentrifugalkonzentratoren bei 4 °C konzentriert. Das Kon-
zentrat wurde bis zur Benutzung bei -20 °C aufbewahrt.

2.8.1.3.2: Affinitdtschromatographie

Hierbei liegt normalerweise ein Ligand vor, der iiber einen Abstandhalter (Spacer)
mit der Sdulenmatrix verbunden ist. Dieser Ligand kann im Idealfall ein spezifischer
Ligand fiir das gesuchte Protein sein. Es kann sich aber auch um einen Liganden
handeln, mit dem Proteine interagieren, zum Beispiel einen Farbstoff. Im Idealfall
ermoglicht somit diese Methode die Trennung von Makromolekiilen aufgrund ihrer
individuellen biologischen Funktion. Die Proteine werden an den biospezifischen
Liganden oder die reaktiven Gruppen der Matrix adsorbiert und kénnen von diesen
beispielsweise durch Erhohung der lonenstirke im Puffer oder aber mit ihrem spezi-
fischen Substrat, gegebenenfalls auch mit einem Cofaktor wieder eluiert werden.
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2.8.1.3.2.1: R-2328 Reactive Yellow 86 Agarose

Reactive Yellow 86 Agarose, ein gelber an Agarose gebundener Farbstoft,
soll in der Lage sein, CoA-abhingige Proteine zu binden und sie somit von
anderen zu trennen (Hohlfeld et al. 1995, 1996, Yu und Facchini 1999). Unter
dieser Annahme wurde der Trennungsschritt in die Reinigung eingebaut.
Zunichst wurde versucht, das Protein mit Caffeoyl-CoA in einer Konzentra-
tion von 0.5 mM nach anfinglichem Waschen mit 10 mM KPi zu eluieren.
Dies war aber unnétig, da das Protein bereits beim Waschen die Saule ver-
lieB. Da auf diese Weise aber ein gutes Reinigungsergebnis erzielt wurde,
wurde der Schritt leicht verdndert im Reinigungsschema belassen.

Material: 6 ml Reactive Yellow 86 Agarose mit 2-3 mg Farb-
stoff / ml Gel

Puffer: 10 mM KPi, pH 7.0, | mM DTT

Programm: isokratisch

Flussrate: 0.5 ml / min

Fraktionsgrofe: 1.5 ml

2.8.1.3.2.2: Fractogel TSK AF-Blue

Fractogel TSK AF-Blue besitzt als funktionelle Gruppe einen blauen Triazin-
farbstoff, der fiir die Trennung von Nukleotid-abhéngigen Enzymen geeignet
ist. Die Annahme, dass dieses Material gleich oder dhnlich der funktionellen
Gruppe des Triazinfarbstoffes Cibacron Blue F3 G-A ist, der auch CoA-ab-
héngige Enzyme bindet, war verantwortlich fiir den Versuch, dieses Material
zu testen.

Da mit diesem Material auch bereits bei Juliane Meinhard (1995) gute Ergeb-
nisse erzielt wurden, wurde dieser Schritt in den Reinigungsablauf iibernom-
men.

Material: 8 ml Fractogel TSK AF-Blue
Puffer: A: 10 mM KPi, pH 7.0, 1 mM DTT

B: 10 mM KPi, 1 M KCl, pH 7.0, 1 mM DTT
Programm: 0-10 min isokratisch A

10-40 min linearer Gradient A-B
40-50 min isokratisch B
Flussrate: 1 ml / min
Fraktionsgrofe: 2 ml

2.8.1.4: Native Gelelektrophorese

Native Gelsysteme enthalten kein SDS. Aus diesem Grund richtet sich die Ladung
der Proteine im Gel nach ihrem isoelektrischen Punkt und dem pH des verwendeten
Puffers. Im nativen System wird das Protein direkt und ohne Vorbehandlung auf das
Gel aufgetragen und wandert je nach Ladung zur Kathode oder zur Anode. Die Wan-
derungsgeschwindigkeit des Proteins hiangt hier von seiner Ladung, seiner Grofe, der
Pordsitét der Gelmatrix und dem pH von Trenngel und Laufpuffer ab.

Hier wurde die Methode von Ornstein (1964) verwendet. Die Elektrophorese wurde
wie fiir die SDS-PAGE durchgefiihrt, nur dass hierbei kein SDS oder Mercapto-
ethanol in Puffer oder Gel verwendet wurde.
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2.8.1.4.1: Probenbehandlung

4 Volumenteile Probe und 1 Volumenteil Probenpuffer wurden gemischt. Die Proben
wurden fiir ca. 5 bis 10 min. auf Eis inkubiert und danach auf das Gel aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstidrke (30 mA) und bei 4 °C
durchgefiihrt.

Probenpuffer: 33ml 1.9 M Tris/ HCI pH 6.8
6.6 ml Glycerin
0.1 ml 1 % Bromphenolblau

2.8.1.4.2: Acrylamid-Gele

Die Gelzusammensetzung war hier die gleiche wie bei der denaturierenden Elektro-
phorese, nur dass SDS in Trenn- und Sammelgel durch Wasser ersetzt wurde. Auch
wurde das Gel nicht mit SDS {iberschichtet, um eine bessere Polymerisation zu
erreichen, sondern mit n-Butanol.

2.8.1.4.3: Elektrodenpuffer und Elektrophorese

Die Behandlung der Gele entsprach der Behandlung der denaturierenden Gele mit
der Ausnahme, dass der Lauf bei 4 °C stattfand. Die Pufferzusammensetzung ent-
sprach ebenfalls der fiir SDS-Gele allerdings ohne SDS:

Kathodenpufter: 0.025 M Tris, 0.192 M Glycin
Anodenpuffer:  0.025 M Tris / HCI pH 8.3

2.8.1.4.4: Detektion der RAS-Aktivitit im Gel

Nach der nativen Gelelektrophorese wurden die Gelbahnen des Trenngels vertikal (in
Laufrichtung) mit einem Skalpell in Streifen geschnitten und horizontal (quer zur
Laufrichtung) in je 1 cm breite Stiicke geteilt. Die so erhaltenen Segmente wurden
jeweils in 1.5 ml-Eppendorfgefale gegeben und mit 400 pl Elutionspuffer (0.1 M
KPi pH 7.0 mit 10 mM DTT und 0.5 mM Ascorbat) versetzt und fiir 5 h bei 4 °C
eluiert. Danach wurden jeweils 220 pl Eluat entnommen, mit 20 pl 2.5 mM Caf-CoA
und 10 pl 20 mM pHPL versetzt und 30 min. bei 30 °C im Wasserbad inkubiert.
Nach Abstoppen der Reaktion mit 20 pul 6 N HCI wurden die Proben extrahiert und
analysiert.

Um eine saubere Trennung des Produktes von zusétzlich aus dem Gel eluierten Stof-
fen zu erhalten, wurde fiir die HPLC-Analyse 42.5 % Methanol mit 0.01 % o-Phos-
phorséure als mobile Phase verwendet.
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2.9: Methoden zur Klonierung der Phenvlalanin Ammonium-Lyase

Fir die Klonierung der Phenylalanin Ammonium-Lyase wurde von einem
heterologen PAL-Klon aus Solanum tuberosum, pAL 23 (Joos und Hahlbrock 1992),
ausgegangen, der freundlicherweise vom MPI in K&In zur Verfiigung gestellt wurde.
Mit einem Fragment dieses Klons, siche Tabelle 2, wurde eine Lambda gt-10 cDNA-
Bank von Coleus blumei (Petersen et al. 1995) durchsucht, um einen homologen
Klon fiir die PAL zu erhalten.

Sonde |Sequenz / Literaturangabe zum Klon Hybridisie-
rungstempe-
ratur

pAL 23 |Joos und Hahlbrock 1992 (Solanum tuberosum) 60 °C

PAL-1 |ATCCTGCAAAACTAACATATTGGAAGAGGTTCGCCATTCCAAGCCTCGA |68 °C
GGCATTTCAACAATGGATCAACTATGAGCCCATTGCTCAACGCCGTGAA
CACCTTCTCACCCTCTTCCCCGGGCGACACCGTCTTCTCCCCCGTCAAG
AATCCAGTCCCCAGCTCCTCCCTGATGAAGCTGTACAGCGGATAAGACC
TGCATTCCTTGATCCTGTTGGGAACGGCGGGGTTTCCAGCCTCCAGTGC
GACTCTGGCGGCCTCGATTTCCTTAGGAAGGACGGCCTTGAGCTCTTCC
TCGAACACTTGGATCTTCTGGAAGATGGAAGTGGTCGCATTCTTTTCAT
TGTCCCCGTTCTTGAAGGCGTGGTCNACCANCACCTGCCTCCAGCTTCC
TGCATCAANCGGTTAGCTGCCGCTTGCCANGCGTTC

Tab. 2: Sequenzen und Hybridisierungstemperaturen der fiir die Klonierung
der PAL verwendeten Sonden.

Siehe 2.5.1.9 - Zur Markierung der Sonden, 2.5.1.10 - Filterhybridisierung und 2.5.3.7 -
Transferieren der Phagen-DNA auf Nylonmembranen N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G,T;
H=A,C,T; V=A,C,G; K=G,T; M= A,C; R= A,G S=C,G; W=A,T; Y=C,T, I= Inosin

Einer der durch diese Suche aufgefundenen Klone, PAL-1, wurde fiir eine weitere
Suche auch in der neu angelegten fraktionierten cDNA-Bank (2.9.1) verwendet. Die
Sequenz des als Sonde benutzten Fragmentes dieses Klones ist ebenfalls in Tabelle 2
gezeigt.
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2.10: Methoden zur Klonierung der Rosmarinsiuresynthase

Fir die Klonierung der RAS aus Coleus blumei wurden verschiedene Ansdtze
benutzt. Zum einen wurde versucht, mit Hilfe der aus den Proteinsequenzierungen
erhaltenen Peptidsequenzen Sonden herzustellen, mit denen eine cDNA-Bank durch-
sucht werden konnte. Als anderer Ansatz wurde versucht, die so erhaltenen Sequen-
zen fiir PCR sowie RT-PCR einzusetzen.

2.10.1: Erstellen einer fraktionierten cDNA-Bank

Komplementire DNA-Banken (cDNA von complementary DNA) beinhalten die
Information der Messenger RNA (mRNA) eines Gewebetyps oder Organismus zum
Zeitpunkt der Isolierung. Da RNA selbst recht schwierig zu handhaben und in
natiirlicher Form schlecht zu replizieren ist, wird im Verlauf der cDNA-Synthese
mRNA in stabile komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben. Inseriert man diese
c¢DNA in einen selbstreplizierenden Lambda Vektor, wird es zusétzlich moglich, die
Information zu vervielfdltigen und einen relativ leichten Zugriff zu erhalten. In
diesem Fall wurde die cDNA-Bank mit Hilfe des ,,ZAP Express ™ DNA Synthesis
Kit“ sowie dem "ZAP Express '~ ¢cDNA Gigapack® III Gold Cloning Kit" (Strata-
gene) aus Suspensionskulturen der Zellinie Col. 16 vom sechsten Tag der Kultur-
periode erstellt. Die Herstellerangaben wurden weitgehend eingehalten.
Abweichungen ergaben sich lediglich durch den Verzicht auf den Einbau radio-
aktiven dNTPs bei der Zweitstrangsynthese und die Verwendung von Gelelektro-
phorese zur GroBenfraktionierung der cDNA, anstelle der von Stratagene vorgeschla-
genen Gelfiltration. Zu diesem Zweck wurde die cDNA auf ein 1 % iges Agarosegel
aufgetragen (siehe 2.6.1.5.1 ) und eine GroBenfraktionierung durch Zerschneiden des
Gels mit anschlieBender Elution der enthaltenen DNA (siehe 2.6.1.6.1) vorge-
nommen.

2.10.2: Durchsuchen von cDNA -Banken

Folgende Sonden wurden zum Suchen in cDNA-Banken von Coleus blumei einge-
setzt:

Sonde Sequenz Hybridisierungs-
temperatur

MP-6 CAYATGGARMGNTTYGARAAR 37 °C

MP-10 AARYTIACIMGIGAYCARYTIAAY 37 °C

RAS-AB-1 |GTIGARTTYTAYCCIWSITTYGG 40 °C

RAS-2 CCWGCWCCWACWCC 40 °C

Tab. 3: Sequenzen und Hybridisierungstemperaturen der fiir die Klonierung

der PAL verwendeten Sonden

N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G.T; H=A,C,T; V=A,C,G; K=G,T; M = A,C; R=A,G S=C,G;
W=AT; Y=C,T; I= Inosin

Siehe 2.5.1.9 - Zur Markierung der Sonden, 2.5.1.10 - Filterhybridisierung und

2.5.3.7 - Transferieren der Phagen-DNA auf Nylonmembranen
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2.10.3: PCR

Die PCR (polymerase chain reaction) macht sich die Tatsache zunutze, dass das an
heilen Quellen lebende Bakterium Thermophilus aquaticus eine DNA-Polymerase
besitzt, die auch Temperaturen iiber 90 °C kurzfristig ohne Aktivititsverlust tiber-
steht. Dieses Enzym, kurz Taqg-Polymerase, besitzt ein Temperaturoptimum bei
72 °C. Verschiedene Hersteller bieten inzwischen auch Polymerasen an, die nicht aus
Thermophilus stammen und auf unterschiedliche Weise verdndert sind. In den hier
durchgefiihrten Experimenten wurde zum einen eine durch genetisch modifizierte
Bakterien hergestellte Tag-Polymerase der Firma Promega verwendet, die ansonsten
die gleichen Eigenschaften besitzt wie das Originalenzym, sowie eine modifizierte
Polymerase der Firma Qiagen (HotStar™-Taq). Diese Polymerase ist derart verdn-
dert, dass eine einmalige Vorinkubation von 15 min. bei 95 °C notwendig ist, um das
Enzym zu aktivieren. Dieser so eingebaute "Heil Start" verhindert unspezifisches
Ablesen von DNA durch die Polymerase wihrend der Autheizphase des PCR-Ge-
rites. Auch garantiert diese Vorinkubation eine vollstindige Denaturierung der ein-
gesetzten DNA, ohne die Aktivitit des Enzyms zu senken.

Jeder PCR-Zyklus beginnt, unabhingig von der fiir die HotStar™-Taq erforderlichen
Vorinkubation, mit einer Denaturierungsphase zwischen 92 und 97 °C. Wihrend bei
92 °C die Halbwertszeit des Enzyms sehr hoch ist (>120 min), werden lange, kom-
plexe DNA-Sequenzen bei dieser Temperatur unter Umstdnden noch nicht vollstdn-
dig denaturiert. Nach der Denaturierungsphase wird die Temperatur so weit abge-
senkt, dass sich die Primer an die zu amplifizierende DNA anlagern kdnnen
(annealing). Die hierfiir benétigte Temperatur ist abhdngig vom GC-Gehalt, dem
Degenerationsgrad und von der Sequenzhomologie der Primer mit der Ziel-DNA.
Generell ist bei Temperaturen unter 50 °C die Primeranlagerung hoch, Fehlpaarun-
gen sind aber haufig. Die Chance fiir Fehlpaarungen sinkt mit steigender Temperatur,
was von PCR-Techniken, wie zum Beispiel der "Touch down PCR", bei der in den
ersten Zyklen mit einer annealing Temperatur von 70 oder 72 °C gearbeitet wird,
ausgenutzt wird, um hochspezifische Amplifikate zu erhalten. Die annealing
Temperatur wird dann fiir die nachfolgenden Zyklen abgesenkt, um eine
ausreichende Menge an amplifizierter DNA zu erhalten, da die Effizienz der
Primeranlagerung mit steigender Temperatur ebenfalls abnimmt. Die eigentliche
Reaktion, die Extension, findet normalerweise bei 72 °C, dem Temperaturoptimum
der Polymerase statt. Die Dauer der Extension richtet sich nach der Grofle des zu
amplifizierenden Stiickes. Bei einer Inkorporationsrate von ca. 35-100 Nukleotiden
pro Sekunde, wird etwa eine Minute fiir ein kb bendtigt. Die PCR besteht nun aus
einer Wiederholung dieser drei Schritte. Die Menge der amplifizierten DNA hingt
hierbei zum einen von der Menge der als Matrize eingesetzten DNA, zum anderen
von der Anzahl der durchgefiihrten Zyklen ab. Da die Zahl der Amplifikate mit der
Zahl der Zyklen exponentiell steigt, ist mit der Erhdhung der Zyklenzahl der grofere
Effekt zu erzielen. Es muss allerdings beachtet werden, dass mit steigender
Zyklenzahl auch mdogliche Fehlpaarungen stérker ins Gewicht fallen. Eine sinnvolle
Kombination aus Zyklenzahl und eingesetzter DNA, sowie die Abstimmung der
Temperaturen innerhalb der Schritte, muss individuell auf die Anforderungen der
jeweiligen PCR angepasst werden.

2.10.3.1: PCR-Primer und Bedingungen

Als Primer fiir die PCR wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrten Oligonukleotide ver-
wendet. Da nach der Proteinsequenzierung nicht bekannt war, in welcher Richtung
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die Sequenzen orientiert waren und an welcher Stelle des Gens sie sich befanden,
wurden fiir die PCR Sinn- und Gegensinn-Primer eingesetzt.

Sonde Sequenz
RAS 1 F. GTBGARTTYTAYCC
R. GGRTARAAYTCVAC
RAS 2 F. CCWCGWCCWACWCC
R. |GGWGTWGGWCGWGG
RASAB1 |F. GTIGARTTYTAYCCIWSITTYGG
R. CCRAAISWIGGRTARAAYTCIAC
RASAB2 |F. GARITICARGARGA
R. TCYTCYTGIAIYTC
RAS-AB 4 |F ARCCWGCHCCWACHCC
A gt 10 F. GCCTCGAGCAAGTTCAGCCTGGTAAG
R. GCCTCGAGTATTTCTTCCAGGG
Tab. 4: Fiir die PCR verwendete Primer. F steht fiir die normale Leserichtung
(forward), R fiir den entsprechenden Primer in Gegensinnrichtung (reverse). Die
Sequenz steht hier immer in 5’- 3" Richtung.
N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G,T; H=A,C,T; V=A,C,G; K=G,T; M = A,C; R=A,G S=C,G;
W=AT; Y=C,T; I= Inosin

Als Matrizen-DNA fiir die PCR-Reaktion wurde entweder genomische DNA aus
Coleus blumei Suspensionskulturen, Sprosskulturen oder Blittern, genomische DNA
aus Rosmarinus officinalis, Lavandula vera, Blechnum brasiliense, Lamium album
und Melissa officinalis oder isolierte Phagen-DNA aus der Lambda gt-10 ¢cDNA-
Bank verwendet. Bei letzterer wurde versucht, mit Hilfe eines phagenspezifischen
und eines genspezifischen Primers entsprechende Transkripte aus der cDNA-Bank zu
erhalten. Wurde genomische DNA als Matrize eingesetzt, wurden zwei genspezifi-
sche Primer verwendet.

Die fiir die PCR verwendeten Primerkombinationen und Programme sind in Tabelle
5 aufgefiihrt.

Primer- Denaturierung Annealing Extension Zyklen-
kombination zahl
RAS 1-F/R 95°C| 15/5min.| 40°Cbis | 2min.|72°C| 3 min.| 32 1
RAS 2-R/F 1 min. 50 °C 2 min. 3 min. 30
1 min. 3 min. 10 min. 1
RASAB 1-F/R | 95°C| 15/5min.| 40°Cbis | 2min.|72°C| 3 min.| 32 1
RASAB 2-R/F 1 min. 56 °C 2 min. 3 min. 30
1 min. 3 min. 10 min. 1
RASAB 1-F/R | 95°C| 15/5min.| 40°Cbis | 2min.|72°C| 3 min.| 32 1
A gt 10 F/R 1 min. 56 °C 2 min. 3 min. 30
oder R/F 1 min. 3 min. 10 min. 1

Tab. 5: Primerkombinationen und zugehorige PCR Programme. F/R bedeutet hier,
dass der jeweilige Sinn- oder Gegensinn-Primer verwendet wurde. Je nach verwendeter
Polymerase betrug die Dauer des ersten Denaturierungsschrittes 15 (HotStar™-Taq) oder 5
(Tag-Promega) Minuten. Die Annealing-Temperatur wurde in verschiedenen Experimenten
im angegebenen Temperaturbereich variiert.
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Erginzend zu den in Tabelle 5 aufgefiihrten PCR-Parametern wurde, um aus-
schlieBen zu konnen, dass die teilweise stark degenerierten Primer vor Erreichen der
Elongationstemperatur von der Matrizen-DNA abfallen, fiir jede Primerkombination
ein langsamerer Temperaturanstieg (0.5-1 °C / Sek.) von der Annealing-Temperatur
auf die Extensionstemperatur einprogrammiert.

Die Reaktionsbedingungen fiir die PCR wurden wie folgt variiert:

Komponente Endkonzentration im|PCR mit PCR mit Tag-Polymerase
PCR-Ansatz (50 ul) |HotStar™-Taq |von Promega

10x PCR Puffer | 1x konzentriert r r

dNTP .- Mix 200 uM jedes dNTPs r r

MgCl, 1.5-3.5mM max. 2mM r

Primer A 0.1-1uM r r

Primer B 0.1-1uM r r

Matrizen-DNA | Bis zu 1pug r r

Steriles Wasser | Variabel r r

Polymerase 1/ 2.5 units 2.5 units 1 unit

5x Q-Solution | 1x konzentriert variiert nicht verwendet

Tab. 6: PCR-Bedingungen. Als PCR-Puffer wurde der jeweils vom Hersteller mitgelie-
ferte Puffer verwendet. Die Mg2+ Konzentration wurde erhoht, wenn eine bessere
Primerbindung gewiinscht war und erniedrigt, sofern eine hdhere Spezifitit erreicht
werden sollte. Eine hohe Primerkonzentration wurde bei stark degenerierten Primern
eingesetzt. Eine hohe Konzentration an Matrizen-DNA wurde vor allem bei genomischer
DNA eingesetzt, um die Chance zu erhéhen, ein Transkript zu erhalten. Die Verw endung
von Q-Solution diente der Erhéhung der Spezifitit der Reaktion. PCR-Ansétze, die nicht
mit HotStar™-Taq angesetzt wurden, wurden grundsétzlich auf Eis pipettiert und erst nach
Erreichen der Anfangstemperatur des PCR-Zyklus in das Gerét eingesetzt.

2.10.3.2: RT-PCR:

Unter RT-PCR versteht man eine PCR Reaktion, der ein Umschreiben von mRNA in
cDNA durch reverse Transkriptase (RT) Reaktion vorausgeht, also PCR an cDNA.
Allerdings gentigt fiir die RT-PCR eine Einzelstrangsynthese, weshalb es nicht notig
ist, eine komplette cDNA-Synthese durchzufiihren.

Der Vorteil der RT-PCR im Gegensatz zu PCR mit genomischer DNA liegt darin,
dass die Gesamtanzahl der in der PCR vorhandenen Gene herabgesetzt wird und nur
noch die transkribierten Gene zur Verfiigung stehen. Die PCR wird so spezifischer
und die Chance, ein als Einzelkopie vorliegendes Gen zu erhalten, grofer.
Gegentiber dem Suchen in cDNA-Banken liegt der Vorteil hauptséchlich darin, dass
der durch die Amplifikation in Phagen auftretende "Verdiinnungsfaktor" wegfillt
und so die Chance, seltene Gene zu erhalten, steigt.

Der grofite Nachteil der RT-PCR liegt in der RT-Reaktion. Hier werden in der Regel
nur 10 - 30 % der mRNA in cDNA umgeschrieben.

Die RT-PCR wurde in dieser Arbeit mit dem ,,Omniscript™ RT Kit* (Qiagen) weit-
gehend nach Herstellerangaben durchgefiihrt, lediglich auf die Zugabe von RNase
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Inhibitor wurde verzichtet. Als Primer fiir die Erststrangsynthese wurden in unter-
schiedlichen Ansdtzen Zufallshexamere, oligo-dT(15)-Primer oder eine Mischung
aus beidem verwendet. Die Endkonzentration der Primer lag immer bei 1 uM.
Anschlieend wurde mit der so gewonnenen cDNA eine PCR durchgefiihrt. Die
PCR-Bedingungen wurden, wie in Tabelle 6 beschrieben, gewéhlt. Fiir die RT-PCR
wurde nur die HotStar™-Taq Polymerase verwendet. Die Zyklenparameter und
Primerkombinationen sind in Tabelle 7 dargestellt.

Primer- Denaturierung Annealing Extension Zyklen-

kombination zahl

RAS 1-F/R 95 °C 15min.| 45°Chbis | 2min.|72°C| 3 min.| 32

RAS 2-R/F Imin.| 30°C [ 2min, 3 min. 30
1 min. 3 min. 10 min. 1

RASAB 1-F/R | 95°C 15min.| 45°Chbis | 2min.|72°C| 3 min.| 32 1

RASAB 2-R/F 1 min. 56 °C 2 min. 3 min. 30
1 min. 3 min. 10 min. 1

RASAB 1-F/R | 95 °C 15min.| 45°Chbis | 2min.|72°C| 3 min.| 32 1

RASAB 2-R/F : 65 °C i :

RAS 1-F/R 1 min. 2 min. 3 min. 30

ﬁg_ﬁ:gﬁ 1 min. 3 min. 10 min. 1

Oligo-dT(15)

Tab. 7: Primerkombinationen und Zyklenparameter fiir die RT-PCR. F/R bedeutet hier,
dass der jeweilige Sinn- oder Gegensinn-Primer verwendet wurde. Die Annealing-Temperatur
wurde in verschiedenen Experimenten im angegebenen Temperaturbereich variiert.

Wurde oligo-dT(15) als zweiter Primer eingesetzt, wurde pro Reaktion je einer der in dieser
Spalte angegebenen genspezifischen Primer eingesetzt.

2.10.3.3: 3’- und 5'-RACE-PCR und SMART™ ¢DNA Synthese

Um einen Volldangenklon des moglichen RAS-Klones RAS-1.1 zu erhalten, wurde
eine in 5'- und 3’-gerichtetete RACE-PCR durchgefiihrt. Die RACE-(rapid ampli-
fication of cDNA ends) Reaktion benutzt die Moglichkeit, bei der vorangehenden
cDNA Synthese bestimmte Oligonukleotide an die Enden der cDNA anzuhéngen. In
dem in dieser Arbeit verwendeten Kit wird zum einen ein modifizierter oligo-dT
Primer verwendet, der mit einem Ankernukleotid die Bindung am Beginn der PolyA-
Region erreichen soll und zum anderen wird die Eigenschaft der reversen
Transkriptase ausgenutzt, am 5'-Ende der von ihr generierten cDNA mehrere Basen
Cytosin zu addieren. An diese dC reichen Enden bindet noch wéhrend der RT-
Reaktion ein spezielles Oligonukleotid, das somit eine verldngerte Matrize fiir die
RT darstellt. Nach der cDNA-Synthese existiert somit cDNA, die entweder am 3'-
oder am 5'-Ende spezifisch markierte Enden aufweist. Ausgehend von einem
genspezifischen Primer kann nun {iber diese spezifisch markierten Enden das Gen
entweder in 5'- oder in 3’-Richtung amplifiziert werden.

Die cDNA-Synthese wurde ausgehend von PolyA’-RNA exakt nach Hersteller-
angaben durchgefiihrt. Die fiir die RACE-PCR verwendeten genspezifischen Primer
sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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Name Sequenz

RAS-1.1-GSP-1-F | 5" GGCAGAAACCCCACCATGCCTGCGCCTGA 3°

RAS-1.1-GSP-1-R | 5" TCAGGCGCAGGCATGGTGGGGTTTCTGCC 3~

RAS-1.1-GSP-2-F | 5" CCAACCCCAAACTCTAGCGTCCCCACACAC 3°

RAS-1.1-GSP-2-R |5 GTGTGTGGGGACGCTAGAGTTTGGGGTTGG 3~

Tab. 8: Genspezifische Primer fiir die RACE-PCR. Sinn- und Gegensinn-Primer
wurden in unterschiedlichen Kombinationen eingesetzt, da nicht klar war, in welcher
Richtung der Klon RAS-1.1 orientiert war.

Mit diesen Primern und den zum Kit gehorenden universellen Primern wurde eine
Touchdown-PCR durchgefiihrt. Diese Variante der PCR-Reaktion beginnt mit
Annealing-Temperaturen, die dem genspezifischen Primer eine Bindung ermdg-
lichen, dem zweiten, wie auch in diesem Fall meist unspezifischen Primer, aber
nicht. So wird in den ersten Zyklen der PCR ausschlieBlich ausgehend von dem
genspezifischen Primer amplifiziert, was die Spezifitit der PCR-Reaktion erhoht.
Danach wird die Annealing-Temperatur langsam abgesenkt, so dass es auch fiir den
unspezifischen Primer moglich ist, an die Matrizen-DNA zu binden.

Die Zyklenbedingungen fiir die in Tabelle 8 aufgelisteten genspezifischen Primer
sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Denaturierung Annealing | Extension Zyklenzahl
95°C 1 min. 72 °C 3 min. 31
1 min. 70 °C 1 min. | 72 °C 3 min.
1 min. 68 °C 1 min. | 72 °C 3 min. 25
1 min. 68 °C 1 min. | 72 °C 5 min. 1

Tab. 9: Zyklenparameter fiir die RACE-PCR. Fiir die PCR-Reaktion wurde immer je
einer der in Tabelle 7 aufgefiihrten genspezifischen Primer und der im Kit mitgelieferte
universelle Primer verwendet

Fir die PCR wurden 5 pl aus der vorangegangenen cDNA-Synthesereaktion
eingesetzt. Ein Ansatz von 50 pl enthielt auBerdem in der 5'-RACE Reaktion 5 pl
des universal primer mix (UPm) [10 uM], 1 pl des entsprechenden genspezifischen
Primers (GSP) [10 uM], 5 pl des mitgelieferten Puffers [10x], 1 pl einer ANTP-

Mischung [10 mM], 1 pl Advantage © 2 Polymerase Mix [50x] sowie 34 ul Wasser.
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2.11: Methoden zur Klonierung der 4-Cumarat:CoA Ligase

Fiir die Klonierung der 4CL wurde ebenfalls von hetrerologem Genmaterial ausge-
gangen. Zum Durchsuchen einer Lambda gt-10- sowie der fraktionierten cDNA-
Bank von Coleus blumei, wurde der durch Fritzmeier et al. (1987) aus Solanum tube-
rosum isolierte cDNA-Klon pKAS5, sowie 4CL-Klone aus Glycine max, Nicotianum
tabacum und Petroselinum crispum verwendet. Die Sequenzen der eingesetzten
Sonden sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Sonde Sequenz / Literaturangabe zum Klon Hybridisierungs-
temperatur
pKAS5 Fritzmeier et al. 1987 (Solanum tuberosum) |50 - 60 °C
4CL14+16 |Uhlmann und Ebel 1993 (Glycine max) 50 - 60 °C
4CL-1+2 Douglas et al. 1987 (Petroselinum crispum) |50 - 60 °C
St4cl-1+2 | Becker-Andre et al. 1991 (Solanum tuberosum) |50 - 60 °C
4CL1+2 Lee und Douglas 1996 (Nicotiana tabacum) |50 - 60 °C
4CL-Kons.1 | GYGTKGCICAVCARGTIGAYGG 50 - 60 °C
4CL-Kons.2 | GYGGDACIGTIGTDMG 50 - 60 °C

Tab. 10: Sequenzen und Hybridisierungstemperaturen der fiir die Klonierung der
4CL verwendeten Sonden. Siehe 2.5.1.9 - Zur Markierung der Sonden, 2.5.1.10 - Filter-
hybridisierung und 2.5.3.7 - Transferieren der Phagen-DNA auf Nylonmembranen
N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G,T; H=A,C,T; V=A,C.G; K=G,T; M=A,C; R=A,G
S=C,G; W=A,T; Y=C,T; I= Inosin

Ebenfalls wurden anhand von Sequenzvergleichen an 4CL-Klonen aus Gendatenban-
ken Oligonukleotidsonden aus Konsensusbereichen erstellt und zum Durchsuchen
der cDNA-Banken verwendet. Die Sequenz dieser Sonden (4CL-Kons.1+2) ist in
Tabelle 10 aufgefiihrt.

Ein weiterer Ansatz war es, mit von Brian Ellis (Department of Plant Science, Van-
couver) flir die Klonierung der 4CL verwendeten Primern eine PCR durchzufiihren.
Zusitzlich wurden PCR-Primer anhand von Konsensussequenzen entwickelt und fiir
PCR sowie RT-PCR eingesetzt.

Tabelle 11 zeigt die Sequenzen der PCR-Primer.

Sonde Sequenz

Ellis 1 a CGGAATTCGRTCIAARCTICCIGAYAT

Ellis 1 b CGGAATTCGRTCIAARTTRCCIGAYAT

Ellis2 a GCTCTAGAGARTADATRTGRAATAGRGG

Ellis2 b GCTCTAGAGARTADATRTGRAAYAARGG

4CL-1F AAAGGWGTSATGYTGACKCAC

4CL-1 R CYTTYCTMAADATYTTYCC

Tab. 11: Fiir die PCR verwendete Primer. F steht fiir die normale Leserichtung (forward),
R fiir den entsprechenden Primer in Gegensinn Richtung (reverse). Die Sequenz steht hier
immer in 5°- 3" Richtung. N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G,T; H=A,C,T; V=A,C,G; K= G,T;
M =A,C; R=A,G S=C,G; W=A,T; Y=C,T; I= Inosin
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Komponente Endkonzentration im PCR-Ansatz (50 pl)
Nach Ellis Variationen

10x PCR Puffer 1x konzentriert 1x Konzentriert

dNTP .- Mix 200 uM jedes ANTPs 200 uM jedes ANTPs

MgCl, 1.5 mM 1.5-3 mM

Primer A 0.1 uM 0.1-0.5 uyM

Primer B 0.1 uM 0.1-0.5 uM

Matrizen-DNA 0.25 ug 0.25-1 pg

Steriles Wasser Variabel Variabel

Polymerase 1 unit 1 /2.5 units

Tab. 12: PCR-Bedingungen. Als PCR-Puffer wurde der vom Hersteller mitgelieferte
Puffer verwendet. Die Mg2+ Konzentration wurde erhoht, wenn eine bessere Primerbin-
dung gewiinscht war und erniedrigt, sofern eine hohere Spezifitit erreicht werden sollte.
Eine hohe Primerkonzentration wurde bei stark degenerierten Primern eingesetzt. Eine
hohe Konzentration an Matrizen-DNA wurde vor allem bei genomischer DNA eingesetzt,
um die Chance ein Transkript zu erhalten, zu erh6hen. PCR-Ansétze, die nicht mit Hot-
Star™-Taq angesetzt wurden, wurden grundsitzlich auf Eis pipettiert und erst nach
erreichen der Anfangstemperatur des PCR Zyklus in das Gerét eingesetzt.

Die PCR wurde zum einen nach den Angaben von Ellis (personliche Mitteilung), und
zum anderen mit eigenen Modifikationen durchgefiihrt (Tab 12). Die Zyklen-

Parameter sind in Tabelle 13 aufgefiihrt, wobei

das

Primerkombination Ellis1 und Ellis2 den Angaben von Ellis entspricht.

Programm mit der

Primer- Denaturierung Annealing Extension Zyklen-
kombination zahl
Ellis la+b 95 °C I min.| 50°C 50 Sek.|72°C| 1min.| 32 3
Ellis 2a+b 1 min.| 55°C 50 Sek. 1 min. 30
1 min. 50 Sek. 10 min. 1
4CL-1F 95 °C I min.| 50°C 50 Sek.|72°C| 1 min.| 32 3
4CL-1R 1 min.| 55°C 50 Sek. 1 min. 30
1 min. 50 Sek. 10 min. 1
4CL-1F 95°C| 15/5min.| 45°C 2min.|72°C| 1 min.| 32 1
4CL-1 R 1 min. bis 2 min. 1 min. 30
Il min.| 55°C 3 min. 10 min. 1

Tab. 13: Zyklenparameter fiir die PCR und RT-PCR mit Primern fiir die 4CL. Die RT-
Reaktion wurde wie in 3.8.3.3 beschrieben durchgefiihrt.

2.12: Sequenzierungen

Die Sequenzierungen der erhaltenen Klone wurden fiir die Klone PAL-1, PAL-2,
RAS-4 und RAS-5 bei der Firma Eurogentech durchgefiihrt. Alle weiteren in dieser
Arbeit beschriebenen Klone wurden am Institut fiir Zellbiologie der Philipps-

Univeritidt Marburg unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Maier sequenziert.
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3: Ergebnisse:

3.1: Charakterisierung der Suspensionskultur Col. 20

Die Suspensionskultur Col. 20 befand sich zum Zeitpunkt ihrer Charakterisierung in
der 18. Passage. Charakterisiert wurde iiber eine Periode von 13 Tagen, um Néheres
tiber die Enzymaktivitidt von RAS und PAL im Verlauf der Kulturperiode zu erfahren
und um spéter Expressionsstudien durchfiihren zu kénnen.

3.1.1: Mediumsparameter:

Der pH-Wert im Medium der Kultur Col. 20 verhielt sich fiir CB2- und fiir CB4-
Medium weitgehend gleich, wobei der pH in CB2-Medium beginnend vom fiinften
Tag etwas hdher lag als in CB4. Die Anderungen des pH-Wertes iiber den Kultur-
verlauf sind in Abbildung 9 dargestellt.

8,0
_4ﬁ—t/‘
7,0 —
m---E---m --m---m
6,0
v 5,0
2
2 4.0
=
2 3,0
2,0
1,0
0,0
Kulturtag) 2 | 3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 10 111213
—a—CB2 4,6 /5,3/6,1 6,2/6,5/6,9 7,1/6,9(7,0/7,17,1|7,3
--m--CB4 4,6 5,1 59/6,06,1 6,2/6,3(6,3/6,46,4/6,5|6,6

Abb. 9: Anderungen des pH-Wertes im Medium der Kultur Col. 20 iiber einen
Zeitraum von 13 Tagen. Die erste Messung erfolgte am zweiten Tag nach dem
Uberimpfen von 20 ml einer Vorkultur in CB2-Medium zu je 50 ml frischem Medium
(CB2 oder CB4)

Der Zuckergehalt im Medium (Abb. 10) nahm wiahrend der Kulturperiode
kontinuierlich ab und erreicht ein gleichbleibend niedriges Niveau in CB2 ab dem
fiinften und in CB4 ab dem achten Kulturtag.
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Zuckergehalt in %

0
Kulturtag| 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 |10 |11 12|13
—a—CB2| 2 [1,9/1,8/0,5/0,5/0,4/0,5[03/0,40,4|03]|04
--m--CB4 /353,129 /21/|1,7|1,4/0,7/0,6|0,50,5/0,4|0,3

Abb. 10: Zuckergehalt im Medium der Suspensionskultur Col. 20. Der Zuckergehalt
wurde iiber eine Messung des Brechungsindex per Handrefraktometer im Medium nach
Absaugen der Zellen bestimmt.

Die Leitfahigkeit des Mediums (Abb. 11) nahm fiir CB2 wie auch fiir CB4 mit
kontinuierlichem Verbrauch der Ionen ab. Ab dem neunten Tag war fiir CB2 im
Gegensatz zu CB4 ein erneuter Anstieg der Leitfahigkeit zu beobachten, der
wahrscheinlich mit der Absterbephase der Zellen und damit einher gehender erneuter
Ionenfreisetzung zusammenhangt.
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Abb. 11: Leitfahigkeit des Mediums bei Col. 20. Die Leitfahigkeit wurde mit einem
Konduktometer direkt im Medium oder in geeigneter Verdiinnung des Mediums mit
destilliertem Wasser nach Absaugen der Zellen bestimmt.
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3.1.2: Wachstum:

In den Kulturen in CB2-Medium stieg das Frischgewicht der Zellen wie in
Abbildung 12 dargestellt bis zum sechsten Kulturtag an. Das Frischgewicht blieb von
diesem Zeitpunkt an bis zum zehnten Tag weitgehend konstant, um ab dem elften
Tag wieder abzunehmen. Fiir die in CB4 gezogene Kultur ergab sich ein dhnlicher
Verlauf, jedoch mit einer Frischgewichtszunahme bis zum achten Tag. Das Frischge-
wicht blieb bis zum 11. Tag konstant, danach war eine Verringerung des Frischge-
wichtes zu beobachten.
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--®--CB4/4,2|53/7,6|9,7/11,5/15,0/19,4/16,8{19,8/20,0/17,3/15,6

Abb. 12: Frischgewichtsiinderungen der Kultur Col. 20 in CB2- sowie CB4-Medium.
Das Gewicht wurde als Mittelwert mehrerer Kolben aus abgesaugten Zellen (siehe 2.7.2.1)
bestimmt.

Betrachtet man das Wachstum der Kultur anhand des Trockengewichtes, dessen Ver-
dnderung iiber den Verlauf der Kulturperiode in Abbildung 13 dargestellt ist, wird
deutlich, dass die hauptsidchliche Trockengewichtsakkumulation der in CB2-Medium
angezogenen Kultur bis zum vierten Tag anhielt, wéhrend die Trockengewichtsakku-
mulation in der in CB4-Medium angezogenen Kultur bis zum sechsten Tag andauert.
Danach erfolgte in CB4 eine kontinuierliche Abnahme des Trockengewichtes. Fiir
die in CB2 gewachsene Kultur erfolgte die Gewichtsabname bereits vom vierten
Kulturtag an.
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Abb. 13: Trockengewichtsinderungen der Kultur Col. 20 in CB2- und CB4- Medi-
um. Die Trockengewichtsbestimmung erfolgte nach Gefriertrocknung der Zellen.

3.1.3: Rosmarinsiureakkumulation:

Die Rosmarinsdureakkumulation setzte bei den Zellen in CB2- sowie in CB4-
Medium ab dem vierten Kulturtag ein, stieg danach fiir die in CB2-Medium
angezogene Kultur bis zum sechsten Tag an, um anschlieend ein relativ konstantes
Niveau zu halten. Im Maximum betrug der RA-Gehalt 1.88 % des Trocken-
gewichtes. Der Verlauf der RA-Akkumulation ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abb. 14: Rosmarinsiuregehalt in % des Trockengewichtes bei der Kultur Col. 20.

Die Rosmarinsduregehalte wurden wie in 2.7.3.1 beschrieben bestimmt.
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Der Anstieg des RA-Gehaltes in Zellen aus CB4-Medium erfolgte vom vierten zum
achten Kulturtag hin zunichst recht langsam, um dann zum neunten Kulturtag stark
anzusteigen. Vom zehnten bis zum dreizehnten Kulturtag fiel der Spiegel an RA
wieder ab. Der hochste Gehalt an Rosmarinsdaure wurde am neunten Tag erreicht und
betrug 4.02 %.

3.1.4: Enzym-AKtivititen

3.1.4.1: Aktivitit der Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL)

Die PAL-Aktivitdt, hier gemessen ab dem vierten Kulturtag, zeigt einen deutlichen
Unterschied zwischen Proteinextrakten aus CB2- und CB4-Medium (Abb. 15). Die
maximale, in Zellen aus CB2-Medium erreichte Enzymaktivitit lag mit 8.6 pkat / kg
nur bei ca. einem Siebtel der in Proteinextrakten aus CB4-Medium am siebten Tag
erreichten Enzymaktivitit.
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Abb. 15: Spezifische PAL-AKktivitit in Proteinextrakten aus Col. 20-Suspensionskul-
turen. Die Enzymaktivititen wurden wie in 2.7.4.1 beschrieben bestimmt.

In Extrakten aus CB4-Medium war hier, im Gegensatz zu Extrakten aus CB2-Medi-
um, eine deutlich ausgeprigte Steigerung gegeniiber dem kontinuierlich niedrigen
Grundniveau zu beobachten. Die hochste, in Extrakten der in CB4-Medium gewach-
senen Zellen gemessene PAL-Aktivitit, lag in dieser Messung an Tag 7 bei
39.3 pkat / kg. Die hochste Aktivitdt in Extrakten aus in CB2-Medium angezogenen
Zellen, wurde an Tag 5 mit 8.6 pkat / kg gemessen.

3.1.4.2: Aktivitit der Rosmarinsiduresynthase (RAS)

Die spezifische Aktivitidt der RAS stieg in Kulturen aus CB2-Medium ausgehend
vom zweiten Tag kontinuierlich an, um am siebten Tag ihr Maximum bei
44 .4 pkat/kg zu erreichen (siche Abb. 16). In der CB4-Kultur wurde das Maximum
der RAS-Aktivitit ebenfalls am siebten Kulturtag erreicht. Die maximale spezifische
Aktivitit betrug hier 121 pkat/kg. Ausgehend vom siebten Kulturtag fielen fiir die
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Zellen in CB2- wie auch in CB4-Medium die Aktivitdten erneut bis zum Kulturende
ab.

120 n
=100
=
% w 80
N
S
=2
PN =.
= =
Q - p—(
= 40
S
%]

o
7 20
0,

Kulturtag | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13
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--®--CB4| 6,9 | 7,8 115,3]/20,9|53,6(121,0/ 60,2 |68,5|50,6 36,3 | 36 |494

Abb. 16: Spezifische RAS-Aktivitit in Proteinextrakten aus der Suspensionskultur
Col. 20 in CB2- und CB4-Medium. Die Enzymaktivitit wurde wie in 2.7.4.2
beschrieben bestimmt.

3.2: Charakterisierung der Kultur Col. M1

Die Kultur Col. M1 wurde in Marburg angelegt. Die Charakterisierung diente vor-
rangig der Untersuchung der RAS-Aktivitit in Proteinextrakten aus Zellen die in
Medien mit verschiedenen Zuckerkonzentrationen (CB4, CBS5, CB6) angezogen
wurden. Ziel der Charakterisierung war es, herauszufinden, in welchem Medium und
zu welchem Zeitpunkt in der Kulturperiode die RAS-Aktivitdit am stirksten
ausgeprigt war. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte der beste Zeitpunkt zur Isolation
von Zellen zur Reinigung der Rosmarinsiuresynthase ermittelt werden. Dazu wurde
im Verlauf der Charakterisierung die RA-Akkumulation im Zusammenhang mit der
RAS-Aktivitdt untersucht. Die Kultur befand sich zum Zeitpunkt der Charakterisie-
rung in der zehnten Passage.

57



3.2.1: Wachstum

Ergebnisse
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Abb. 17: Frischgewichtsverinderung im Kulturverlauf der Suspensionskultur Col.
M1 in CB4-, CB5- und CB6-Medium. Das Frischgewicht wurde wie in 2.7.2.1
beschrieben als Mittelwert mehrerer Kolben bestimmt.

Hierbei ergaben sich Ergebnisse fiir die Wachstumsparameter, die denen der Charak-
terisierung der Kultur Col. 20, siche 3.1, weitgehend entsprechen. Abbildung 17
zeigt die Frischgewichtsakkumulation und Abbildung 18 die Trockengewichtsakku-

mulation im Verlauf der Kulturperiode.
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Abb. 18: Trockengewichtsverinderung in CB4-, CB5- und CB6-Medium bei der
Kultur Col. M1. Die Trockengewichtsbestimmung erfolgte wie in 2.7.2.2 beschrieben.
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3.2.2: Rosmarinsiuregehalt und RAS-AKktivitit:

Der Rosmarinséuregehalt nahm bei Zellkulturen aus allen untersuchten Medien vom
siebten Kulturtag an stark zu (Abbildung. 19). Bei der in CB2 angezogenen Kultur,
die fiir diese Messungen zusitzlich herangezogen wurde, erfolgte dies bereits am
sechsten Tag. Das Maximum wurde jeweils am neunten, bzw. am achten Kulturtag
fiir die in CB2 gewachsene Kultur erreicht, wobei die RA-Akkumulation in den
Zellen der in CB4-Medium gewachsenen Kultur am hochsten war.
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Kulturtag 6 7 8 9 10
—+-CB2 0,9 1,0 1,3 0,8 0,6
—4 CB4 0,9 0,9 1,6 52 4,9
~#-CB5 0,9 0,9 1,2 4,6 3,1
-~ CB6 0,8 0,9 1,0 3,5 3,5

Abb. 19: Rosmarinsiure-Gehalt bei Col. M1 in CB2-, CB4-, CB5- und CB6 Medium.
Die Rosmarinsduregehalte wurden wie in 2.7.3.1 beschrieben bestimmt.

Die maximalen RA-Gehalte lagen hier fiir Zellen aus CB2-Medium bei 1.29 %, fiir
Zellen aus CB4 bei 5.2 %, fiir Zellen aus CBS5 bei 4.6 % und fiir in CB6 gewachsene
Zellen bei 3.5 % des Trockengewichtes.

Die RA-Akkumulation korreliert auch hier mit der RAS-Aktivitit, die bei Zellen aus
allen getesteten Medien ihren Hohepunkt am siebten Tag erreicht (sieche Abbildung
20). Nur kurze Zeit spiter begann in den Zellen die RA-Akkumulation.

Fiir die RAS-Aktivitdt ergaben sich keine groflen Unterschiede zwischen den
einzelnen Medien (Abb. 20). Im Einklang mit der RA-Akkumulation zeigte sich hier
in Extrakten aus in CB4-Medium gewachsenen Zellen die hochste RAS-Aktivitit,
die sich aber nicht wesentlich von den Aktivititen in CB5 und CB6 angezogenen
Zellen unterscheidet. Das Aktivititsmaximum lag fiir die in CB4 gezogene Kultur
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bei 92 pkat/kg, fiir die in CBS5 gezogene Kultur bei 92 pkat/kg und fiir die in CB6
gezogene Kultur 90 pkat/kg.
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pezifische RAS-AKktivitit
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Kulturtz(l)g 6 7 8 9
—&— CB4 41,2 92,3 42,1 11,0
--#-- CB5 32,5 91,7 29,9 36,0
—e— CB6 14,9 89,7 58,2 15,6

Abb. 20: Spezifische RAS-Aktivitit in Proteinextrakten der Kultur Col. M1. Die
Enzymaktivitit wurde wie in 2.6.4.2 beschrieben bestimmt.

Die giinstigsten Bedingungen fiir eine Proteinisolation, mit dem Zweck der Aufreini-
gung der Rosmarinsduresynthase, ergaben sich also fiir die Kultur Col. M1 bei einer
Anzucht in CB4-Medium und einer Ernte des Zellmaterials am siebten Kulturtag.
Mediumsparameter und andere Enzymaktivitdten wurden im Verlauf dieser Charak-
terisierung nicht bestimmt.

3.3: Charakterisierung der Kultur Col. M5

Die Charakterisierung der Coleus-Kultur M5 diente hauptsidchlich dem Zweck,
Expressionsstudien mit dem aus Coleus isolierten homologen PAL-Klon durchzufiih-
ren und den iiber RT-PCR erhaltenen moglichen RAS-Klon zu verifizieren. Fiir diese
Studien wurde die sich zu diesem Zeitpunkt in der fiinfzehnten Passage befindende
Kultur Col. M5 ausgewihlt, da mit steigender Passagenzahl die Induzierbarkeit der
RA-Synthese durch erhdhte Zuckerkonzentration oft nachldsst. Die zuvor fiir die
Proteinisolierung verwendete Kultur Col. M1 erwies sich hierfiir bereits als zu alt.

3.3.1: Mediumsparameter

Der pH-Wert im Medium der Kultur Col. M5 verhielt sich fiir CB2- wie fiir CB4-
Medium weitgehend gleich. Ein ab dem fiinften Tag leicht erhohter pH-Wert im
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CB2-Medium, wie er in der Kultur Col. 20 beobachtet werden konnte, trat hier eben-
falls ein wenig abgeschwicht auf. Die pH-Anderungen iiber den Kulturverlauf sind
in Abbildung 21 dargestellt.
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Abb. 21: Anderungen des pH-Wertes bei Col. M5 iiber einen Zeitraum von 11
Tagen. Die erste Messung erfolgte am ersten Tag nach dem Uberimfen von 20 ml einer
Vorkultur in CB2-Medium zu je 50 ml frischem Medium (CB2 oder CB4).

Der Zuckergehalt des Mediums nahm im Verlauf der Kulturperiode fiir beide Medien
kontinuierlich ab (Abb. 22). Ein vollstindiger Verbrauch des Zuckers im Medium
wurde bei CB2 am fiinften, und bei CB4 am achten Tag erreicht. Dieser Verlauf
entspricht den fiir die Kultur Col. 20 ermittelten Werten.
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Abb. 22: Zuckergehalt im Medium bei der Kultur Col. M5. Der Zuckergehalt wurde

iiber eine Messung des Brechungsindex per Handrefraktometer
Absaugen der Zellen bestimmt.

im Medium nach
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Die Leitfdhigkeit des Mediums (Abbildung 23) nahm von Beginn der Kulturperiode
bis zum elften Tag in CB4-Medium kontinuierlich ab, in CB2-Medium war ab dem
achten Kulturtag ein erneuter leichter Anstieg der Leitfahigkeit zu beobachten.
Dieser Verlauf der Leitfahigkeitsainderung war nahezu identisch mit den fiir die
Kultur Col. 20 bestimmten Werten.
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Abb. 23: Leitfihigkeit des Mediums bei Col. M5. Die Leitfdhigkeit wurde mit einem
Konduktometer direkt im Medium oder in geeigneter Verdiinnung des Mediums mit
destilliertem Wasser nach Absaugen der Zellen bestimmt.

3.3.2: Wachstum

Als Wachstumsparameter wurden fiir die Kultur Col. M5 Frisch- und Trockenge-

wicht der Zellen bestimmt.
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bestimmt.

Abb. 24: Frischgewichtsinderungen bei Col. M5 in CB2- sowie CB4-Medium. Das
Gewicht wurde als Mittelwert mehrerer Kolben aus abgesaugten Zellen (siehe 2.7.2.1)
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Das Frischgewicht (Abbildung 24) bleibt hier in beiden Medien bis zum siebten
Kulturtag nahezu identisch. Danach stieg es in CB4-Medium noch bis zum neunten
Tag an, wihrend es in CB2-Medium bereits ab dem achten Kulturtag wieder sank.
Eine Verminderung des Frischgewichtes wurde fir CB4-Medium erst nach dem
zehnten Kulturtag beobachtet.

Auch bei der Trockengewichtsakkumulation (Abbildung 25) verlief der Gewichtsan-
stieg zunéchst in beiden Kulturen parallel. Vom fiinften auf den sechsten Kulturtag
erfolgte allerdings eine starke Trockengewichtszunahme in CB4-Medium die das
Trockengewicht pro Kolben auf das Doppelte des in CB2-Medium erreichten
Trockengewichtes ansteigen liess.
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Abb. 25: Trockengewichtsinderungen bei Col. M5 in CB2- und CB4- Medium.
Die Trockengewichtsbestimmung erfolgte wie in 2.7.2.2 beschrieben.

3.3.3: Rosmarinséiure- und Isorinsiure-Gehalt

Wenn die Aktivitit der 3'-Hydroxylase, die zusammen mit einer 5'-Hydroxylase
4 Cumaroyl-4’-Hydroxyphenyllactat geringer ist als die der Rosmarinséuresynthase,
kann es dazu kommen, dass zusdtzlich zur Rosmarinsdureakkumulation auch
Caffeoyl-4’-Hydroxyphenyllactat (Isorinséure) akkumuliert wird. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung sind in den Abbildungen 26 (RA-Gehalt) und 27 (Isorinséure-
Gehalt) dargestellt.

Vergleichend liess sich beobachten, dass die Isorinsdure-Akkumulation in den Zellen
synchron mit der RA-Akkumulation verlief und die Menge an Isorinsdure im
Maximum etwa der Hilfte der RA-Menge entsprach. Die eigentliche Akkumulation
begann fiir RA und Isorinsdure ab dem siebten Kulturtag mit einem leichten Anstieg
zum achten Kulturtag und erreichte ihren Hohepunkt nach einem deutlichen Anstieg
vom neunten auf den zehnten Tag.
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Abb. 26: Rosmarinsiiuregehalt der Zellen in % des Trockengewichtes bei Col. M5.
Die Rosmarinséduregehalte wurden wie in 2.7.3.1 beschrieben bestimmt.
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Abb. 27: Isorinsiure-Gehalt in % Trockengewicht in der Kultur Col. M5. Die
Gehalte wurden wie in 2.7.3.1 beschrieben bestimmt.
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3.3.4: Enzymaktivitiiten

3.3.4.1: PAL-Aktivitét
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Abb. 28: Spezifische PAL-AKktivitit in Proteinextrakten aus Zellen der Kultur Col.
MS. Die Enzymaktivitdten wurden wie in 2.7.4.1 beschrieben bestimmt.

Fiir die in CB4-Medium gewachsenen Zellen stieg die PAL-Aktivitit vom ersten Tag
ausgehend kontinuierlich an um am sechsten Tag ihr Maximum zu erreichen und
dann &hnlich steil wieder abzufallen (Abbildung 28). Der leichte Aktivitdtsanstieg
zum Ende der Kulturperiode hin, ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf geringe
Proteinmengen im Enzymextrakt und somit verzerrte spezifische Aktivitdten
zuriickzufiihren. Fiir die in CB2-Medium gewachsenen Zellen ergaben sich im
Aktivitdtsverlauf zwei Hohepunkte. Der erste, niedrigere, am vierten- und der zweite,
hohere am siebten Kulturtag. Auch hier ist der leichte Anstieg der Aktivitdt zum
Ende der Kulturperiode auf zu geringe Proteinmengen im Rohextrakt zuriickzu-
fithren.

Im Gegensatz zu der Kultur Col. 20 war die PAL-Aktivitdt der Col. M5 Kultur in
Zellen aus CB2-Medium relativ hoch. Wiahrend bei Col. 20 bei in CB2-Medium
gewachsenen Zellen nur gerade ein Siebtel von der in CB4-Medium angezogenen
Zellen vorhandenen PAL-Aktivitit erreicht wurde, erreichte die, bei Col. M5 in
Proteinextrakten aus in CB2-Medium gewachsenen Zellen gemessene Enzym-
aktivitét, etwa die Hélfte der in CB4-Medium gemessenen PAL-Aktivitét.
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3.3.4.2: RAS-AKktivitit
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Abb. 29: Spezifische RAS-Aktivitiit in Proteinextrakten aus Zellen der Kultur Col.
MS. Die Enzymaktivitit wurde wie in 2.7.4.2 beschrieben bestimmt.

Die Aktivitdt der Rosmarinsduresynthase blieb in Zellen aus beiden verwendeten
Medien zunéchst bis zum vierten Kulturtag auf relativ niedrigem Niveau, um dann in
CB4 zum sechsten und in CB2 zum siebten Kulturtag hin anzusteigen. Wahrend in
Zellen aus CB2-Medium nach dem Erreichen der maximalen Aktivitit am siebten
Tag die Aktivitit kontinuierlich sank, stieg nach einer kurzfristigen Aktivitéts-
minderung zwischen dem sechsten und achten Tag die RAS-Aktivitit bei in CB4-
Medium angezogenen Zellen bis zum elften Kulturtag noch einmal stark an. Der hier
beobachtete Verlauf der Aktivitdtsdnderung ist ungewdhnlich und widerspricht den
Ergebnissen der Charakterisierung der Kulturen Col. 20 und Col. M1, da sich fiir die
RAS-Aktivitdt eigentlich immer ein deutliches Maximum am siebten Tag mit
anschlieBendem Aktivitdtsabfall zeigt.
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3.4: Expressionsstudien

Zum Vergleich mit den, wéhrend der Charakterisierung der Kultur Col. M5
bestimmten Enzymaktivititen von PAL und RAS, wurden zusétzlich zur Kultur-
charakterisierung noch Expressionsstudien zur Verifizierung des in dieser Arbeit
beschriebenen PAL-Klones PAL-19 sowie des moglichen RAS-Klones durchgefiihrt.

3.4.1: Expressionsmuster der PAL

Die in Enzymextrakten aus Zellen der Kultur Col. M5 gemessene PAL-Aktivitit
wurde anhand von Northern Slot Blots (Abb. 30) mit der Expressionsaktivitéit des in
dieser Arbeit untersuchten PAL-Klones, PAL-19, verglichen.

Tag Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tan S
R '_ - TR e R a{:af Pl
t Tagé 1207, Tag & Tag 8 Tag 10
& ' . e
Tag 11 '
Tag 1 Tag 2
" = Tag 5 Tag. 4 Tag 5
————r m e i e,
h e Tag 7 Tag 8 Tag 9 Tag 10
Tag 11

Abb. 30: Expressionsstudie fiir den PAL-Klon PAL-19 aus Coleus blumei mit aus
der Kultur Col. M5 isolierter Gesamt-RNA. Es wurden pro Slot 10 pg RNA
aufgetragen. Die Intensitét des Signals wurde mit einem Bioimager ausgewertet. Der
Aufbau des Slot Blots ist unter 2.6.1.8.3, die Hybridisierungsprozedur unter 2.6.1.10
beschrieben.

Trégt man die aus der Hybridisierung bestimmten Intensititen der Signale gegen die
Enzymaktivitit auf, so ist zu beobachten, dass bei in CB2-Medium gewachsenen
Zellen die RNA-Akkumulation immer etwa ein bis zwei Tage vor dem Anstieg der
Enzymaktivitit beginnt (Abbildung 31). Die hochste RNA-Akkumulation tritt hier
am zweiten Tag auf, zwei Tage vor dem ersten Aktivitdtspeak der PAL an Tag 4.
Die einen Tag vor dem eigentlichen Aktivititsmaximum der PAL auftretende zweite
deutliche RNA-Akkumulation reicht nicht ganz an die Menge der am zweiten Tag
detektierten RNA heran.

Fir in CB4-Medium angezogene Zellen ergibt sich ein leicht veridndertes Bild
(Abbildung 32). Hier folgt auf den ersten Anstieg der RNA-Menge an Tag 2 zu-
nichst keine Aktivititssteigerung der PAL, wéhrend des folgenden deutlichen
Aktivititsanstieges mit einem Maximum am sechsten Kulturtag verlaufen die
Zunahme der RNA-Akkumulation sowie der Anstieg der Enzymaktivitit nahezu
parallel.
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Abb. 31: Vergleich der PAL-spezifischen RNA-Akkumulation mit der Enzymak-

bei in CB2-Medium gewachsenen Zellen der Kultur Col. M5. Die

Werte fiir die RNA-Akkumulation wurden aus 4 unterschiedlichen Slot Blots gemittelt.
Die hier dargestellten Intensitdten sind relativ zum Hintergrund des Blots angegeben
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Abb. 32: Vergleich der PAL-spezifischen RNA-Akkumulation und der Enzym-
aktivitit der PAL bei in CB2-Medium gewachsenen Zellen der Kultur Col. M5. Die
Werte fiir die RNA-Akkumulation wurden aus 4 unterschiedlichen Slot Blots gemittelt.
Die hier dargestellten Intensitéten sind relativ zum Hintergrund des Blots angegeben.
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3.4.2: Expressionsmuster des moglichen RAS-Klons

Um festzustellen, ob es sich bei dem iiber RT-PCR isolierten DNA-Fragment
RAS-1.1 um einen Klon der RAS handeln kénnte, wurde die in Zellen der Kultur
Col. M5 gemessene RAS-Aktivitidt an Hand von Northern Slot Blots (Abb. 33) mit
der Expressionsaktivitit des moglichen RAS Klones verglichen.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
Tai 8 a w

o Tag 9
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Abb. 33: Expressionsstudie des méglichen RAS-Klones mit aus der Kultur Col. M5
isolierter Gesamt-RNA. Es wurden pro Slot 10 pg RNA aufgetragen. Die Intensitét des
Signals wurde einem Bioimager ausgewertet. Der Aufbau des Slot Blots ist unter 2.6.1.8.3,
die Hybridisierungsprozedur unter 2.6.1.10 beschrieben. Als Sonde diente der homologe
Klon RAS-1.1.

Trégt man die Intensitdt der Signale gegen die Enzymaktivitit auf, ist eine deutliche
Korrelation der Enzymaktivitdt mit der RNA-Akkumulation zu erkennen.

Fiir in CB2-Medium angezogene Zellen ist dies in Abbildung 34 eindeutig zu erken-
nen. Jeder Anstieg der RNA-Akkumulation erfolgt hier nahezu zeitgleich zu einem
Anstieg der Enzymaktivitit.

Auch fiir in CB4-Medium gewachsene Zellen trifft dies zu. Hier verlduft die RNA-
Akkumulation ebenfalls weitgehend parallel zur Enzymaktivitit der RAS (Abbildung
35). Die hochste RNA-Akkumulation tritt hier am sechsten Tag parallel zum
Aktivititsmaximum der RAS auf. Allerdings verlduft der Anstieg der RNA-
Akkumulation etwas steiler und bleibt nach Erreichen des Maximums an Tag sechs
noch bis zum achten Tag auf einem Niveau.
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Abb. 34: Vergleich der fiir den moglichen RAS-Klon erhaltenen Expressionsdaten

und der Enzymaktivitit der RAS bei in CB2-Medium gewachsenen Zellen der Kul-
tur Col. M5. Die Werte fiir die RNA-Akkumulation wurden aus 6 unterschiedlichen Slot
Blots gemittelt. Die hier dargestellten Intensititen sind relativ zum Hintergrund des Blots
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Abb. 35: Vergleich der fiir den moglichen RAS-Klon erhaltenen Expressionsdaten und
der Enzymaktivitit der RAS bei in CB4-Medium gewachsenen Zellen der Kultur Col.
MS. Die Werte fiir die RNA-Akkumulation wurden aus 6 unterschiedlichen Slot Blots
gemittelt. Die hier dargestellten Intensititen sind relativ zum Hintergrund des Blots

angegeben.
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3.5: Proteinreinigung

Insgesamt wurden 2400 g Zellmaterial aus Coleus blumei Suspensionskulturen
aufgearbeitet, um eine fiir die Sequenzierung ausreichende Menge an
Gesamtaktivitit und Protein zu erhalten. Dabei wurde fiir eine einzelne Aufarbeitung
50 g Zellmaterial verwendet.

Die gesammelten Rohextrakte besalen einen Gesamtproteingehalt von 39,2 g und ei-
ne gemittelte spezifische Aktivitdt von 6,1 pkat / kg. Auf diese Werte beziehen sich
die fiir die nachfolgenden Reinigungsschritte berechneten Ausbeuten an Enzym so-
wie der Reinigungsfaktor der nachfolgenden Reinigungsschritte.

3.5.1: Ammoniumsulfatfillung

Aus insgesamt 48 Fillungen (60-80 % Sittigung an (NH4),SO4), wurden 5.9 g
Protein zur Weiterverarbeitung gewonnen. Die iiber alle Féllungen gemittelte
Gesamtaktivitdt der Extrakte betrug zu diesem Zeitpunkt 51.1 mkat . Die spezifische
Aktivitdt betrug 8.7 pkat / kg. Durch die Ammoniumsulfatfillung konnte im Schnitt
ein Reinigungsfaktor von 1.4 erreicht werden, die Ausbeute betrug 21.3 %.

3.5.2: Hvdrophobe Interaktionschromatographie (HIC) an Fractogel TSK
Butyl:

Bei der im Anschluss an die fraktionierte Ammoniumsulfatfallung durchgefiihrten
Chromatographie an Fractogel TSK Butyl 650 (M) konnte beobachtet werden, dass
bei einer Proteinmenge von ca. 0.3 g die RAS unter Startbedingungen vollstindig an
das Sdulenmaterial band (Abb. 36). Im Verlauf der Chromatographie eluierte die
RAS bei einer Konzentration von 0.7 - 0.3 M Ammoniumsulfat in einer recht breiten
Zone von der Séule.
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Abb. 36: Elutionsprofil der RAS-Aktivitit bei hydrophober Interaktionschromato-
graphie (HIC). Sdulenmaterial: Fractogel TSK Butyl 650 (M); Puffer: 10 mM K-Phos-
phat, pH 7.0, 1 mM DTT mit abnehmender Konzentration an Ammoniumsulfat. FluBrate:
I ml / min. Fraktionsgréfe 2 ml.
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Bei der in Abbildung 36 gezeigten Chromatographie wurden die Fraktionen 21-30
weiterverwendet.

Insgesamt wurden 24 Reinigungsldufe durchgefiihrt. Gemittelt tiber diese Laufe be-
trug die Ausbeute an Protein 8.5 %, die spezifische Aktivitdt lag bei 225.7 pkat / kg.
Es konnte ein Reinigungsfaktor von 37 erzielt werden. Bezogen auf das mit
Ammoniumsulfat gefillte Protein betrug der Reingungsfaktor 25.9, die Ausbeute an
RAS 40 %.

3.5.3: Affinititschromatographie an ,,R-2382 Reactive Yellow 86 Agarose*:

Reinigungsversuche mit Siulen mit dem Tragermaterial "R-2382 reactive Yellow-
Agarose" (siche Abb. 37) wurden urspriinglich aufgrund der beschriebenen Affinitit
des Materials zu CoA-abhingigen Enzymen (Hohlfeld et al. 1995, 1996; Yu und
Facchini 1999) in die Reinigung der RAS einbezogen.

Eeactive Yellow 26

30,H _<1~TH3

H

i

H=H NH—{* W
H_
HH-C—CH3
20sH |:|:!|

& zarose

Abb. 37: Aufbau von 'reactiveYellow 86'-Agarose. Aus dem von Sigma mit-
gelieferten Datenblatt

Eine Bindung der RAS an das Séulenmaterial trat allerdings nicht ein, und die
Aktivitdt konnte vollstindig in den Waschfraktionen gefunden werden. Auch durch
eine Inkubation des Sdulenmaterials mit dem Protein tiber Nacht bei 4 °C oder Vari-
ationen in der Salzkonzentration der aufgetragenen Proteinfraktion konnte keine Bin-
dung erreicht werden.

Trotzdem wurde die Chromatographie an Yellow-Agarose weiterhin fiir die Reini-
gung der RAS verwendet, da die Hauptaktivitit zwar bereits beim Waschen, aber
kurz nach der Elution der Hauptmenge an Protein erfolgte. Somit konnte ein
deutlicher Reinigungseffekt erzielt werden. In Abbildung 38 ist das Elutionsprofil
der RAS-Aktivitit an Yellow-Agarose dargestellt.

Die Untersuchungen des Einflusses unterschiedlicher Salzkonzentrationen in der
Probe ergaben, dass es nicht notig war, die durch die HIC oder die Chromatographie
an TSK AF-Blue mit Ammoniumsulfat oder KCl angereicherten Proteinfraktionen
beim Konzentrieren zu entsalzen. Dies war ein wichtiger Punkt in der Erwdgung, die
Chromatographie an Yellow-Agarose direkt nach der HIC und vor der Chro-
matographie an AF-Blue durchzufiihren. Auf diese Weise mussten die Fraktionen der
HIC, die RAS-Aktivitdt enthielten, lediglich aufkonzentriert und nicht entsalzt wer-
den und lagen dariiber hinaus nach der Chromatographie an Yellow-Agarose direkt
im richtigen Puffer fiir die Chromatographie an AF-Blue vor.
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Abb. 38: Elutionsprofil der RAS-Aktivitit an Yellow Agarose. Puffer: 10 mM KPi,
1 mM DTT, pH 7.0. Die Elution erfolgte beim Waschen, FluBrate 0,5 ml/ min, Frak-
tionsgrosse 1,5 ml.

Aus der in Abbildung 37 dargestellten Chromatographie wurden die Fraktionen 5-8
weiterverwendet. Mit aufkonzentrierten Extrakten aus der HIC wurden insgesamt 6
Liufe durchgefiihrt. Dies entsprach einer Gesamtproteinmenge von ca. 15 mg pro
Lauf. Bei dieser Menge an Gesamtprotein war es noch moglich, die RAS-Aktivitit
enthaltenden Fraktionen gut vom Hauptproteinpeak zu trennen. Die gemittelte
Ausbeute an Protein aus diesen Liufen betrug 0.1 % und die gemittelte spezifische
Aktivitit lag bei 340.5 pkat / kg. Durch diesen Schritt konnte ein Reinigungsfaktor
von 55.8 erzielt werden. Bezogen auf die HIC ergab sich eine Ausbeute von 1.1 %
und ein Reinigungsfaktor von 1.5. Die Fraktionen mit den hochsten spezifischen
Aktivititen wurden zusammengefasst, aufkonzentriert und fiir einen Lauf an
Fractogel TSK AF-Blue verwendet.

3.5.4: Affinitéitschromatographie an Fractogel TSK AF-Blue:

Bei der Chromatographie an TSK AF-Blue band die RAS bei einer aufgetragenen
Gesamtproteinmenge von ca. 0.35 mg unter Startbedingungen vollstindig an das
Sdulenmaterial. Im Verlauf der Chromatographie erfolgte die Elution der RAS durch
einen ansteigenden KCl-Gradienten (0-1 M) bei einer KCl-Konzentration von
0.3 bis 0.8 M. In Abbildung 39 ist der Verlauf einer solchen Chromatographie
dargestellt.
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Abb. 39: Elutionsprofil der RAS-AKktivitit von Fractogel TSK AF Blue. Puffer: 10 mM
KPi, 1 mM DTT, pH 7.0. Die Elution erfolgte durch einen ansteigenden KCl-Gradienten.,
FluBrate 1 ml / min, Fraktionsgrofe 2 ml.

Bei dem hier gezeigten Reinigungslauf wurden die Fraktionen 17-22 weiterverwen-
det. Durch diesen Reinigungsschritt war es moglich, einen Reinigungsfaktor von
119.34 und eine spezifische Aktivitit von 728 pkat / kg zu erreichen. Die Ausbeute
betrug zu diesem Zeitpunkt noch 0.003 %. Bezogen auf den vorangegangenen
Reinigungsschritt an Yellow-Agarose betrug die Ausbeute 3 % und es konnte ein
Reinigungsfaktor von 2.1 erzielt werden.

Die Erfolge der einzelnen Reinigungsschritte wurden jeweils an Hand von Enzym-
tests sowie mit denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und
anschlieBender Silberfarbung kontrolliert.

Abbildung 40 zeigt eine SDS-PAGE nach Silberfiarbung, die den Reinigungsverlauf
bis zur nativen Gelelektrophorese dokumentiert. Die Chromatographie an Yellow-
Agarose wurde zu diesem Zeitpunkt nach der Chromatographie an TSK AF-Blue
durchgefiihrt.
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Standard Roh-  Ammonium-  HIC AF-Blue  Yellow-  Standard
~extrakt  sulfatfallung Agarose

43 kDa

30 kDa

20 kDa

Abb. 40: SDS-PAGE (10 % Acrylamid im Trenngel) von Proteinfraktionen im
Verlauf der Reinigung der RAS. Vom Rohextrakt wurden 70 pg Protein (35 pl)
aufgetragen, von dem iiber Ammoniumsulfatfillung gereinigten Protein ebenfalls 70 pg
(8 ul), von den anderen Extrakten jeweils 7 ug Protein. Das Volumen der Fraktionen
betrug vor der Féllung mit TCA bei der iber HIC gereinigten Proteinfraktion 8 pl, bei
der iiber AF-Blue gereinigten Fraktion 300 pl, und bei dem {iiber Yellow-Agarose
gereinigten Protein18 pl.

Es ist hier gut zu sehen, dass der zusétzliche Schritt, die Affinititschromatographie
an Yellow 86 Agarose, zu einem deutlichen Reinigungserfolg fiihrt.

In Tabelle 14 sind Reinigungsfaktor sowie Ausbeute bezogen auf den Rohextrakt
aufgetragen.

Zusammengefasst ergab sich also bis zur nativen Gelelektrophorese ein Reinigungs-
faktor von 119.34 mit einer Ausbeute von 0.003 %.
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Roh- Ammonium- | HIC Yellow- | AF- natives

extrakt sulfatfallung Agarose |Blue | Gel
Gesamtprotein in| 39200 5904 90.7 0.7 0013 g &
mg 5 8=
Reinigungsfaktor 1 1.4 37 55.8(119.34| 5- § &
(-fach) §_ g =
Ausbeute in % 100 21.3 8.5 0.1{ 0.003 % ? %
Aktivitit in pkat 240210 51131.5] 20470.9 245.2 7.3 o% ;)

[¢]

g a
spez. Aktivitit in 6.1 8.7 225.7 340.5 728 | 7 =
ukat / kg 5

Tab. 14: Reinigungsdaten fiir die Rosmarinsiduresynthase aus Suspensions-
kulturen von Coleus blumei

3.5.5: Native Gelelektrophorese

Fiir die im Anschluss folgende native Gelelektrophorese wurden die Enzymextrakte
verwendet, die alle Reinigungsschritte durchlaufen hatten. Das Protein wurde auf ca.
1 ml aufkonzentriert und dann in mehreren Spuren auf ein natives Gel aufgetragen.
Zur Kontrolle des Laufes wurde, wie in 2.8.1.4.4 beschrieben, je ein Streifen abge-
schnitten und gefarbt. Das restliche Gel wurde in ca. 1 cm grof3e Stiicke geschnitten
und einzeln in Eppendorfgefifie gegeben, die den entsprechenden Reaktionspuffer
enthielten, eluiert und auf RAS-Aktivitit getestet.
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Abb. 41: Nachtriglich zur Kontrolle gefirbte Streifen der nativen PAGE.
Die Laufrichtung des Gels geht hier von links nach rechts. Unter A in Spur a)
sieht man die aufgetragene Proteinfraktion, in Spur b) den Molekulargewichts-
Standard. Unter B wurde kein Molekulargewichts-Standard mit geférbt, hier
sieht man lediglich die aufgetragene Proteinfraktion.

In beiden Gelen markieren die weilen und schwarzen Linien die Stellen an
denen das Gel fiir die Elution zerschnitten wurde.
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Insgesamt wurden zwei native Gelelektrophoresen (Abb. 41 A und B) durchgefiihrt.
Der Enzymtest zeigte, dass sich bei Gel 1 (Abb. 41 A) die groBite Aktivitit in den
Streifen 4 und 5 befand. Im zweiten nativen Gel (Abb. 41 B) befand sich die
Hauptaktivitit in den Streifen 5 und 6.

Die Eluate aus den Gelstiicken wurden einer denaturierenden Gelelektrophorese
unterzogen, um feststellen zu kénnen, inwieweit die RAS bereits aufgereinigt vorlag
und welche Bande mit der RAS korrespondierte.

Standard 1 2 304 5 6 7 8 % Standard
’ . |
94 kDa i ‘ r == 941Da
67 kDa -"'T w 7 kDa
43 kDa - e 42kDa
—y . =
30kDa  s— -8 w20 L Ta
20kDa - . - 201Da
=
14 kDa - - L Da

Abb. 42: SDS-PAGE der nach der nativen PAGE (Abb. 33 A) aus dem Gel
eluierten Fraktionen. Die Zahlen 1-9 bezeichnen die jeweils aufgetragene Protein -
fraktion. Die mit Standard bezeichneten Bahnen enthalten den Molekulargewichts-
standard.

Die hochste Aktivitdt und somit die deutlichste Bande miifite sich also in den Frak-
tionen 4 und 5 befinden. Der Pfeil in Abbildung 42 bezeichnet die Bande, bei der es
sich um die RAS handeln konnte. Allerdings befindet sich in der Fraktion 5
insgesamt zu wenig Protein, um dies mit Sicherheit sagen zu kénnen.

Die Fraktionen des zweiten nativen Gels wurden vereinigt und zunéchst lediglich mit
Coomassie Blue angefarbt, um eine nachfolgende Sequenzierung noch moglich zu
machen.

Standard Frit. 56 Standard Abb.43 zeigt einen
— — R —— Ausschnitt  dieses
67 kDo M— " W 71Dz Gels. Die nach die-
Sk N EEE D RS sem Gel bestimmte

- e - GroBe der RAS be-
' trug 53 kDa. Dies
e - : entspricht den Ar-

' beiten von Juliane

- iy e Meinhard (1995).
43 kla “ i “ 43 kla Die Proteinbande
wurde ausgeschnit-
ten und aus dem
Gelstiicke wie unter

2.6.2.4 beschrieben
sequenziert.

Abb. 43: Coomassie gefirbte SDS-PAGE der aus der
nativen PAGE (Abb. 33 B) eluierten und vereinigten
Fraktionen 5 und 6. Rechts und links von der mit
weillem Pfeil gekennzeichneten Bande ist ein Mole-
kulargewichtsstandard aufgetragen.
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Das in Abbildung 43 dargestellte Gel wurde, nachdem die Proteinbande ausgeschnit-
ten war, noch einmal zur Kontrolle einer Silberfarbung unterzogen. Das Ergebnis
dieser Farbung ist in Abbildung 44 dargestellt und zeigt, dass die RAS weitgehend
rein vorlag und sich keine weiteren Banden an der Stelle der ausgeschnittenen Bande
befanden. Auch ist zu sehen, dass in den Fraktionen 7 und 4 keine Proteine dieser
Masse vorhanden waren.

Dies ldsst den Schluf} zu, dass die Bande der RAS zuzuordnen sein konnte und dass
es sich bei dieser Bande um ein einziges Protein handelt.

Fraktion Fraktion otandard  Fraktion  Standard
/ I S— . 5

43 kDa

=

il 0

=

Abb. 44: Mit Silber nachgefirbte SDS-PAGE (siehe Abb. 43). Die in der Coomassie
Féarbung sichtbare Bande ist hier zum Zweck der Proteinsequenzierung bereits ausge-
schnitten. Die Spuren die mit ,,Fraktion 7 und mit ,,Fraktion 4 bezeichnet sind enthal-
ten die Geleluate der entsprechenden Fraktionen die zur Kontrolle mit aufgetragen
wurden.

Aufgrund der Intensitdt der Bande im nach Coomassie gefarbten Gel (Abb.43) wurde
die Menge an vorhandenem Protein auf ca. 8 pug geschétzt.

3.6.: Proteinsequenzierung:

Die Analyse des gereinigten Proteins iiber MALDI-TOF (2.6.2.4.3) an der
Universitdt in Zirich bestitigte, dass tatsdchlich nur ein Protein in der Bande vorlag.
Vergleiche der so ermittelten Aminosdurezusammensetzung mit bereits bekannten
Proteinen iiber EMBL- Swissprot- und SRS-Datenbanksuche ergaben keine
Ubereinstimmungen.

Uber die anschlieBende Mikrosequenzierung des Proteins mittels Nano-ES
(2.6.2.4.4) konnten die in Tabelle 15 aufgefiihrten Sequenzen ermittelt werden:
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Proteinsequenz Daraus abgeleitete DNA Sequenz

DF (L) E (L) Q E D| AAYTTYHTNCARHTNGARCARAAYHTNWSNA
(L) SK AR

AL VEFYPSFGR |GCNHTNGTNCARTTYTAYCCNWSNTTYGGNM

(LHDEDY (LHR EI;NAAYCARAAYTAYHTNMGN
(QK)PAPTP (LN RARCCNGCNCCNACNCCNHTN
SY (L/I) (L/I) P WSNTAYHTNHTNCCN

YFG TAYTTYGGN

Tab. 15: Aus der Sequenzierung des gereinigten Proteins erhaltene Sequenzen mit daraus
abgeleiteter DNA Sequenz N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G,T; H=A,C,T; V=A,C,G; K =
G, T; M=A,C; R=A,G S=C,G; W=A,T; Y=C,T; I= Inosin

Aus diesen Sequenzen wurden wie in 2.10.2 und 2.10.3.1 beschriecben Sonden
hergestellt, die dann zur Durchsuchung von cDNA-Banken und fiir die PCR verwen-
det wurden

3.7: Klonierung der PAL

Beim Durchsuchen der Lambda gt10cDNA-Bank mit dem heterologen Klon pAL-23
(Joos und Hahlbrock 1993) konnten bei einer Hybridisierungstemperatur von 60 °C
16 mogliche Klone identifiziert werden. Diese wurden in pKS™ umkloniert und mit
unterschiedlichen Restriktionsenzymen geschnitten. Anhand dieser Schnittstellen-
analyse konnten zwei Gruppen von Klonen (siche Abbildung 45) gebildet werden,
die sich durch das Fehlen oder Vorhandensein einer BamHI Schnittstelle unterschie-
den.

Zur ersten Gruppe gehorten PAL-1, 6, 7, 10, 11, 14, 15 und 16 wobei PAL-1 mit
1,2 kb der ldngste Klon dieser Gruppe war und deswegen zur Sequenzierung ausge-
wihlt wurde. Fiir diesen Klon ergab der Vergleich, der nach Sequenzierung durch
den von Eurogentech angebotenen "run-service" in den Gendatenbanken Blast und
EMBL durchgefiihrt wurde, eine deutliche Ubereinstimmung mit PAL-Genen
anderer Pflanzen darunter Glycine max, Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum,
Petroselinum crispum, Lycopersicon esculentum und Phaseolus vulgaris.

Zur zweiten Gruppe gehorten PAL-2, 3, 5, 8, 9, 12 und 13. Hier wurde PAL-2, mit
PAL-8 und PAL-13 der lingste Klon der Gruppe (1 kb), fiir die Sequenzierung
weiterverwendet. Auch hier ergab sich nach der Sequenzierung im Vergleich mit
DNA-Sequenzen der PAL anderer Pflanzen eine deutliche Ubereinstimmung.

Der Klon PAL-4, der zu keiner der beiden Gruppen gezihlt werden konnte, erwies
sich nach Sequenzierung und anschlieBendem Vergleich der Sequenz in Daten-
banken von EMBL nicht als PAL-spezifisch.
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PAL-1 / ; :
EcoRl BamHI| *bal
] 423 571
PaL-2 / :
EcaRl “hal
o 571

Abb. 45: Schnittstellen bei PAL-1 und PAL-2. Die bei den Klonen PAL-1, 6, 7, 10,
11, 14, 15 und 16 bei 423 bp vorhandene BamHI Schnittstelle existiert bei den Klonen
PAL-2,3,5,8,9, 12 und 13 nicht.

Da die Klone PAL-1 und 2 identische Hybridisierungsmuster beim Durchsuchen der
cDNA-Bank selbst dann ergaben, wenn die Hybridisierungstemperatur auf 68 °C
erhoht wurde, wurde ein Fragment des Klons PAL-1 wie in 2.9 beschrieben fiir die
weitere Suche verwendet.

Mit dem PAL-1 Fragment konnten sechs weitere Klone, PAL-17 bis 22, gefunden
werden, die mit PAL-1 identisch waren. Lediglich der Klon PAL-22 wich von seiner
Struktur her deutlich von den anderen ab. Das Restriktionsmuster der Klone ist in
Abbildung 46 gezeigt. PAL-19 wurde als lingster Klon fiir die Sequenzierung
ausgewdhlt. Der Klon PAL-22 wurde wegen seines abweichenden
Restriktionsmusters ebenfalls sequenziert.

P&L-19 ¢ } t } !
EcoRl BamHIl  #bal BarnHI EcoRl
] 423 571 744 1417
FaL-22 -' !
EcaoRI EcaoRl
0 1200

Abb. 46: Restriktionsmuster der Klone PAL-19 und PAL-22. Die Klone PAL-16, 17,
18, 20 und 21 wiesen bei unterschiedlicher Lange ein zu PAL-19 identisches Restriktions-
muster auf. Der Klon PAL-22 lieB sich mit keinem der getesteten Restriktionsenzyme
schneiden.

Die Sequenzierung ergab fiir beide Klone eine deutliche Ubereinstimmung mit PAL-
Sequenzen anderer Pflanzen, wobei die Homologie des Klons PAL-19 zu
heterologen PAL-Klonen hoher war als die des Klons PAL-22 (siche 6.1.1)
Expressionsstudien fiir PAL-19 und PAL-22 mit iiber den Verlauf einer Kultur-
periode von 11 Tagen isolierter RNA (3.4.1) ergaben allerdings identische
Ergebnisse, weshalb im weiteren der Klon PAL-19 fiir diese Experimente verwendet
wurde.

PAL:1G Ein Northern Blot mit PAL-19 als Sonde ergab eine einzelne Bande mit

einer Grofle von ca. 2 kb (Abbildung 47)

Abb. 47: Northern Blot mit PAL-19 als Sonde. Die aufgetragene RNA-
Menge betrug 5 pg PolyA"-RNA. Die Elektrophorese wurde wie unter
2.6.1.5.2 , das Blotting wie unter 2.6.1.8.2 beschrieben durchgefiihrt.
m - Hybridisierung und Detektion erfolgten wie unter 2.6.1.10 und 2.6.1.11
y angegeben.
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Die Sequenzen der unterschiedlichen PAL-Klone sind unter 6.1.1 aufgefiihrt. Dort
werden auch die Homologien mit anderen PAL-Klonen dargestellt. Die Uberein-
stimmung mit PAL-Klonen anderer Pflanzen lag zwischen 90 und 70 %.

3.8: Klonierung der RAS

3.8.1: Suche in cDNA-Banken

Beim Durchsuchen der Lambda gt 10 cDNA-Bank mit den Sonden MP-6 und MP-10
(2.10.2) konnten Hybridisierungssignale erst bei einer Hybridisierungstemperatur
von 37 °C erzielt werden. Unter diesen Bedingungen wurden 5 Klone isoliert, von
denen sich drei bei der anschlieBenden Sequenzierung als bereits bekannte
Sequenzen erwiesen. Die Ubereinstimmungen lagen hier zwischen 80 und 90 % fiir
RAS-1 bei einem Gen fiir Preproendothelin (emb/X75593/HSRAB13), fiir RAS 2 bei
einem Gen fiir eine Metalloendopeptidase (MEP) (gb/M97179/SCOMEPAY 1) und
fiir RAS-3 bei einem Gen fiir RNA-Polymerase des Hepatitis C Virus (gb/U14284/
HCU14284).Lediglich fiir die Sequenzen der Klone RAS-4 und RAS-5 konnten
keine Ubereinstimmungen mit bekannten Sequenzen in den Blast und EMBL
Datenbanken gefunden werden.

Ein zur Verifizierung dieser moglichen RAS-Klone durchgefiihrter Southern Blot mit
genomischer DNA aus der Coleus-Kultur Col. 20 und aus verschiedenen anderen
Pflanzen, die Rosmarinsédure synthetisieren, sowie zwei Negativ-Kontrollen, zeigte
allerdings kein Hybridisierungsergebnis bei Hybridisierungstemperaturen zwischen
60 und 45 °C. Ein Northern Blot mit Gesamt- sowie PolyA"-RNA mit Mengen
zwischen 5 und 15 pg PolyA™- und 10 bis 30 pg Gesamt-RNA, ergab ebenfalls kein
Hybridisierungsergebnis. Auch in Slotblots mit an verschiedenen Kulturtagen
isolierter Gesamt-RNA der Kultur Col. 20 konnte keine Hybridisierung erreicht
werden. Aus diesen Griinden wurde mit den Klonen RAS-4 und RAS-5 nicht
weitergearbeitet.

Ein Durchsuchen der Lambda gt10 cDNA-Bank, mit den aus der erneuten Reinigung
und anschliessender Sequenzierung (siche 3.6) abgeleiteten Sonden RAS-AB-1 und
-2 (siehe 2.10.2), ergab bei Hybridisierungstemperaturen zwischen 50 und 40 °C
keine Ergebnisse. Auch in der neu erstellten cDNA-Bank (siehe 2.10.1) konnte kein
Ergebnis erzielt werden.

3.8.2: Klonierung iiber PCR

Bei der PCR mit verschiedenen Primern (siche 2.10.3.1) war es mdglich, mit der
Primerkombination RAS-1-F und RAS-2-R an genomischer DNA aus Coleus zwei
Amplifikate der GroBe 2,1 und 1,2 kb zu erhalten. Bei genomischer DNA aus
Blechnum brasiliense konnte mit derselben Primerkombination ein amplifiziertes
Fragment mit einer GroBBe von 1,5 kb erhalten werden. Diese Fragmente erwiesen
sich allerdings nach der Sequenzierung als bereits bekannte DNA-Sequenzen. Hier
lagen die Ubereinstimmungen mit 90 und 96 % bei den Chloroplasten-Import-
proteinen Tic 20 und Tic 22 fiir die aus Coleus amplifizierten Fragmente und fiir das
aus Blechnum amplifizierte Fragment mit 89 % ebenfalls bei Tic 20. Mit der
Primerkombination RAS-1-R und A gt10-R war es moglich, mit aus der cDNA-Bank
isolierter DNA, ein Amplifikat von 0,9 kb zu erhalten. Auch hier handelte es sich
aber um eine bereits bekannte Sequenz aus einem Plasmid von E-coli. Weitere
Versuche wurden aufgrund der unspezifischen Ergebnisse nicht mehr durchgefiihrt.
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3.8.3: RT-PCR

Bei der RT-PCR mit unterschiedlichen Primerkombinationen (siche 2.10.3.2)
konnten Ergebnisse mit RAS-AB4 und oligo-dT(15), RAS-1-R und RAS-2-F, sowie
mit der Kombination RAS-2-F und oligo-dT(15) erzielt werden. Die Grofe, der
durch die PCR mit RAS-AB4 und oligo-dT(15) erzielten Bande, betrug 1 kb (Abb.
48), bei der PCR mit RAS-1-R und RAS-2-F ergaben sich drei Banden mit den
Grofen 2 kb, 1,3 kb und 0,8 kb, bei der PCR mit RAS-2-F und oligo-dT(15) trat die
kleinste Bande ebenfalls auf. Wiahrend die 0,8 kb-Bande auch bei Annealing-
Temperaturen von 65 °C noch amplifiziert wurde, verschwanden die beiden grof3eren
Banden bereits bei einer Annealing-Temperatur von 48 °C (Abb. 49). Die Annealing-
Temperatur fiir die Primerkombination RAS-AB4 und oligo-dT(15) betrug 55 °C.

51- Abb. 48: Das mit der Primerkombination RAS-AB4 /
oligo-dT(15) erzielte Amplifikat.
Spur 1: Langenstandard A-DNA EcoRI, HindIII verdaut,
Spur 2: PCR-Produkt: Annealing bei 45 °C,
Spur 3: PCR-Produkt Annealing bei 55 °C,
Spur 4: PCR-Produkt Annealing bei 55 °C mit Q-Solution im
Puffer.
Die Zyklen-Parameter sind unter 2.10.3.2. aufgefiihrt.
PCR-Bedingungen: Die Mg2+ Endkonzentration betrug
1.5 mM, die Primerkonzentration 1 pM. Es wurde | pg
cDNA als Matritze eingesetzt. Die PCR wurde mit
HotStar™-Taq durchgefiihrt. Die Q-Solution im Ansatz 4
i war 1x konzentriert.

- — Von den je 50 pl umfassenden Reaktionsansidtzen wurden
20 pl fiir dieses Gel verwendet.

Abb. 49: Die mit der Primerkombination
RAS-1-R / RAS-2-F erzielten Amplifikate.
Spur 1+9: Liangenstandard A-DNA EcoRlI,
HindIII verdaut.

Spur 2-8: PCR-Produkte bei steigender An-
nealing-Temperatur beginnend bei 45 (2), 47
(3), 49 (4), 51 (5), 55 (6), 60 (7) und 65 °C
(8).

Die Zyklen-Parameter sind unter 2.10.3.2.
aufgefiihrt.

PCR-Bedingungen: Die Mg2+ Endkonzentra-
tion betrug 1.5 mM, die Primerkonzentration
0.2 uM. Es wurde 1 pg cDNA als Matritze
eingesetzt. Die PCR wurde mit HotStar™-
Taq durchgefiihrt. Von den je 50 pl umfas-
senden Reaktionsansdtzen wurden 45 pl fiir
dieses Gel verwendet.

e ey (Thmy

Die auf diese Weise erhaltenen Amplifikate wurden, wie in 2.6.1.7.2 beschrieben, in
den Vektor pGEM®-T kloniert. Nach der Transformation von kompetenten E.coli
Zellen mit diesen Konstrukten und anschlieBender Plasmidisolation (siche 2.6.3.4
und 2.6.1.3) wurden die Amplifikate sequenziert. Hierbei zeigten die 2 kb und 1,3 kb
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umfassenden Fragmente im Vergleich deutliche Homologien zu den Chloroplasten-
import Proteinen TIC 20 und 22. Das mit RAS-1-R / RAS-2-F bzw. mit RAS-2-F /
oligo-dT(15) amplifizierte 0.8 kb Fragment, sowie das mit RAS-AB4 / oligo-dT(15)
amplifizierte 1,1 kb groBBe Fragment, zeigten ausschlielich geringe Homologien mit
in der Funktion unbekannten Sequenzen aus Genomprojekten. Die Sequenzen der
beiden Klone waren weitgehend identisch, weshalb vorrangig mit dem groBeren der
beiden Klone (RAS-1.1) weitergearbeitet wurde. Dieser Klon wurde auch bei den
Expressionsstudien (siehe 3.4.2) verwendet.

3.8.4: Southern- und Northern-Blotting

In einem Southern Blot mit genomischer DNA aus Coleus blumei (Abb. 50), die mit
Eco RI oder H1nd III verdaut Worden war, ergaben sich identische Muster der beiden
}‘1"  RAS.08 | RAS. i . "9 Klone. Bei der mit Eco RI-verdau-

— — ten DNA konnten je zwei deut-
liche Banden bei einer GroBe von
5,1 und 3,5 kb und eine sehr
schwache Bande bei einer GroBe
von 1 kb detektiert werden. Bei
der mit Hind III verdauten DNA
trat eine einzelne Bande bei 1 kb
auf.

Abb. 50: Genomischer Southern
Blot mit den iiber RT-PCR erhalte-
nen Amplifikaten RAS-0.8 und
RAS-1.1. Die GroBe der Banden
wurde mit Hilfe von durch Eco RI
und Hind III geschnittener A-DNA
bestimmt. Es wurden pro Spur 20 pg
entsprechend geschnittene genomi-
sche DNA aufgetragen. Die Blotting-
prozedur wurde wie unter 2.6.1.8.1
beschrieben durchgefiihrt. Die Hybri-
disierung und Detektion erfolgten wie
unter 2.6.1.10.1 und 2.6.1.11 be-
schrieben.

Bei einem Northern Blot mit PolyA"-RNA aus der
Suspensionskultur Col. M5 (Abb. 51) konnten mit der
Sonde RAS-1.1 drei Banden beobachtet werden. Die
deutlichste Bande lag hier bei 2.5 kb, wéhrend die mittlere
Bande eine GroBe von 1.8 kb und die kleinste eine Lénge
von 1.5 kb aufwies.

Abb. 51: Northern Blot mit RAS-1.1 als Sonde. Die
aufgetragene RNA-Menge betrug 5 ug PolyA"-RNA. Die
Elektrophorese wurde wie unter 2.6.1.5.2 , die Blotting-
prozedur wie unter 2.6.1.8.2 beschrieben, durchgefiihrt.
Hybridisierung und Detektion erfolgten wie unter 2.6.1.10
und 2.6.1.11 angegeben.

&3



Ergebnisse

3.8.5: 3"-und 5’-RACE-PCR

Mit dem genspezifischen Primer RAS-1.1-GSP1-F und dem mitgelieferten
unspezifischen Primer konnten in der 3'-RACE- sowie in der 5'-RACE-Reaktion ein
Fragment von je 1.5 kb erzielt werden. Bei der anschlieBenden Sequenzierung
erwiesen sich diese beiden Amplifikate als nicht mit der Sequenz des RAS-1.1-
Klones homolog. Lediglich die Sequenz des verwendeten genspezifischen Primers
GSP-1-F konnte bei der in 3’-Richtung durchgefiihrten Reaktion im Amplifikat
wiedergefunden werden. Eine anschlieend durchgefiihrte Reaktion mit den Primern
RAS-1.1-GSP2-F und -R unter den gleichen Bedingungen, fiihrte mit dem Primer
GSP2-F zu drei Banden der GroBen 1.0, 0.8 und 0.4 kb. Ein mit diesen Amplifikaten
durchgefiihrter Southern Blot mit RAS-1.1 als Sonde ergab ein Signal auf Hohe des
0.8 kb Fragmentes. Eine anschlieBende Sequenzierung erzielte aber erneut keine
Ubereinstimmung mit der Sequenz des RAS-1.1-Klones. Die Sequenz des
verwendeten genspezifischen Primers konnte im Amplifikat nicht wiedergefunden
werden.

3.8.6: Sequenzierung der RAS-Klone

Vergleiche der DNA-Sequenz fiir den Klon RAS-1.1 mit in Genbanken gespeicher-
ten Sequenzen, ergaben eine Ubereinstimmung von 71 % beziiglich der ersten 260 bp
zu einem bisher noch unbekannten Gen aus Arabidopsis thaliana
(EM_PL: ATM3E9). Alle weiteren gefundenen Homologien beschriankten sich
ebenfalls auf Teile des Klons. Am auffilligsten sind Ubereinstimmungen von 58 %
mit T4-cDNA aus Botrytis cinera (EM_FUN: CNSO1C1C) in der Region zwischen
300 und 500 bp, eine Ubereinstimmung von 57 % mit mRNA fiir KED, einem bei
mechanischer Verwundung der Blétter aktiv werdenden Gen aus Nicotiana tabacum
(EM_PL: AB009883), in der Region zwischen 560 und 850 bp, sowie eine
Ubereinstimmung von 55 % mit dem menschlichen BAC-Klon CTA-332B2
(EM_HUM: AC005094) in derselben Region. Alle anderen fiir den Klon RAS-1.1
gefundenen Homologien lagen deutlich unter 50%.

Vergleiche der sechs moglichen Proteinsequenzen fiir den Klon RAS-1.1 mit in
Genbanken vorhandenen Proteinen, ergaben lediglich fiir das erste Leseraster des
komplementiren Stranges Homologien im Bereich zwischen 40- und 25 % mit
verschiedenen Calmodulinen und anderen Ca-bindenden Proteinen. Strukturvorher-
sagen deuten darauf hin, dass es sich hier um das, fiir die Ca2+—Bindung
verantwortliche EF-Hand-Motiv handelt. Weitere Ubereinstimmungen mit anderen
Proteinen konnten nicht festgestellt werden

3.9: Klonierung der 4CL

3.9.1: Suche in cDNA-Banken

Bei der Suche mit heterologen Klonen (siehe 2.10) in der A gtl10-, sowie der neu
angelegten A-ZAP-cDNA-Bank, konnte kein Ergebnis erzielt werden. Auch durch
die Suche mit Konsensussequenzen (siche 2.10), die aus verschiedenen 4CL-Klonen
zusammengestellt wurden, war es nicht moglich, ein spezifisches Hybridisierungs-
signal zu erhalten.
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3.9.2: PCR/RT-PCR

Die mit der PCR nach Ellis (miindliche Mitteilung siehe 2.10) erhaltenen
Amplifikate erwiesen sich in einer spdteren Sequenzierung nicht als fiir die 4CL
spezifisch. Mit den Primern 4CL-1-F und -R konnte kein Ergebnis erzielt werden.
Auch Variationen der PCR-Parameter (2.10) brachten kein Ergebnis. Fiir die RT-
PCR wurden sowohl die von Ellis entworfenen, als auch die selbst erstellten Primer
verwendet. Auch hier fand keine Amplifikation statt.

Aus diesem Grund wurden die Versuche, die 4CL ausgehend von heterologen
Sonden und Primern zu klonieren, eingestellt.
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4: Diskussion

4.1: Charakterisierung der Suspensionskulturen Col. 20, Col. M1
und Col. M5

Ein Vergleich des Kulturverlaufes der in dieser Arbeit untersuchten Suspensions-
kulturen von Coleus blumei zeigt in Bezug auf die Frisch- sowie Trockengewichts-
akkumulation weitgehende Ubereinstimmungen auch mit anderen untersuchten
Coleus-Kulturen (Petersen 1993; Kempin 1994; Meinhard 1995). Der fiir die bisher
untersuchten Coleus-Kulturen typische Wachstumsverlauf, der ohne einleitende lag-
Phase direkt in ein kurzes exponentielles und dann lédngeres lineares Wachstum
iibergeht (Petersen 1993), konnte auch fiir die hier untersuchten Kulturen beobachtet
werden. Allerdings war hier die exponentielle Phase weniger ausgeprégt, als bei den
von Petersen (1993) oder Gertlowski und Petersen (1993) untersuchten Kulturen.
Auch zeigt die Kultur Col. 20 in CB2-Medium nach der linearen Anstiegsphase eine
langere stationidre Phase, in der das Frischgewicht der Zellen weitgehend gleich
bleibt. Ein solches Verhalten wurde auch fiir die Kultur Col. 16 bei Meinhard (1995)
beschrieben, trat aber bei den von Gertlowski und Petersen (1993) untersuchten
Kulturen nicht auf.

In CB4-Medium verhilt sich die Frischgewichtsakkumulation aller hier untersuchten
Zelllinien gleich. Es erfolgt ein am ersten Kulturtag beginnender Anstieg, der bis
zum achten Kulturtag anhélt, bis zum zehnten Kulturtag auf einem Niveau bleibt und
dann langsam abnimmt. Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen der von
Meinhard (1995) und Petersen (1993) durchgefiihrten Untersuchungen iiberein. Die
etwas verlangsamte Frischgewichtsakkumulation bei den in CB5 und CB6 angezoge-
nen Kulturen der Zellinie M1 ist wahrscheinlich auf die erhohte Osmolaritdt des
Mediums zuriickzufiithren. Dieser Effekt wurde auch fiir die von Petersen (1994)
untersuchten Kulturen beobachtet.

Die in dieser Arbeit fiir die Kulturen Col. 20 und M5 untersuchten Mediums-
parameter stimmen ebenfalls mit den fiir andere Kulturen bestimmten Parametern
(Gertlowski 1991; Petersen 1993; Gertlowski und Petersen 1993) iiberein. Der pH-
Wert sank zundchst bis zum zweiten Kulturtag auf Werte um 4.5, um dann
kontinuierlich anzusteigen, wobei die pH-Werte in CB2-Medium geringfiigig hoher
lagen als in CB4-Medium. Der Zuckergehalt nahm unabhingig von der Menge des
eingesetzten Zuckers in gleicher Geschwindigkeit ab und war in CB2-Medium am
fiinften und in CB4-Medium am achten Kulturtag vollstindig verbraucht. Dies
entspricht den durch Petersen (1993) gemachten Beobachtungen. Die Leitfahigkeit
nahm in beiden Kulturen bis zum siebten Kulturtag hin kontinuierlich ab und stieg
dann, mit dem Einsetzen der Absterbephase zum neunten Kulturtag in CB2-Medium
leicht an. Dies ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf die Freisetzung von Phosphat
und anderen Salzen durch absterbende Zellen zuriickzufiihren. Ein solcher Anstieg
der Leitfahigkeit tritt in den hier durchgefiihrten Untersuchungen im CB4-Medium
nicht auf. Dies konnte aber daran liegen, dass hier ein Wachstum der Zellen bis zum
zehnten Kulturtag (Col. 20, Col. M5) stattfand und die Leitfdhigkeit nur bis zum
elften (Col. M5) oder dreizehnten (Col. 20) Kulturtag bestimmt wurde.

Die Rosmarinsdureakkumulation beginnt in CB2-Medium bei den hier untersuchten
Kulturen zwischen dem vierten und fiinften Kulturtag. Wie auch bei anderen, aus
demselben Stammkallus angelegten Zelllinien, ist der Beginn der Akkumulation mit
dem Ende der Wachstumsphase der Zellen gekoppelt. Die Aktivitdt der Rosmarin-
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sduresynthase beginnt in der Regel einen bis zwei Tage vorher anzusteigen. Fiir die
in dieser Arbeit untersuchten Kulturen ist anzumerken, dass die RAS-Aktivitit in
Zellen aus CB2-Medium der Kultur Col. M5 {iberraschend hoch lag und nahezu an
die von Zellen dieser Kultur erzielten Werte in CB4-Medium heranreichte. Die
Aktivitdt der RAS lag hier mit 76 pkat / kg in ihrem Maximum am siebten Kulturtag
um den Faktor 1.7 hoher, als die fiir die Kultur Col. 20 gemessenen Werte.

Die RA-Akkumulation erreichte ihr Maximum mit 1,9 % des Trockengewichtes in
der Kultur Col. 20 in CB2-Medium bereits am sechsten Tag der Kulturperiode.
Danach blieb der Gehalt an RA in den Zellen bis zum dreizehnten Kulturtag mit
einem leichten Einbruch zum achten Kulturtag auf einem Niveau und fiel nicht, wie
fiir andere Coleus-Suspensionen beobachtet, zum Ende der Kulturperiode hin ab. Ein
Grund hierfiir konnte die fiir diese Kultur in CB2 beobachtete relativ lange stationére
Phase sein, die vom fiinften bis zum elften Kulturtag anhilt. Erst danach setzt ein
Absterben der Zellen ein. Die RA-Akkumulation in der Kultur Col. M5 erreicht ihr
Maximum mit 3.7 % des Trockengewichtes am zehnten Tag der Kulturperiode. Da
diese Kultur nur bis zum elften Tag untersucht wurde, ldsst sich keine Aussage
dariiber machen, ob die RA-Gehalte danach wieder abnehmen oder noch weiter
ansteigen. Bei dem hier beobachteten Riickgang der RA-Konzentration vom zehnten
zum elften Tag konnte es sich auch um eine Schwankung der Messwerte handeln
kann. Allerdings ist der erreichte RA-Gehalt von 3.7 % des Trockengewichtes fiir in
CB2-Medium angezogene Zellen ungewo6hnlich hoch. Zellen aus diesem Medium
akkumulieren normalerweise nur maximal 2 % des Trockengewichtes an Rosmarin-
sdure (Petersen 1993; Meinhard 1995). Ein Grund fiir die in der Kultur Col. M5
erhohten Werte konnte die in dieser Kultur recht hohe RAS-Aktivitit sein, die am
neunten und zehnten Kulturtag noch um den Faktor 2.7 hoher liegt als die in der
Kultur Col. 20 gemessenen Werte. Allerdings wurden auch bei Meinhard (1995)
dhnlich hohe RAS-Aktivititen in Zellen aus CB2-Medium erzielt, was keine derart
erhohte RA-Akkumulation zur Folge hatte.

Die RA-Akkumulation in Zellen aus CB4-Medium verlief weitgehend normal. Sie
begann fiir alle untersuchten Kulturen zwischen dem fiinften und siebten Kulturtag,
zeitgleich mit dem Anstieg der RAS-Aktivitit. Die hochsten Werte wurden mit
7.4 % des Trockengewichtes durch die Kultur Col. M5 erreicht, die maximale RA-
Konzentrationen am zehnten Kulturtag aufwies. In den beiden anderen untersuchten
Kulturen Col. 20 und Col. M1 traten die hochsten RA-Gehalte am neunten Tag der
Kulturperiode mit 4 % (Col. 20) und 5.2 % (Col. M1) auf.. Ahnliche Werte wurden
auch bei Meinhard (1995) und Petersen (1993) erreicht, wobei die RA-Gehalte auch
bis zu 19 % des Trockengewichtes erreichen kdnnen (Petersen und Alfermann 1988).
Die Anzucht von Zellen der Kultur Col. M1 in Medien mit hoheren Zuckergehalten
(CBS, CB6) erbrachte keine weiter gesteigerte Rosmarinsdureakkumulation. In der
Kultur lag die RAS-Aktivitét fiir alle Medien im Maximum am siebten Kulturtag um
90 pkat / kg. Die RA-Akkumulation war in Zellen aus CB4-Medium mit 5.2 % des
Trockengewichtes am hochsten. Dies widerspricht den Ergebnissen von Petersen
(1994), wonach mit in CB5-Medium angezogenen Zellen hohere RA-Gehalte erzielt
werden konnten. In dieser Arbeit wurde allerdings eine andere Zelllinie aus
demselben Stammkallus verwendet, weshalb Variationen in der "Induzierbarkeit" der
RA-Synthese durch erhdhte Zuckerkonzentrationen durchaus in kleinerem Rahmen
vorkommen konnen.

Dies sieht man auch an der hier untersuchten Kultur Col. M5, deren RAS-Aktivitit in
Zellen aus CB4- nicht sonderlich hoher ist als in Zellen aus CB2-Medium. Wihrend
die RAS-Aktivitdt in Zellen aus CB4-Medium meist um einen Faktor von 2.5 bis 3
iiber der in Zellen aus CB2-Medium gemessenen Aktivitit liegt, verlduft die RAS-
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Aktivitdt in der Kultur Col. M5 in Zellen aus CB2- und CB4-Medium bis zum
siebten Kulturtag auf nahezu gleicher Hohe. Erst ab dem neunten Kulturtag liegt die
RAS-Aktivitdt in Zellen aus CB4-Medium deutlich hoher als die in Zellen aus CB2-
Medium. Eine weitere Besonderheit der RAS-Aktivitat dieser Kultur liegt darin, dass
die RAS-Aktivitdt in Zellen aus CB4-Medium zwei Maxima, am sechsten und am
elften Kulturtag, aufweist. Da die Kultur nur bis zum elften Tag charakterisiert
wurde, ist es nicht moglich zu sagen, inwieweit die Aktivitdten hier noch steigen
oder ob an diesem Tag das wirkliche Maximum der Aktivitit erreicht wird. Der
Anstieg der Aktivitdt zum Ende der Kulturperiode ist hier auch nicht auf geringe
Proteinkonzentrationen in dem fiir die Messung verwendeten Extrakt zuriickzufiih-
ren. Die Zellen waren noch bis zum elften Tag kaum verbraunt und auch die Protein-
gehalte hatten nicht nennenswert abgenommen.

Die RAS-Aktivitét erreicht in ihrem Maximum am sechsten Tag 74 pkat / kg im
Gegensatz zu 120 pkat / kg (Col. 20 - Tag 7) und 92 pkat / kg (Col. M1 - Tag 7). Die
trotz dieser relativ niedrigen RAS-Aktivitét erreichten hohen RA-Gehalte, lassen sich
eventuell durch diese langanhaltende Aktivitat erkldren. Abgesehen von dem leichten
Aktivitatseinbruch am achten Kulturtag

ist die RAS bis zum elften Kulturtag in steigendem Mafe aktiv, weshalb fiir die
Menge der akkumulierten Rosmarinsdure in diesem Fall wahrscheinlich die Dauer
der Synthese und nicht unbedingt die Aktivitit der RAS verantwortlich ist. Dies
konnte auch erkldren, weshalb die RA-Menge in Zellen aus CB2-Medium nur knapp
die Hilfte der in Zellen aus CB4-Medium akkumulierten RA erreicht, obwohl sich
die Aktivitdten der RAS bis zum neunten Tag kaum unterscheiden.

Die PAL-Aktivititen in den Kulturen Col. 20 und Col. M5 entsprechen weitgehend
den tiblichen, in Coleus-Suspensionskulturen beobachteten Aktivititen. Zu beachten
ist hier lediglich die verldngerte PAL-Aktivitit in Zellen aus CB4-Medium der
Kultur Col. M5, die, ausgehend von ihrem Aktivititsmaximum am sechsten Tag bis
zum neunten Tag anhélt, wihrend die PAL-Aktivitit in der Kultur Col. 20 ihr
Maximum erst am siebten Tag erreicht. Die Phase der PAL-Aktivitét der Kultur Col.
M35 ist also im Gegensatz zur Kultur Col. 20 um einen Tag verlidngert und erstreckt
sich iiber vier Tage. Bisher untersuchte Kulturen wiesen meist eine Phase der PAL-
Aktivitit von drei Tagen auf (Petersen 1993; Gertlowski und Petersen 1993). Phasen
verldngerter PAL-Aktivitit waren bisher lediglich bei der Zugabe hdoherer
Zuckerkonzentrationen zum Medium zu beobachten (Petersen 1993) und korrelierten
dort mit erhdhter RA-Produktion. Demnach koénnte also auch die verldngerte Phase
der PAL-Aktivitidt fir die im Gegensatz zu den anderen untersuchten Kulturen
hohere RA-Akkumulation mitverantwortlich sein.

Zusammengefasst ldsst sich tiber die hier untersuchten Kulturen sagen, dass sie sich
weitgehend wie andere, aus demselben Stammkallus angelegte Zelllinien, verhalten.
Eine Ausnahme bildet die Kultur Col. M5. Sie weist in Zellen aus CB2-Medium
relativ hohe RAS-Aktivitdten und in Zellen aus CB4-Medium eine verldngerte Phase
der PAL-Aktivitdt, sowie eine bis zum elften Kulturtag ansteigende RAS-Aktivitét
auf, die aber bis zum neunten Kulturtag kaum hoéher als die in Zellen aus CB2-
Medium gemessene RAS-Aktivitét ist. Daraus ldsst sich schlieen, dass die RAS-
Aktivitdt der Kultur Col. M5 nicht so gut durch Zuckerzugabe zu "induzieren" ist wie
in anderen, aus demselben Stammkallus angelegten Kulturen. Dies scheint aber auf
die RA-Syntheseleistung keinen Einfluss zu haben. Der Mangel an Aktivitit der
RAS wird hier wahrscheinlich durch eine langere Aktivititsphase der PAL und der
RAS ausgeglichen.
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4.2: Expressionsstudien

4.2.1: Expressionsmuster der PAL

Vergleicht man die Akkumulation der PAL-spezifischen mRNA mit der Enzym-
aktivitdt im Verlauf der Kulturperiode, so fillt auf, dass die mRNA -Akkumulation in
Zellen aus CB2-Medium grundsétzlich um einen bis zwei Tage vor der gemessenen
Enzymaktivitit ihr Maximum erreicht. Dies ist insofern ungewdhnlich, als dass die
Enzymaktivitdt durchaus innerhalb einer bis weniger Stunden nach Beginn der
mRNA-Akkumulation einsetzen kann. So beginnt die Akkumulation von PAL-
spezifischer mRNA in Nicotiana-Zellkulturen nach der Behandlung mit Methyl-
jasmonat bereits zwei Stunden spéter (Sharan et al. 1998). Die maximale mRNA-
Akkumulation wurde hier nach sechs Stunden erreicht. Korrespondierend dazu
konnte Enzymaktivitdt ebenfalls nach zwei Stunden detektiert werden. Die Enzym-
aktivitit erreichte ihr Maximum 17 Stunden nach der Elicitierung. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch bei der Induktion der PAL-Aktivitdt durch Elicitoren
von Joos und Hahlbrock (1992), Fritzmeier et al. (1987) und anderen gemacht.
Normalerweise fiihrt also eine mRNA-Akkumulation spitestens fiinf Stunden spéter
zu einem entsprechenden Anstieg der Enzymaktivitit (Fritzmeier et al. 1987). Da in
dieser Arbeit etwa alle 24 h RNA isoliert und die Enzymaktivitdt bestimmt wurde,
wiéren Zeitdifferenzen von etwa fiinf Stunden zwischen Transkription und dem
Einsetzen der Enzymaktivitit nicht aufgefallen oder hétten maximal eine Differenz
von einem Tag bewirkt. Fiir die PAL-Aktivitit in Zellen aus CB2-Medium ergibt
sich aber eine deutlichere Verschiebung. Hier steigt die Enzymaktivitit zunéchst
vom ersten auf den zweiten Kulturtag zusammen mit der mRNA-Menge nahezu
parallel an. Danach fillt aber die Menge der mRNA deutlich zum dritten Tag hin ab,
die PAL-Aktivitdt steigt aber weiterhin bis zum vierten Kulturtag an. Das erste
Maximum der Enzymaktivitit tritt also zwei Tage nach dem Maximum der PAL-
spezifischen mRNA-Akkumulation auf. Diese Beobachtung ist kontrér zu den von
Fritzmeier et al. (1987) und Sharan et al. (1998) gemachten Beobachtungen. Hier
erfolgte nach den Maxima der PAL-spezifischen RNA-Akkumulation ein Anstieg
der Enzymaktivitdt nur noch fiir nur wenige Stunden um dann auf ein Grundniveau
zu sinken. Bei den hier zitierten Arbeiten wurde allerdings in allen Féllen mit
Elicitoren gearbeitet, die der Pflanze oder der Zellkultur Infektionen mit phyto-
pathogenen Organismen vorspielen und somit eine schnelle Antwort der pflanzen-
eigenen Abwehr erwarten lassen. In diesen Féllen ist eine rasche Induktion der PAL-
Aktivitdt und eine folgende Deaktivierung oder ein Abbau der PAL notwendig. Ein
solcher Fall liegt bei der hier untersuchten Zellkultur nicht vor, da die Kultur iiber
ihre normale Wachstumsphase untersucht wird und keinen Strefsituationen ausge-
setzt ist. Es ist also durchaus moglich, dass die Deaktivierung der PAL langsamer
vonstatten geht, als in einer durch Elicitoren stimulierten Kultur. Ebenfalls ist es
nicht génzlich auszuschlieBen, dass posttranslationale Faktoren die Enzymaktivitit
beeinflussen. Dies wurde zum Beispiel bei Tomaten (Lee et al. 1992) beobachtet.
Eine weitere Erklarung ist die Mdglichkeit, dass mit der in dieser Arbeit benutzten
Sonde PAL-19 unter den angewendeten Hybridisierungsbedingungen nicht alle
eventuell vorhandenen Transkripte anderer PAL-Isoformen erfalit wurden. Die
einzelne, mit dieser Sonde im Northern Blot detektierte Bande konnte zwar bedeuten,
dass lediglich ein PAL-Gen vorliegt, wie es auch bei z.B. Sonnenblumen oder
Bambus der Fall ist (Sarma und Sharma 1999), es wére aber auch moglich, dass
lediglich eine Isoform spezifisch detektiert wird. In diesem Fall miisste aus den fiir
Zellen in CB4-Medium ermittelten Werten geschlossen werden, dass lediglich diese
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Isoform fiir den Verlauf der PAL-Aktivitit in Zellen aus CB4-Medium verantwort-
lich wire oder dass alle Isoformen dhnliche Expressionskriterien zeigten.

In Zellen aus CB4-Medium verlaufen die Enzymaktivitdt und RNA-Akkumulation,
abgesehen von einem Peak in der RNA-Akkumulation am zweiten Kulturtag,
parallel.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine direkte Korrelation zwischen Enzym-
aktivitdt und PAL-spezifischer mRNA-Akkumulation lediglich in Zellen aus CB4-
Medium nachgewiesen werden konnte. Fiir Zellen aus CB2-Medium miisste durch
weitere Versuche geklart werden, ob die Verschiebungen zwischen mRNA-
Akkumulation und Enzymaktivitit auf verschiedene PAL-Isoformen, posttranslato-
rische Regulation, fehlende Deaktivierung der PAL oder anderen hier nicht
aufgefiihrten Griinden beruht.

4.2.2: Expressionsmuster des moglichen RAS-Klones

Voraussetzung fiir die Annahme, dass es sich bei dem mdglichen RAS-Klon
RAS-1.1 tatséchlich um einen RAS-spezifischen Klon handeln koénnte und er aus
diesem Grund fiir weitere Untersuchungen in Frage kdme, war eine Korrelation
zwischen Enzymaktivitit der RAS und der Akkumulation klonspezifischer mRNA.
Aus diesem Grund wurden Expressionsstudien mit diesem Klon durchgefiihrt. Die
Ergebnisse, die eine eindeutige Parallelitit zwischen mRNA-Akkumulation und
Enzymaktivitit fiir Zellen aus CB2- sowie CB4-Medium zeigen, erlauben diese
Annahme. Allerdings wird der pflanzliche Metabolismus durch eine Vielzahl von
Signalen gesteuert und Zucker, der auch die RA-Synthese stimuliert, reguliert
zusitzlich viele andere Funktionen im pflanzlichen Stoffwechsel (Sheen et al. 1999;
Gibson et al. 2000). Es wire hier also durchaus moglich und sogar wahrscheinlich,
dass noch andere Gene in derselben Weise reguliert werden wie die RAS. Es muss
also davon ausgegangen werden, dass auch andere Proteine ein &hnliches
Expressionsmuster zeigen, die aufgrund der engen Vernetzung von Sekunddr- und
Primérstoffwechsel durch die Benutzung gleicher Metaboliten (Phenylalanin,
Tyrosin) und identischer Signalstoffe (Saccharose) nicht einmal aus dem
Sekundirstoffwechsel stammen miissen. Ein endgiiltiger Beweis dafiir, dass es sich
bei diesem Klon um die RAS handelt, ist die Ubereinstimmung des Expressions-
musters mit der Enzymaktivitdt der RAS demnach nicht. Erst durch die Expression
des Klons z.B. in FE.coli, der dazu in voller Linge vorliegen miisste, und
entsprechende enzymatische Tests, wiirde dieser Beweis geliefert werden konnen.

4.3: Reinigung der Rosmarinsiauresynthase

Vergleicht man die in dieser Arbeit durchgefiihrte Reinigung der RAS mit der von
Meinhard (1995) durchgefiihrten Reinigung, ergeben sich hinsichtlich der
Reinigungsfaktoren und der Ausbeuten nur geringfiigige Unterschiede. Im Allgemei-
nen lagen die in dieser Arbeit erzielten Reinigungsfaktoren iiber den durch Meinhard
(1995) erzielten Faktoren, die Ausbeute an Protein aber unter den durch Meinhard
erreichten Ausbeuten. Diese Differenzen lassen sich durch die Auswahl der nach der
Chromatographie weiter verwendeten, Aktivitét enthaltenden, Fraktionen erkliren. In
dieser Arbeit wurden ausschlieBlich die Fraktionen mit den hochsten spezifischen
Enzymaktivititen weiterverwendet, was zu einer Verbesserung des Reinigungs-
erfolges mit einer gleichzeitigen Reduktion der Ausbeute fithren kann. Werden auch
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Fraktionen mit geringeren Enzymaktivititen verwendet, vermindert dies den
Reingungsfaktor, hebt allerdings die Ausbeute an Protein.

Aufgrund der Annahme, dass CoA-abhingige Enzyme an "Reactive Yellow-
Agarose" binden, wurde in dieser Arbeit eine zusdtzliche Affinitdtschromatographie
an diesem Material neu eingefiihrt. Diese Annahme begriindete sich auf der von
Hohlfeld et al. (1996) sowie Yu und Facchini (1999) unter anderem mit Hilfe dieses
Materials durchgefiihrten Reinigung der Hydroxycinnamoyl-CoA:Tyramin Hydroxy-
cinnamoyltransferase (THT). Die THT band vollstidndig an den Farbstoff und konnte
mit Feruloyl-CoA eluiert werden (Hohlfeld et al. 1996; Yu und Facchini 1999). Da
die THT ebenfalls Affinitit zu 4-Cumaroyl-CoA, dem hauptséichlichen Substrat der
RAS, und Cinnamoyl-CoA, das auch von der RAS akzeptiert wird, zeigt, bestand die
Moglichkeit, dass die RAS ebenfalls Affinitit zu Yellow-Agarose zeigen wiirde. Wie
die hier durchgefiihrten Experimente zeigen, war dies nicht der Fall.

Dies deutet darauf hin, dass die Bindung an den Farbstoff nicht aufgrund der
generellen CoA-Abhéngigkeit der Enzyme zustande kam, sondern moglicherweise
aufgrund der Affinititen fiir bestimmte Zimtsdurederivate. Die hier auftretenden
Unterschiede in der Affinitdt konnten fiir die nicht stattfindende Bindung der RAS an
das Sdulenmaterial verantwortlich sein. So zeigte zum Beispiel die THT aus allen
bisher untersuchten Pflanzen grundsdtzlich hohe Affinitdt zu Feruloyl-CoA und
Sinapoyl-CoA, beides Substrate, die von der RAS zwar umgesetzt werden kdnnen,
aber nur sehr geringen Umsatz zeigen, was auf eine geringe Affinitdt zur RAS
hindeutet. Fiir das eigentliche Substrat der RAS, 4-Cumaroyl-CoA, besitzt die THT
aus Papaver (Yu und Facchini 1999) eine dhnliche Affinitdt. Die Affinitdt der THT
aus Solanum (Hohlfeld et al. 1995, 1996) ist aber im Gegensatz zu der Affinitdt der
RAS zu 4-Cumaroyl-CoA um den Faktor 7 schlechter. Fiir Caffeoyl-CoA, das von
der THT aus Nicotiana (Negrel und Javelle 1997) gar nicht umgesetzt wird, ergibt
sich fiir die THT aus Solanum eine gleichfalls um den Faktor 7 geringere Affinitét.
Lediglich das von der RAS ebenfalls umgesetzte Substrat Cinnamoyl-CoA wird auch
von den verschiedenen THTs umgesetzt.

Ob es sinnvoll ist, den Schritt der Reinigung iiber Yellow Agarose in das
Reinigungsprotokoll fiir die RAS einzubeziehen, kann kontrovers diskutiert werden.
Wie in der Arbeit von Meinhard (1995) gezeigt wurde, ist es moglich, die RAS auch
ohne diesen Schritt rein zu erhalten. Ebenfalls kann die Chromatographie an Yellow-
Agarose die native Gelelektrophorese nicht ersetzen. Zusitzlich bewirkt die
Chromatographie an Yellow-Agarose einen deutlichen Verlust bei der Ausbeute.

In dieser Arbeit wurden 2,4 kg Zellmaterial aufgearbeitet um ca. 8 pg gereinigtes
Protein zu erhalten. Eine bessere Ausbeute wire somit wiinschenswert und essentiell,
um den Aufwand zu minimieren, den die Isolation des Proteins in ausreichenden
Mengen fiir eine Sequenzierung zur Zeit darstellt. Andererseits aber bewirkt dieser
Schritt eine deutliche Aufreinigung, welche die Isolation der RAS aus dem nativen
Gel bedeutend vereinfacht. Da die native Gelelektrophorese, durch das recht geringe
mogliche Auftragsvolumen an Protein, den limitierenden Faktor der Reinigung
darstellt, ist ein Verlust an Ausbeute vor diesem Schritt mit relativ geringem
Mehraufwand auszugleichen. Da in dieser Arbeit hauptsichlich darauf Wert gelegt
wurde, die RAS in grofftmoglicher Reinheit zu erhalten, wurde der Schritt in der
Reinigung belassen.

In den hier durchgefiihrten Versuchen konnte zusétzlich beobachtet werden, dass die
Ausbeute mit steigender Passagenzahl der fiir die Aufreinigung verwendeten Kultur
sank. Dieser Effekt wurde auch schon bei Petersen (1993) und Meinhard (1995)
beobachtet. Ein Schritt zu hoheren Ausbeuten wire es somit auch, wihrend der
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Reinigung nur Materialien aus frisch angelegten Suspensionskulturen zu verwenden,
die eine hohe RA-Akkumulation und gute RAS-Aktivititen aufweisen.
Zusammenfassend ldsst sich hier bemerken, dass der in dieser Arbeit eingefiihrte
Schritt der Chromatographie an Yellow-Agarose als nicht zwingend notwendig, aber
erleichternd fiir die Reinigung der RAS angesehen werden kann. Durch diesen
Schritt wird ein Reinigungsfaktor von 55.8 erreicht und der Gesamt-Reinigungs-
erfolg vor der nativen Gelelektrophorese von 34.4 (Meinhard 1995) auf 119.34
angehoben. Dies erleichtert die Identifizierung der mit der RAS korrespondierenden
Bande nach der nativen Gelelektrophorese erheblich. Um die Reinigung insgesamt
effektiver zu gestalten, miifite zum einen ein Ersatz fiir die native Gelelektrophorese
gefunden werden und zum anderen eine Suspensionskultur mit mdglichst hoher
RAS-Aktivitdt und geringer Passagenzahl verwendet werden.

4.4: Klonierung der Phenvlalanin Ammonium-Lyase

Anhand der drei unterschiedlichen Klone PAL-2, PAL-19 und PAL-22, die wiahrend
der Klonierung der PAL gefunden wurden, kann man darauf schlieBen, dass die
Phenylalanin Ammonium-Lyase bei Coleus blumei wahrscheinlich in einer kleinen
Genfamilie vorliegt. Ein Vergleich der DNA Sequenzen von in dieser Arbeit
gefundenen Klonen mit bereits bekannten PAL-Klonen aus anderen Pflanzen
befindet sich im Anhang unter 6.1.1. Ein endgiiltiger Beweis fiir die Organisation in
einer Genfamilie miilte allerdings noch durch weitere Untersuchungen erbracht
werden, da nicht auszuschlielen ist, dass eine Diversitdt der Gene auch durch die
Tetraploidie von Coleus zustande kommen konnte.

Die cinzelne, mit dem Klon PAL-19 als Sonde erzielte Bande im Northern Blot
(siche 3.7 Abb. 47), ist aller Wahrscheinlichkeit als das Signal mehrerer Banden
dieser GroBe zu deuten. Da die Klone PAL-19 und PAL-22 beim Durchsuchen der
cDNA Banken identische Hybridisierungsmuster zeigten, ist anzunehmen, dass das
mit dem Klon PAL-19 erzielte Hybridisierungssignal nicht fiir das entsprechende
Gen spezifisch ist. Da aber aufgrund dieser Annahme lediglich PAL-19 als Sonde fiir
alle weiteren Untersuchungen verwendet wurde, ist es generell nicht auszuschliessen,
dass durch die anderen Hybridisierungsbedingungen im Northern Blot eine erhdhte
Spezifitit hervorgerufen wurde. Durch einen Northern Blot mit den Klonen PAL-2
und PAL-22 als Sonde kénnte dies untersucht werden.

Die Organisation der PAL in kleineren Genfamilien ist nicht uniiblich und meist
findet man hier 3 bis 6 unterschiedliche Gene. Solche Genfamilien treten zum
Beispiel bei Oryza (3-7 Gene), Arabidopsis (3-4 Gene) und Petersilie (3-4 Gene) auf
(Sarma und Sharma 1999). Es gibt aber auch Pflanzen, bei denen die PAL lediglich
in einem Gen codiert ist, wie es zum Beispiel bei Populus (Osakabe et al. 1995) der
Fall ist. Bei Kartoffeln geht man dagegen von einer 40 bis 50 Gene umfassenden
Familie aus, von denen mehr als 10 Gene auch aktiv transkribiert werden (Joos und
Hahlbrock 1992).

Die Beobachtung, dass nicht alle Gene der Familie transkribiert und in Folge
translatiert werden miissen, ist nicht selten (Sarma et al. 1997). So ist es zum Beispiel
bei Tomaten zu beobachten, dass vorgelagerte Stopp-Codons in einigen Genen der
Familie zu finden sind. Dies konnte, so Sarma et al. (1997), zu frithzeitigem Abbruch
der Transkription und somit zu nicht funktionellen Peptiden fiithren. Ebenfalls konnte
beobachtet werden, dass manchmal trotz unterschiedlicher Gene keine unterschied-
lichen Isoformen der PAL aufzufinden sind. So gab es zum Beispiel in Zellkulturen
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von Tomaten lediglich eine PAL-Isoform, wohingegen in den Bléttern von Tomaten
drei Isoformen identifiziert werden konnten (Sarma et al. 1997).

Es wire also durchaus interessant, festzustellen, wie viele der gefundenen PAL-Gene
korrekt translatiert werden und wie viele Isoformen der PAL in Coleus vorliegen.
Um dies zu erreichen, konnte zum Beispiel mittels RACE-PCR, ausgehend von den
in dieser Arbeit gefundenen Teilklonen, die Sequenz entsprechender Volldngenklone
ermittelt werden. Anhand dieser Sequenzen kdnnte man spezifische Sonden fiir die
einzelnen Gene entwerfen, mit denen man die Expression dieser Gene im Verlauf der
Kulturperiode untersuchen koénnte. Ebenfalls interessant wére es, PAL-Gene aus
Coleus zum Beispiel in E. coli zur Expression zu bringen. So wére es unter
Umstinden moglich festzustellen, ob sich auf diese Weise unterschiedliche
Isoformen der PAL ergeben und ob die einzelnen Gene korrekt translatiert werden.
Zusammenfassend lésst sich also liber die hier erfolgte Klonierung der Phenylalanin
Ammonium-Lyase aussagen, dass die PAL aller Wahrscheinlichkeit nach in einer
kleinen Genfamilie mit mindestens drei Genen in Suspensionskulturen von Coleus
blumei organisiert ist. Der nidchste weiterfilhrende Schritt wire eine Analyse der
kompletten Sequenz dieser Klone, die zum Beispiel iiber RACE-PCR oder durch
erneutes Durchsuchen von cDNA Banken erhalten werden konnten.

4.5: Klonierung der Rosmarinsiuresynthase

4.5.1: Suche in cDNA-Banken

Der hohe Degenerationsgrad und die dadurch notwendig werdenden niedrigen
Hybridisierungstemperaturen, 37 °C fiir die Sonden MP-6 und 10, sind aller
Wabhrscheinlichkeit nach der Grund fiir die unspezifischen Resultate mit diesen
Sonden beim Durchsuchen der Lambda gt10 cDNA-Bank. Dass mit den Sonden
RAS-AB-1 und 2 gar kein Ergebnis erzielt wurde, lag wahrscheinlich daran, dass die
Hybridisierungstemperatur nicht unter 40 °C gesenkt wurde. Es ist also nicht weiter
verwunderlich, dass die mit den Sonden MP-6 und 10 unter diesen Bedingungen
erhaltenen moglichen RAS-Klone, weder im Southern- noch im Northern-Blot mit
aus Coleus und anderen Pflanzen isolierter DNA bzw. RNA Hybridisierungs-
ergebnisse zeigte. Da aber auch aus den Sequenzen, die durch die neue, in dieser
Arbeit erfolgte Proteinisolierung erhalten wurden, nur stark degenerierte Sonden
abgeleitet werden konnten, blieb dieses Problem wéhrend der gesamten Arbeit
bestehen.

Das zweite Problem, das in diesem Zusammenhang auftrat, war die offenbare
Seltenheit von RAS- oder RAS-éhnlichen Transkripten in der cDNA-Bank. Selbst
unter nicht stringenten Bedingungen konnten nur sehr wenige Hybridisierungen mit
Klonen erzielt werden, bei denen es sich aber nie um RAS handelte. Hier konnte
auch durch das Erstellen einer neuen cDNA-Bank keine Abhilfe geschaffen werden.
Ausgehend von der Annahme, dass es sich bei der RAS um ein selten abgelesenes
Gen handelt, was durch den geringen Prozentsatz der RAS am Gesamt-Proteinanteil
der Zellen unterstiitzt wird, ist es durchaus moglich, dass in einer amplifizierten
cDNA-Bank zu wenige Teile des RAS-Gens enthaltende Phagen vorhanden waren,
um sie mit den hier gegebenen Mdglichkeiten zu detektieren.

Mit einer nicht amplifizierten cDNA-Bank hétten moglicherweise bessere Ergebnisse
erreicht werden konnen, da hier die "Selektion" durch die Amplifikation der in den
Phagen klonierten cDNA ausgefallen wire. Ein solches Experiment wurde allerdings
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nicht unternommen, da bessere Aussichten durch den Versuch der Klonierung iiber
PCR oder RT-PCR zu erwarten waren.

4.5.2: Klonierung iiber PCR

Auch hier war der hauptsédchlich limitierende Faktor fiir das Gelingen der PCR die
Spezifitit der eingesetzten Primer. Da mit stark degenerierten Primern gearbeitet
werden musste, konnten keine zu hohen Annealing-Temperaturen gewéhlt werden.
Niedrige Annealing-Temperaturen allerdings begiinstigen unspezifische Amplifikate.
Ein weiteres Problem bei der PCR an genomischer DNA ist das Auftreten von
Introns, was teilweise zu sehr groffen Genen und somit langen PCR-Produkten
fiihren kann. Sind diese zu lang, findet die PCR nicht effizient genug statt oder wird
ginzlich verhindert. Die hier erzielten Ergebnisse machen aber deutlich, dass das
MiBlingen der Klonierung der RAS tiber PCR an genomischer DNA vorrangig der zu
geringen Spezifitdt der Primer zuzuschreiben ist.

Der Versuch der PCR an isolierter cDNA aus beiden cDNA-Banken scheiterte
ebenfalls an diesem Problem.

4.5.3: Klonierung iiber RT-PCR

Die Moglichkeit iiber RT-PCR ein Amplifikat der RAS zu erhalten, ist generell
hoher als bei konventioneller PCR oder der Suche in cDNA Banken. Der Vorteil
gegeniiber PCR an genomischer DNA liegt vor allem darin, dass nur aktive, also
transkribierte Gene vorliegen. Der Vorteil gegeniiber der Suche in cDNA-Banken ist
der weggefallene Schritt der Klonierung in Phagen, der immer mit Verlusten behaftet
ist.

Dass mit dieser Methode zwei mogliche RAS-Klone isoliert werden konnten, erlaubt
aber noch keine endgiiltige Aussage dariiber, ob mit der RT-PCR bessere Ergebnisse
erzielt werden konnten, als mit der PCR. Es fehlt noch der Beweis, dass es sich bei
dem auf diese Weise isolierten Klon RAS-1.1 und dem mit diesem Klon identischen
Klon RAS-0.8 tatsdchlich um einen RAS-Klon handelt. Allerdings konnten die unter
4.2.4 diskutierten und unter 3.4.2 beschriebenen Vergleiche der fiir diesen Klon
spezifischen mRNA-Akkumulation mit dem Verlauf der Enzymaktivitit der RAS
darauf hindeuten.

4.5.4: Southern- und Northern-Blotting

Fragen wirft auch das Ergebnis des Northern Blots, der mit dem Klon RAS-1.1 als
Sonde durchgefiihrt wurde, auf. Hier sind drei Banden deutlich unterscheidbarer
GroBen zu sehen.

Dass die RAS, dhnlich wie die PAL, in einer Genfamilie organisiert ist, ist aufgrund
der Funktion dieses Enzyms eher unwahrscheinlich. Die RAS ist kein Enzym, das als
Schaltstelle verschiedener Stoffwechselwege fungiert, wie die PAL, die das
Schliisselenzym vom Primérstoffwechsel in den gesamten Phenylpropanstoffwechsel
darstellt. Hier ist keine "Aufteilung" in unterschiedlich regulierbare Isoformen nétig,
weshalb es bedeutend wahrscheinlicher ist, dass die RAS als Einzelkopie im Genom
vorliegt. Diese These wird auch durch die einzelne im Southern Blot erscheinende
Bande unterstiitzt. Die drei im Northern-Blot erscheinenden Banden deuten aber auf
drei mit dem Klon RAS-1.1 hybridisierende Transkripte hin.
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Dies konnte unter Umstdnden dadurch bedingt sein, dass das Coleus blumei als
natiirliche Hybride einen tetraploiden Chromosomensatz besitzt (Bennett und Leitch
1995). Aus diesem Grund wire es moglich, dass unterschiedliche Genomkopien und
somit auch unterschiedliche RAS-Gene vorliegen. Eine weitere mogliche Erklarung
wiére eine unspezifische Hybridisierung des RAS-1.1 Klones mit anderen
Transkripten. Die konnte aufgrund von Strukturen im 3'Bereich des Klones der Fall
sein, da das klonierte Fragment in der RT-PCR mit oligo-dT als zweiten Primer
amplifiziert wurde. Eine generell unspezifische Hybridisierung mit polyA -RNA
konnte aber nicht beobachtet werden. Eine weitere Mdglichkeit wére eine
posttranskriptionale Modifikation der RNA, bei der das urspriingliche Transkript
verkiirzt wird. Allerdings entspricht gerade das mittlere der drei detektierten RNA
Fragmente der erwarteten Grofe des RAS-Proteins. Die Grofle von 1.8 kb entspricht,
ausgehend von einer mittleren Molekularmasse von 110 Da fiir die durchschnittliche
Aminoséure (Stryer 1991), einem Protein von ca. 55 kDa. Die Molekularmasse der
RAS konnte iiber SDS-PAGE mit ca. 53 kDa bestimmt werden. Die mit einer Lange
von 1.5 kb detektierte Bande kdme also nicht als Modifikationsprodukt der grof3eren
Banden, sondern hochstens als Abbauprodukt in Frage.

4.5.5: RACE-PCR

Die unspezifischen Ergebnisse der RACE-PCR sind zumindest im Fall des in 3'-
Richtung mit dem genspezifischen Primer GSP-1-F erzielten Amplifikates auf den
Primer zuriickzufiihren. Die Sequenz dieses Primers konnte vollstdndig im Amplifi-
kat wiedergefunden werden, das aber ansonsten keine Homologien mit der
Gensequenz des RAS-1.1-Klones aufwies. Trotz der Lénge von 29 bp trat die
Sequenz offensichtlich noch in einem anderen Gen auf, das dann, moglicherweise
aufgrund der geringen Menge an RAS-Transkripten in der cDNA, bevorzugt
transkribiert wurde. Die Region des RAS-1.1 Klones, aus der die Primer gewahlt
wurden und die dazu in der EMBL Datenbank gefundenen Homologien, sind in
Abbildung 51 dargestellt.

RAS-1.1: ...CCTGCACCAACCCCAAACTCTAGCGTCCCCACACACAAAACGAGTGGTAAAAAGTG
Fun: ... ¥ct*¥*acc*ac*c*a*ac*c*a*cg*cr***acacacaaaacga* —g**aaaaagtg

RAS-1.1: AGAAAACCACATACCAAAATAGAGCTCTCCAGATGCAAAATATCCACAACAAGAAAAAC
Fun: agaaa**ca*a****aaa**agag*-c*cca*a*--aaaa*a*cc*caac***a*aaa*

RAS-1.1: AAATGGATAGAACTGTATAACAAAGATCTAATTTTTTGTTTTCGAGGACTCCTCCTTTT
Fun: a*a***a*a*aac***a*aacaaa*a*c*a--—-——-—--—-———————-———

RAS-1.1: CAAAAAGGAAGGAGAACCCGTGATAACCACTCATTGAAAAGGCCAGGCAGAAACCCCAC

RAS-1.1: CATGCCTGCGCCTGATCGAAACAGTAACCCGGAAAGAATAGTTGTAATGAAAAAGG. ..
Hum: FrxxxAkkxxkcctg-tcgaaa-agraacr*--gaaa*a**ag-—-g*aa*gaaar*ag*...

Abb. 51: Region um die Primer fiir die RACE-PCR und Homologien mit anderen
Genen

Die Sequenzen der fiir die RACE-PCR verwendeten genspezifischen Primer sind grau
hinterlegt. Fun: steht fiir den Botrytis T4-cDNA Klon (EM_FUN: CNS01C1C) und Hum
fiir den menschlichen BAC-Klon CTA-332B2 (EM_HUM: AC005094). "*" bedeuten
nicht homologe Basen, "-" eine Liicke in der Sequenz.

Hier ist zu sehen, dass im Bereich des Primers GSP-2 Homologien mit dem T4
cDNA-Klon aus Botrytis auftreten. Fiir den Primer GSP-1 ist lediglich eine geringe
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Homologie am 3’-Ende mit dem menschlichen Klon CTA-332B2 festzustellen. Mit
den Primern wurden ebenfalls eine Suche in der EMBL-Datenbank nach moglichen
Homologien durchgefiihrt, die aber lediglich Ubereinstimmungen unter 30 % mit
anderen bekannten Gensequenzen erkennen lief3.

Homologien mit den in Abbildung 51 gezeigten Klonen sind aber in den iiber die
RACE PCR amplifizierten Klonen RAS 3 (amplifiziert mit GSP-1-F), und RAS 2
(amplifiziert mit GSP-2-F) nicht zu finden. Fiir RAS-3 treten lediglich
Ubereinstimmungen zu einer Sektion des Genoms von Pseudomonas aeruginosa
(EM_PRO:AE004711 und AE004837) mit einer Ahnlichkeit von 37 und 51 % sowie
Ubereinstimmungen von 50 % mit einem Cosmid-Klon von Streptomyces coelicolor
(EM_PRO:SCL6, SCM1, SCM11 und SCF62) auf. Zusétzlich konnte der Primer
GSP-1 in seiner kompletten Sequenz im Klon RAS-3 wiedergefunden werden (siche
6.1.2.2). Dies bedeutet, dass entweder mindestens ein weiteres Gen mit dieser
Sequenz existiert oder dass Teile des RAS-1.1 Gens wiederholt vorliegen. Da in dem
so erhaltenen Amplifikat aber auch keine Wiederholungen von Motiven des RAS-
1.1-Klones auftreten, ist diese Annahme eher unwahrscheinlich. In den Amplifikaten
mit dem Primer GSP-1 in 5’-Richtung konnte der genspezifische Primer nicht
wiedergefunden werden. Dies galt ebenfalls fiir das {iber die Sequenzierung in 5'-
Richtung mit dem zweiten genspezifischen Primer GSP-2 erhaltene Amplifikat RAS-
2. Fiir beide Sequenzen konnte keine Homologie mit der Sequenz des Klons RAS-
1.1 gefunden werden. Da in diesen Sequenzierungen auch die, normalerweise zu
beiden Seiten des klonierten Amplifikats erscheinenden, Vektorsequenzen fehlten
und die durch die Sequenzierung erhaltenen Daten nur sehr schlecht auszuwerten
waren, ist das Problem hier aber eher in der Sequenzierung zu suchen. Dies konnte
daran liegen, dass die iiber die RACE-PCR erzielten Sequenzen alle sehr GC-reich
waren, was das Sequenzieren oft erschwert.

Die RACE-PCR fiir den Klon RAS-1.1 miisste also noch die Primer und eventuell
die Zyklenparameter betreffend optimiert werden. Ebenfalls kann versucht werden,
die bereits erhaltenen Amplifikate unter Beriicksichtigung des hohen GC-Gehaltes zu
sequenzieren, um eventuelle Ubereinstimmungen feststellen zu kdnnen.

4.5.6: Sequenzierung der Klone

Vergleicht man die, sich durch verschiedene Leseraster aus der Sequenz des RAS-
1.1-Klones ergebenden, sechs moglichen Proteinsequenzen mit in Gendatenbanken
gespeicherten bekannten Proteinen und Strukturmotiven, so tritt in einer Sequenz ein
normalerweise fiir die Ca2+-Bindung verantwortliches EF-Hand-Motiv auf. Ver-
gleicht man die Proteinsequenz dieses Leserasters mit Ca-bindenden Proteinen wie
Calmodulin, Ca-abhingigen Kinasen, und Troponin (siche Abbildung 53), so ist
auffillig, dass die dort in diesem Motiv konservierten Aminosduren auch in diesem
Leseraster der RAS-1.1 konserviert sind.
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RAS11: LGLVQVSLLOPQHAKSWKGMPNLEATFETLVDAFVFLDKNKDGYVSKNEMVDAINETTSG

Calml: ----=""""""——"———————————— TEEELIEAFRVFDRDGDGYISADELRHVM-TNL-G
Calm2: ————-————————— EELKEAFRVFDKDONGFISAAELRHVM-TNL-G
Calm3: ———=————————— EELKEAFRVFDKDONGFISAAELRHVM-TNL-G
Calm4: -—------————————— === EETREAFRVFDKDGNGFISAAELRHVM-TNL-G
Calmb: --------""-———— = EETREAFRVFDKDGNGFISAAELRHVM-TNL-G
Calmb: ———=——————m— DKDGDGQITTKELGTVM-RSL-G
Calm7: ——====—-———————————————————— EDLKEAFKVFDKDONGYISASELRHVM-INL-G
Cabindl : LKMLGTALLGKRATKSVKKKPFTEVEIKDLRTAFDLLDRNRDGRVTANELQFML-KNL-G
Cabind2:-----—----------"-""--- FKRFDTNGDGKISLAELTDAL-RTL-G
Cabind3:----————---------- FKRFDTNGDGKISLAELTDAL-RTL-G
Cabind4:----- VELMTPKLLAETAGM----IGVQEMRDAFKEFDTNGDGE ITLAELQQAMQORLL-G
CaKinl: -—-—--——-----—-——-m——— ANDEHLRKAFSYFDKDGNGYILPQELCDAL-KED-G
CaKin2: —-——=-——====-=————————————— ANDEHLRKAFSYFDKDGNGYIEPDELRNAL-MED-G
TropC: —-—-——-7"""""""""""""————————— TEEELAEAFRILDTNGDGYIDRDELKDIL-LNT-G

RAS11: ERSSGRIAMRRFEEMDWDKNGMVNFKEFLFAFTRWVGIEDADDE----——————-——————
Calml: EKLTNEEVDEMIREADIDGDGQINYEEEFVTRPEELAECFRVLDKNGDGYIDRDEFAEIIR
Calm2: EKLTDEEVEEMIREADVDGDGQINYEEFV-—-——---—————-———————————————————
Calm3: EKLTDEEVDEMIREADVDGDGQINYEEFV-———---————————————————————————
Calm4: EKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVAMMT-—-—————————————————————————
Calmb: EKLTDEEVDEMIREADIDGDGQVNYEEFVTMMT-—-—-—-———————————————————————
Calm6: ONPSESELQDMINEVDADNNGTIDEFPEFLTMMARKMKDTDSEDE--—-————-—-—————-—-—-
Calm7: EKLTDEEVEQMIEEADLDGDGQVNYDEFV--—-—-———————————————————————————
CaBindl:INVSDELIHDLIREASHSGNGLINEAEFL-————-——————————————————————————
Cabind2:S-TSADEVORMMAEIDTDGDGFIDEDEFI-——————————————————————————————
Cabind3:S-TSADEVORMMAEIDTDGDGFIDEFDEF I~ ——————————————————————————————
Cabind4 :ERLTPREISEVVREADVNGDGTVDFEEFVKMMSR-—-—-—————-——-————————————————
CaKinl: GDDCVDVANDIFQEVDTDKDGRISYEEF--———----————--———
CaKin2: TDDCADVANDIFQEVDTDKDGRISYEEFV-———----—————-——
TropC: ENVTDLEMDELMKDGDKNG--RLDEDEFL------—-—-----—-—-—--—-————-——————————

Abb. 53: Vergleich einer moglichen Proteinsequenz des Klones RAS-1.1 mit
verschiedenen Ca-bindenden Proteinen.

Homologien bezogen auf die Sequenz des Klones RAS-1.1 sind grau hinterlegt. Calm1-7
bezeichnet unterschiedliche Sequenzen fiir Calmodulin, bei CaBind1-4 handelt es sich
um Ca-Bindeproteine die. Die mit CaKinl und 2 bezeichneten Sequenzen stehen fiir Ca-
abhéngige Proteinkinaseninasen. TropC steht fiir Troponin C. In der SWALL Datenbank
sind die Sequenzen unter folgenden Nummern aufgefiihrt:

Calml = P24044, Calm2 = Q4198, Calm3 = Q9ZTV2, Calm4 = 017500, Calm4 =
Q9ZRB3, Calm5 = P05933, Calm6 = Q39890, Calm7 = QILDQ9, CaBind1 = P48593,
CaBind2 = P94092, CaBind3 = Q9SAR4, CaBind4 = QINY YO0, CaKinl = Q9XGR2,
CaKin2 = Q27731, TropC = Q918U8

Bei dem Leseraster, in dem diese Homologie auftritt, handelt es sich um das erste
Leseraster des komplementédren Stranges (Raster 4). Abbildung 54 zeigt die kom-
plette Ubersetzung dieses Leserasters in Aminosiuren. Die zu Beginn auftretende
Aminosiurenabfolge PAPTP konnte auch bei der Sequenzierung des RAS-Proteins
gefunden werden.

*FVILNEHQADTCFYLNSFQE*FD*QPSEDGLWPLLSVQPRAPLPIIHSRS*APCRIGTSNPV
EGKRKLEPLNE*EKEGNTDSRKASLGRASQSKTSCSCEFYHSLTCHHFFSDENSTSTFLLNKEMRIRSL
LKKGSR*PPRKGFEINLCLRGKQSLFLTSGVH*TI*NNYPFFFLILCVLDRIDFDLVKIPFGVLAQSL
CLLYSKDFYASLRPFFLFLYTIKYSPSKRSPRPFLHSFFYPSLLAFLLDLSSEFDSIRNSPEFS LOLFFP
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GYCFDQAQAWWGFCLAFSMSGYHGFSFLFEKEESSKTKN*IFVIQFYPFVFLVVDILHLESSILVCGF
LTFYHSFCVWGR*SLGLVQVSLLOPOHAKSWKGMPNLEATFETLVDAFVFLDKNKDGYVSKNEMVDAT
NETTSGERSSGRIAMRRFEEMDWDKNGMVNFKEFLFAFTRWVGIEDADDEX

Abb. 54: Mogliche Proteinsequenz des RAS-1.1 Klones aus dem vierten moglichen
Leseraster. Die DNA-Sequenz des Klons, sowie die Ubersetzung der anderen Leseraster
in Proteine, sind unter 6.1.2.1 aufgefiihrt. Die auch bei der Proteinsequenzierung
gefundene AS-Sequenz PAPTP ist eingerahmt hervorgehoben. Die mit dem EF -Hand-
Motiv korrespondierenden AS sind grau hinterlegt. Stoppcodons sind als * dargestellt.

Diese Beobachtung ist insofern interessant, weil fiir Pflanzen gerade bei
zuckerregulierten Vorgéngen oft Ca abhéngige Proteine eine Rolle spielen (Sheen et
al. 1999; Vitrac et al. 2000; Gibson 2000;). Zucker, vor allem Saccharose und
Glucose, kénnen regulatorisch in den pflanzlichen Stoffwechsel eingreifen, indem sie
zum Beispiel die Transkription bestimmter Gene regulieren und wahrscheinlich auch
morphogenetische Entwicklungsvorginge beeinflussen (Farrar et al. 2000; Gibson et
al. 2000). Genregulation tiber Zuckerkonzentrationen wurde bisher unter anderem bei
Nicotiana tabacum fir mit der Pathogenabwehr assoziierte Gene beobachtet (Herbers
et al. 1996) und spielt auch fiir die Anthocyaninproduktion in Vitis vinifera Zellen
eine Rolle (Vitrac et al. 2000). Ergénzend spielt Zucker bei der Regulation diverser,
fiir die Pflanze essentieller Funktionen wie Embryogenese, Keimung, Entwicklung
des Keimlings, Entwicklung der Blitter, Bliitenbildung, Stressantworten, Pathogen-
abwehr, die Antwort auf Verletzungen, sowie fiir die Seneszenz eine wichtige Rolle
(Sheen et al. 1999).

Calcium ist in Pflanzen bei Signaltransduktionsketten nicht uniiblich und wirkt dort
normalerweise als klassischer "zweiter Bote" (Vitrac et al. 2000). So fungiert Ca*"
zum Beispiel als sekunddrer Botenstoff bei der pflanzlichen Antwort auf Pathogene
in Arabidopsis (Hwang 2000) und spielt in derselben Funktion eine wichtige Rolle
bei der Ansammlung von Peroxiden beim hypersensitiven Zelltod (Harding et al.
1997). Calcium gelangt hierbei entweder aus extrazelluliren oder intrazelluldren
Speichern in das Cytoplasma und wirkt dort entweder direkt auf die entsprechenden
Zielproteine oder indirekt iiber Ca-bindende Proteine, wie Calmodulin, die dann
ihrerseits Proteinkinasen oder andere Proteine aktivieren (Vitrac et al. 2000).

Eine Ca-Bindestelle nach dem EF-Hand-Motiv bei der Rosmarinsiduresynthase wére
demnach interessant, weil hier eventuell eine Briicke zur Induktion des Stoff-
wechselweges durch erhdhte Saccharosekonzentrationen im Medium geschlagen
werden konnte. Auch die Rosmarinsduresynthese in den fiir diese Arbeit
verwendeten Kulturen wird durch die Zuckerkonzentration induziert (siche 1.6; 3.1;
3.2; 3.3). Da eine Steigerung der RA-Synthese vorrangig durch die erhdhte Zugabe
von Saccharose und nur bedingt durch die Zugabe der Spaltprodukte Fructose und
Glucose zu erreichen ist (Petersen 1993), ist es nicht auszuschlielen, dass auch
dieser Stoffwechselweg durch Saccharose reguliert wird.

Bislang ist noch nicht bekannt, auf welche Weise die erhohte Saccharosekonzen-
tration im Medium den Anstieg der Rosmarinsduresynthese bewirkt. Voran-
gegangene Untersuchungen konnten aber zeigen, dass die Rosmarinséuresynthese
durch keinen anderen Zucker so deutlich stimuliert wird wie durch Saccharose
(Ulbrich et al. 1985; Gertlowski und Petersen 1993). Gegen die Annahme einer
generellen Regulation der Rosmarinsduresynthese durch Erhohung der
Zuckerkonzentration spricht jedoch das Fehlen einer Induzierbarkeit der RA-
Synthese durch Zucker in Zellkulturen von Anchusa officinalis (De-Eknamkul und
Ellis 1988). Hier bewirkten erhohte Zuckerkonzentrationen keine wie fiir die hier
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untersuchten Kulturen beschriebene iiberproportionale Seigerung der Rosmarinséure-
synthese.

Das EF-Hand-Motiv selbst ist in unterschiedlichen Spezies (Tiere, Bakterien,
Pflanzen) und in sehr vielen Proteinfamilien vertreten (Lewit-Bentley und Rety
2000). Nakayama et al. (2000) nennen allein 66 Unterfamilien mit diesem Motiv, das
nahezu immer fiir die Bindung von Calcium und in selteneren Féllen von Magnesium
verantwortlich ist. Es handelt sich dabei um ein "Helix-Loop-Helix" Motiv, dessen
Anordnung sich gut verdeutlichen ldsst, wenn man den ausgestreckten Zeigefinger
und Daumen der Hand betrachtet. Die Finger verdeutlichen die Stellung der Helices
zueinander, die Schleife (Loop) liegt in der Handfldche. Im Normalfall tritt dieses
Motiv in Paaren auf. Die EF-Hand ist zwar am héufigsten in Proteinen vertreten,
deren Aufgabe es ist, nach der Ca-Bindung andere Proteine zu modifizieren
(Calmoduline, Kinasen, Calpaine etc), findet sich zum Beispiel aber auch in
Cholinesterasen und in einer lytisch wirkenden Transglycosidase bei E-coli (Lewit-
Bentley und Rety 2000). Es ist also nicht gédnzlich unwahrscheinlich, ein solches
Motiv in der Rosmarinsduresynthase anzutreffen, obwohl diese nicht an Protein-
modifikationen beteiligt ist.

Interessant wire es nun zu untersuchen, ob sich die Aktivitdt der Rosmarinsaure-
synthase in Enzymtests zum Beispiel durch EGTA hemmen, oder durch Ca**-Zugabe
steigern ldsst. Dies miisste bei einer durch das EF-Hand-Motiv nahegelegten direkten
Regulation der Enzymaktivitit durch Ca*" der Fall sein. Sollte sich bei diesen
Untersuchungen herausstellen, dass die Rosmarinsduresynthase tatsachlich direkt
tiber Calcium reguliert wird, wire es interessant zu untersuchen, ob diese Regulation
im Zuge einer Induktion durch Zucker oder Phosphat auftritt oder ob eine andere
Induktion verantwortlich ist. Eine Regulation des RA-Syntheseweges iiber die
Rosmarinsiduresynthase wiére insofern sinnvoll, als dass es sich bei der RAS um das
erste, spezifische Enzym dieses Stoffwechselweges handelt.

Die AS-Folge PAPTP wurde zusitzlich zum vierten Leseraster noch im sechsten
Leseraster wiedergefunden. Die aus diesem Leseraster ermittelte Proteinsequenz
zeigte, wie auch die anderen mdglichen Proteinsequenzen, keinerlei Uberein-
stimmungen mit bereits bekannten Proteinsequenzen oder Strukturmotiven. Welches
der sechs moglichen Leseraster nun tatsidchlich fiir das mogliche RAS-Protein
codiert, kann allerdings nur {iber eine Expression des Klones herausgefunden
werden. Eine Vollldngenklonierung und anschlieBende Expression des Klones wire
also der néchste logische Schritt.

Vergleicht man die durch die verschiedenen Leseraster erhaltenen Proteinsequenzen
des Klones RAS-1.1 mit der Proteinsequenz der THT, die eine dhnliche Reaktion
katalysiert wie die Rosmarinsduresynthase und teilweise dieselben Substrate
verwendet, so lassen sich kaum direkte Homologien feststellen. Die Homologien,
konservierte Aminosduren betreffend, liegen fiir alle sechs Leseraster um die 10 %.
Vergleicht man die physiochemischen Eigenschaften der Aminosduren, wie z.B.
Ladung, Polaritit oder Hydrophobizitit, so erhdlt man fiir alle Leseraster
Ubereinstimmungen zwischen 42 und 45 % mit der THT. Dies ist nicht allzu
verwunderlich, da sich beide Enzyme auch bei der Reinigung unterschiedlich
verhalten (siche 4.3 fiir die Reinigung liber Yellow Agarose). Da fiir die THT bisher
leider noch nicht bekannt ist, welche Regionen des Proteins welche Funktionen
ausiiben, ist ein Vergleich von z.B. CoA- oder Substratbindestellen mit den
moglichen Proteinsequenzen des RAS-1.1 Klones nicht moglich. Aus diesem Grund
lasst sich keine Aussage dariiber treffen, ob in den fiir den Klon RAS-1.1 méglichen
Proteinsequenzen entsprechende Strukturen vorliegen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hauptsidchlichen Schwierigkeiten bei
der Klonierung der RAS in der Unspezifitidt und dem hohen Degenerierungsgrad der
verwendeten Sonden und Primer lagen. Eine Aussage dariiber, ob es sich bei dem
iiber RT-PCR isolierten Klon RAS-1.1 und dem damit identischen Klon RAS-0.8,
um eine fiir die Rosmarinsiduresynthase spezifische Gensequenz handelt, kann noch
nicht getroffen werden. Hier miiite noch ein endgiiltiger Beweis durch die
Expression des Klons, z.B. in E. coli und ein Nachweis der Enzymaktivitét erbracht
werden. Um diesen Beweis zu erbringen, wére eine Volldngen-Klonierung
notwendig. Dies konnte zum Beispiel durch eine Suche in cDNA-Banken mit diesem
Klon als Sonde oder durch eine Optimierung der RACE-PCR geschehen.

Weiterhin wire es interessant, eine mdgliche Ca-Abhéngigkeit der Rosmarinséure-
synthase zu untersuchen, um so eventuell Hinweise darauf zu erhalten, auf welchem
Weg die RA-Synthese reguliert wird.

Ebenfalls muss noch gekldrt werden, weshalb drei unterschiedlich grole Banden im
Northern-Blot auftreten.

4.6: Klonierung der 4-Cumarat:CoA Ligase

Die Isolierung von Klonen fiir die 4CL konnte in dieser Arbeit nicht erreicht werden.
Mit den unter 2.10 in Tabelle 10 beschriebenen heterologen Klonen war keine
spezifische Hybridisierung moglich, was mit groler Wahrscheinlichkeit auf die
Hetereogenitét der einzelnen 4CL-Klone auf DNA-Ebene (Siehe 6.1.3) zuriickzufiih-
ren ist. So war es zum Beispiel bei der von Fritzmeier et al. (1987) beschriebenen
Klonierung der 4CL aus Solanum ebenfalls nicht moglich, eine Suche mit
heterologen Klonen durchzufiihren. Hier lieB sich das Problem dadurch 16sen, dass
gegen die 4CL aus Petersilie gerichtete Antikérper in der Lage waren, mit dem
Protein zu hybridisieren. Eine Detektion der 4CL aus Coleus mit solchen
Antikorpern wurde allerdings bereits bei Karwatzki (1992) versucht. Hier konnte
keine spezifische Kreuzaktivitdt erreicht werden.

Aus diesem Grund wurden, zusétzlich zu dem Versuch der Klonierung mit heteroge-
nen Sonden, die Klonierung mit Hilfe von speziell entwickelten Sonden und Primern
versucht. Mit den zu diesem Zweck aus den in Abbildung 55 hervorgehobenen
Konsensussequenzen abgeleiteten Primern und Sonden konnte allerdings ebenfalls
kein positives Ergebnis erzielt werden. Die hier verwendeten Sequenzen waren zwar
in allen bis zum Zeitpunkt dieser Arbeiten untersuchten 4CL-Genen hochgradig
konserviert, doch ist nicht klar, welche Funktion diesen Sequenzen innerhalb des
Proteins zuzuschreiben ist und ob die Sequenz nicht in anderen 4CL-Genen variiert.
Bei Stuible et al. (2000) wird die Bedeutung mehrerer in bis dahin allen untersuchten
4CL-Genen auftretenden Konsensusmotiven diskutiert. Zum einen handelt es sich
dabei um das Motiv SSGTTGLPKGYV, das nicht nur in 4CL Genen sondern auch in
Luciferasen, Acetyl-CoA Synthasen und Peptidsynthasen vorkommt, sowie das
Motiv GEICIRG, das in allen 4CL-Genen konserviert vorliegt. Mutationen in diesen
Motiven resultierten in einer deutlichen Verringerung der Enzymaktivitit der 4CL
(Stuible et al. 2000). Ebenfalls in dieser Arbeit diskutiert werden Mutationen in den
konservierten Sequenzen VDRLKEIIKYKGFQVAPAELE sowie in der Sequenz
PSGKILRK, wobei die letztere in dieser Arbeit als Vorlage fiir den PCR-Primer
4CL-1r verwendet wurde. Von dem in dieser Sequenz vorkommenden Lysin (K) an
der Position 540 wird vermutet, dass dort die Adenylatbildung stattfindet. Eine
Punktmutation an dieser Stelle fiihrte zu einem nahezu vollstdndigen Verlust der
Enzymaktivitit (Stuible et al. 2000). Mutationen in der Sequenz VDRLKEIIKYK-
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GFQVAPAELE resultierten ebenfalls in einer starken Verringerung der Enzym-
aktivitit. Hier wurden allerdings gleichzeitig die Km-Werte fiir Caffeat und ATP um
ein Fiinffaches, bezogen auf den Wildtyp, herabgesetzt.

Pet: - ————————- MGDCVAPKEDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHT YCFENISKVGDKSCLINGA
Sol: ————————- MPMDTETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENLSEFNSRPCLIDGA
Pop: - ————————- MEAKNDQAQEFIFRSKLPDIHIPNHLPLHTYCFENLSRFKDNPCLINGP
Pin: —-—-——--——-——- MANGIKKVEHLYRSKLPDIEISDHLPLHSYCFERVAEFADRPCLIDGA
Ory: MGSMEQQOPESAAPATEASPEITIFRSKILQODIAITNTLPLHRYCFERLPEVAARPCLIDGA

llll'llll'llll'llll'llllRSKLlDI'II'ILPLHIYCFEIlll'llIICLIIG'

Pet: TGETFTYSQVELLSRKVASGLN--KLGIQQGDTIMLLLPNSPEYFFAFLGASYRGAISTM
Sol: NDRIYTYAEVELTSRKVAVGLN--KLGIQQKDTIMILLPNCPEFVFAFIGASYLGAISTM
Pop: TGEIHTYAEVELTSRKVASGLN--KLGIKQGDVILLLLONSPEFVFAFLGASIIGAISTT
Pin: TDRTYCFSEVELISRKVAAGLA--KLGLQQGQVVMLLLPNCIEFAFVFMGASVRGAIVTT
Ory: TGGVLTYADVDRLSRRLAAALRRAPLGLRRGGVVMSLLRNSPEFVLSEFFAASRVGAAVTT

l"l'l"l'l"SRI'Al'L"l'LG'l'l"l'lLL'Nl'El'l'Fl'AS'lGA"T'

Pet: ANPFFTSAEVIKQLKASQAKLIITQACYVDKVKDYAAEK-NIQIICIDDAP-QDCLHES-
Sol: ANPLFTPAEVVKQAKASSAKIVITQACFAGKVKDYAIEN-DLKVICVDSVP-EGCVHFS-
Pop: ANPEFYTPAEVAKQATASKAKLIITQAVYAEKVQEFVKENVHVKIVTVDSPP -ENYLHES-
Pin: ANPFYKPGEIAKQAKAAGARIIVTLAAYVEKLADLQSHD--VLVITIDDAPKEGCQHIS-
Ory: ANPMSTPHEIESQLAAAGATVVITESMAADKLPSHSHGA--LTVVLIDERR-DGCLHFWD

ANPI'llIE'llQl'AlIA'llIT'llll'Klll'llll'llll'llDl'llll'lHll'
Pet: KLMEADES------ EMPEVVINSDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGD
Sol: ELIQSDEH------ EIPDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQOVDGE
Pop: ELTNSDED------ DIPAVEINPDDVVALPYS SGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQOVDGE
Pin: VLTEADET------ QCPAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVSSVAQQVDGE

Ory: DLMSEDEASPLAGDEDDEKVEDPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHRSLSTSVAQQVDGE
trrrrrrrrrrrrrvrnrrrt VI DDVVALPYSDGTTGLPKGVMLTH!' 'L' ' SVAQ QVDG!

Pet: NPNLYMHSEDVMICILPLFHIYSLNAVLCCGLRAGVTILIMOKFDIVPFLELIQKYKVTI
Gly: ——————————————— [ — ————————— AKATILLMPKFDINSLLALIHKHKVTI
Sol: NANLYMHSDDVLMCVIPLFHIYSLNSVLLCALRVGAAILIMQKFDIAQFLELIPKHKVTI
Pop: NPNLYFHEKDVILCVIPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMQKFE IVILMELVQKYKVTI
Pin: NPNLYFHSDDVILCVIPLFHIYJLNSVLLCALRAGAATLIMQKFNLTTCLELIQKYKVTV
Ory: NPNIGLHAGDVILCALPMEHTYSTNTIMMCGLRVGAAIVVMRRFDLAAMMDLVERHRVTI

NlNl'IHIlDV'IC'LPIFHIYSLNIllICILRI'llIl'MllF'llll'lLll'llvT'

Pet: GPFVPPIVLAIAKSPVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTE
Gly: APVVPPIVLAISKSPDLHKYDLSSIRVLKSGGAPLGKELEDTLRAKFPNAKLGQGYGMTE
Sol: GPFVPPIVLAIAKSPLVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKEFPNAKLGQGYGMTE
Pop: APFVPPVVLAVAKCPVVDKYDLSSIRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYGMTE
Pin: APIVPPIVLDITKSPIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGKELEDALRERFPKAIFGQGYGMTE
Ory: APLVPPIVVAVAKSEAAAARDLSSVRMVLSGAAPMGKDIEDAFMAKLPGAVLGQOGYGMTE

lP'VPP'V' T 'Kl Trvraa 'D'SS'R' A\l lSG'AP'GK' VED' L B B | 'Pl T 'GQGYGMTE

Pet: AGPVLAMCLAFAKEPYEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETNASLPRNQRGEICIRGDQIMK
Gly: AGPVLTMSLAFAKEPIDVKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGHSLPRNQSGEICIRGDQIMK
Sol: AGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQIMK
Pop: AGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGRSLPRNQSGEICIRGSQIMK
Pin: AGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSCGTVVRNAQIKILDTETGESLPHNQAGEICIRGPEIMK
Ory: AGPVLSMCLAFAKEPFKVKSGACGTVVRNAELKIIDPDTGKSLGRNLRGEICIRGQQIMK

AGPVL'M'LAFAK'P'''''GACGTVVRNA''KI'D'"'"'''SL'''"'"'GEICIRG' 'IMK
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Pet: GYLNDPESTRTTIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEIIKYKGFQVAPAELEALLL
Gly: GYLNDGEATERTIDKDGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLL
Sol: GYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLI
Pop: GYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEAMLI
Pin: GYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVEYIDDDEEIFIVDRVKEIIKYKGFQVAPAELEALLV
Ory: GYLNNPEATKNTIDAEGWLHTGDIGYVDDDDEIFIVDRLKEITKYRGFQVAPAELEALLN

GYLN''E'T''T''''GWLHTGD''Y'D'D'E'FIVDR'KE ' IKYKGFQVAPAELEA'L'

Pet: THPTISDAAVVPMIDEKAGEVPVAFVVRTNGET-TTEEEIKQFVSKQVVEYKRIFRVEEV
Gly: THPKISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVISNGYTDTTEDEIKQFISKQVVEFYKRINRVFEFFI
Sol: NHPDISDAAVVPMIDEQAGEVPVAFVVRSNGST-ITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRVFEFV
Pop: AHPDISDCAVVPMKDEAAGEVPIAFVVRANGSK-ITEDEIKQYISKQVVEYKRISRVEET
Pin: AHPSIADAAVVPQKHEEAGEVPVAFVVKSSE ---ISEQEIKEFVAKQVIFYKKIHRVYFV
Ory: THPSIADAAVVGLK---FGEIPVAEFVAKTEGSE-LSEDDVKQEFVAKEVIYYKKIREVEEV

IHPIIIDIAW'll'l'IGEIPIAFV'll'l'll'lElllKllllKlVllYKlIllVlFl

Pet: DAIPKSPSGKILRKDLRARIASGDLPK---—-—-———-—-———
Gly: DAIPKSPSGKILRKDLRAKIAAS-VPK-—-—-—-—-——————-—
Sol: ETVPKSPSGKILRKDLRARLAAG-ISN----——-—-——-—-—
Pop: EAIPKAPSGKILRKDLRARLATGDFLIKFQHDTYMQKQQ
Pin: DAIPKSPSGKILRKDLRSRLAAK-———--—-—————-—-—-——-—
Ory: DKIPKAPSGKILRKELRKQLOHLOQEALTN--—-—-—-——-—-

l'IPKIPSGKILRK'LRIlLl'll'l'll'l'll'l'll

Abb. 55: Proteinsequenzen verschiedener 4CL-Klone:

Pet = Petroselinum crispum, Gly = Glycine max, Sol = Solanum tuberosum, Pop =
Populus kitakamiensis, Pin = Pinus taeda, Ory = Oryza sativa. Die Konsensusmo-
tive, von denen in dieser Arbeit verwendete Sonden oder Primer abgeleitet wurden,
sind grau hinterlegt und doppelt unterstrichen. Die Konsensusmotive, aus denen
sich die von Ellis (personliche Mitteilung) verwendeten Primer ableiten, sind grau
hinterlegt und umrahmt. Bei den einfach unterstrichenen Sequenzen handelt es sich
um die bei Stuible et al. (2000) untersuchten Sequenzen. GKILRK: Primer 4CL-1r;
KGVMLTH: Primer 4CL-1f; SVAQQVDG: Sonde 4CL-Kons. 1; CGTVV: Sonde
4CL-Kons. 2,

Die Tatsache, dass mit den in dieser Arbeit ausgewédhlten Konsensusmotiven
abgeleiteten Sonden und Primern kein Ergebnis erzielt werden konnte, weist
moglicherweise darauf hin, dass einige dieser Motive, denen noch keine Funktion
zugewiesen ist, vielleicht doch nicht in allen 4CL-Genen konserviert vorliegen. Dass
mit dem aus dem Motiv PSGKILRK abgeleiteten PCR-Primer kein Ergebnis erzielt
wurde, konnte an der zweiten gleichzeitig verwendeten Primersequenz liegen.
Allerdings ist es generell wahrscheinlicher, dass die fiir die PCR verwendete cDNA
zu einem fiir die Expression der 4CL ungiinstig liegenden Zeitpunkt isoliert wurde,
da der Zeitpunkt der Isolation auf eine maximale Expression der RAS ausgerichtet
war. Dies war auch fiir die beiden durchsuchten cDNA-Banken der Fall. Die
Enzymaktivitit der 4CL erreicht in Zellkulturen aus Coleus blumei ihr Maximum
meist am sechsten Kulturtag (Petersen 1993). Die cDNA wurde zwar an diesem Tag
aus den Zellkulturen isoliert, es ist aber moglich, dass die Transkriptionsaktivitét zu
diesem Zeitpunkt bereits nachgelassen hat und nur wenig mRNA fiir die 4CL
vorliegt. Die Tatsache, dass aber auch Klone fiir die PAL die an demselben Tag ihr
Aktivititsmaximum zeigt, isoliert werden konnten, spricht gegen diese Vermutung.
Moglicherweise ist aber fiir die PAL aufgrund der vermuteten Organisation in einer
kleinen Genfamilie (siche 4.4) mehr spezifische mRNA zu erwarten.

Eine Moglichkeit, die 4CL aus Coleus blumei zu klonieren, widre zum einen der
Versuch, bestehende cDNA-Banken noch einmal mit Sonden aus funktionsbestim-
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menden Motiven der 4CL zu durchsuchen. Anbieten wiirden sich hier die Motive
VDRLKEILKYKGFQVAPAELE, GEICIRG, oder SGTTGLPKGV. Der aus dem
Konsensusmotiv GKILRK erstellte Primer kann beibehalten werden. Um
ausschliessen zu konnen, dass die fiir die Suche gewéhlten Bedingungen oder die
PCR-Parameter verantwortlich fiir das Fehlschlagen der Klonierung sind, konnte
parallel eine Klonierung des Gens aus einer Pflanze versucht werden, fiir die die
Sequenz der 4CL bereits bekannt ist.

Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass die groite Wahrscheinlichkeit, die 4CL
anhand von heterologen DNA Sequenzen zu klonieren durch die Ableitung von
Sonden und PCR-Primern aus funktionsbestimmenden Konsensusmotiven liegt.
Moglicherweise muss hierfiir eine neue cDNA-Bank angelegt werden.
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5: Zusammenfassung

Die Rosmarinsdure-Biosynthese ist ein recht kurzer Weg, der insgesamt nur aus acht
Enzymen besteht. Sie beginnt mit zwei parallel laufenden Wegen ausgehend von den
Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin, die sich durch die Veresterung der
Zwischenprodukte 4-Cumaroyl-CoA und 4-Hydroxyphenyllactat unter Abspaltung
von CoA durch die Rosmarinsduresynthase vereinigen. Das so entstehende 4-Cu-
maroyl-4’-Hydroxyphenyllactat wird nun in zwei weiteren Schritten zu Rosmarin-
sdure (RA) hydroxyliert. Die komplette Synthese lduft in Suspensionskulturen von
Coleus blumei innerhalb von 10 Tagen ab und kann durch die Erhéhung der
Saccharosekonzentration im Kulturmedium von 2 auf 4 % gesteigert werden.

Durch diese ,,Stimulierbarkeit* der RA-Akkumulation und die kurze Kulturperiode
eignet sich dieses System gut fiir enzymatische Untersuchungen, zumal alle an der
RA-Synthese beteiligten Enzyme in der Zellkultur nachgewiesen und isoliert werden
konnten. Zu Beginn dieser Arbeit waren die Eigenschaften aller beteiligten Enzyme
weitgehend bekannt, einige Enzyme aus Coleus bis zur Homogenitét gereinigt und
einige Enzyme wie die Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL), und die 4-
Cumarat:CoA Ligase (4CL) aus anderen Pflanzen auf Gen- und Proteinebene
sequenziert.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ergédnzend zu den enzymatischen und biochemischen
Untersuchungen, einzelne Gene des Biosyntheseweges zu identifizieren und zu klo-
nieren. Dafiir standen heterologe Klone der PAL und 4CL sowie zwei kurze Protein-
sequenzen der Rosmarinsduresynthase (RAS) aus Coleus blumei zur Verfliigung.

Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse konnen nun folgende Aussagen
gemacht werden:

Die PAL liegt in Suspensionskulturen von Coleus blumei vermutlich in einer kleinen
Genfamilie von mindestens drei Genen vor. Der Grund fiir diese Aussage sind die
drei in dieser Arbeit identifizierten PAL-Klone, die sich deutlich in ithrer DNA und
Aminosduresequenz unterscheiden. Expressionsstudien mit dem Klon PAL-19
zeigten eine deutliche Korrelation mit der Enzymaktivitit der PAL in Zellen aus
CB4-Medium. In Zellen aus CB2-Medium trat die mRNA-Akkumulation ein bis
zwei Tage vor der maximalen Enzymaktivitét auf.

Die 4CL aus Coleus blumei unterscheidet sich vermutlich relativ stark von den bisher
aus anderen Pflanzen bekannten 4CL-Genen. Diese Aussage ldsst sich treffen, da es
in dieser Arbeit nicht méglich war, anhand von heterologen Sonden eine Klonierung
der 4CL aus Coleus zu erreichen. Auch eine Klonierung iiber Konsensussequenzen
war nicht moglich.

Da anhand der zu Beginn dieser Arbeit vorliegenden Peptidsequenzen keine
Klonierung der RAS moglich war, wurde die Reinigung der Rosmarinsduresynthase
wiederholt. Dabei wurde die Reinigung der Rosmarinsiduresynthase um einen Schritt
erweitert. Bei dem zusitzlichen Schritt handelt es sich um eine Affinitdtschromato-
graphie an dem Trigermaterial Yellow Agarose. Dieser Schritt ist nicht in der Lage,
die native Gelelektrophorese zu ersetzen, erleichtert diese aber durch den so erzielten
Reinigungserfolg erheblich. Das gereinigte RAS-Protein wurde tryptisch verdaut und
tiber MALDI-TOF und Nano-ES unter der Anleitung von Prof. Dr. P. Hunziker,
Universitéit Ziirich, sequenziert.
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Mit aus diesen Peptidsequenzen abgeleiteten Primern konnten iiber RT-PCR zwei
Klone erhalten werden, die sich nach der Sequenzierung als identisch erwiesen. Mit
dem Klon RAS-1.1 durchgefiihrte Expressionsstudien ergaben eine deutliche
Ubereinstimmung der klonspezifischen mRNA-Akkumulation und der Enzymaktivi-
tit der RAS fiir Zellen aus CB2- und CB4-Medium. Bei einer Ubersetzung der DNA-
Sequenz in die sechs moglichen Leseraster konnte in zwei Leserastern eine auch in
der Proteinsequenzierung aufgetretene Peptidsequenz wiedergefunden werden (siche
6.1.2). Eines dieser Leseraster weist zusdtzlich ein EF-Hand-Motiv, das
normalerweise eine Ca2+-Bindung bewirkt, auf.

5.1: Ausblick

Aufbauend auf den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen kdnnen nun weitere Ziele
verfolgt werden:

So konnen nun weiterfiihrende Untersuchungen zur Expression der PAL und ihrer
einzelnen Isoformen mit spezifischen Sonden durchgefiihrt werden. Fiir Zellen aus
CB2-Medium konnte so durch weitere Versuche gekldrt werden, ob die
Verschiebungen zwischen mRNA-Akkumulation und Enzymaktivitit auf verschie-
dene PAL-Isoformen, posttranslationale Regulation, fehlende Deaktivierung der PAL
oder anderen hier nicht aufgefiihrten Griinden beruht.

Auch wire es durchaus interessant festzustellen, wie viele der gefundenen PAL-Gene
korrekt translatiert werden und wie viele Isoformen der PAL in Coleus vorliegen.
Um dies zu erreichen, muss zunédchst mittels RACE-PCR ausgehend von den in
dieser Arbeit gefundenen Klonen die Sequenz entsprechender Volldngenklone
ermittelt werden. In diesem Zusammenhang wiére es sinnvoll, PAL-Gene aus Coleus
zum Beispiel in E. coli zur Expression zu bringen.

Auch im Bezug auf die RAS ergeben sich interessante Perspektiven.

Hier wire es zunédchst am sinnvollsten, ausgehend von dem in dieser Arbeit erhalte-
nen Klon RAS 1.1, entweder durch Suche in einer cDNA Bank oder iiber eine Opti-
mierung der RACE-PCR eine Vollingenklonierung zu erreichen. Ein so erhaltener
Klon konnte dann in E.coli zur Expression gebracht werden. Auf diese Weise konnte
der endgiiltige Beweis dafiir erbracht werden, dass es sich bei dem in dieser Arbeit
isolierten Klon RAS-1.1 um einen Teilklon der Rosmarinséuresynthase handelt.
Weiterhin wire es interessant, eine mogliche Ca2+-Abhéingigkeit der Rosmarinséure-
synthase zu untersuchen, um so eventuell Hinweise darauf zu erhalten, auf welchem
Weg die RA-Synthese reguliert wird. In diesem Zusammenhag kdnnte untersucht
werden, ob sich die Aktivitidt der Rosmarinsduresynthase in Enzymtests zum Beispiel
mit EGTA hemmen, oder durch Ca2+-Zugabe steigern ldsst. Dies miisste bei einer
durch das EF-Hand-Motiv nahegelegten direkten Regulation der Enzymaktivitét {iber
Ca®" der Fall sein. Sollte sich bei diesen Untersuchungen herausstellen, dass die Ros-
marinsduresynthase tatséchlich direkt iiber Calcium reguliert wird, wére es interes-
sant zu untersuchen, ob diese Regulation im Zuge einer Induktion durch Zucker auf-
tritt oder ob eine andere Induktion verantwortlich ist. Eine Regulation des RA-
Syntheseweges iiber die Rosmarinsduresynthase wére insofern sinnvoll, als dass es
sich bei der RAS um ein, spezifisches Enzym dieses Stoffwechselweges handelt.
Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit ist eine Klonierung der 4CL aus
Coleus blumei voraussichtlich nur tber Konsensusmotive zu erreichen, die
funktionsbestimmend fiir das Enzym sind (siehe 6.1.3 und 4.6). Mit aus diesen
Motiven abgeleiteten Sonden oder PCR-Primern sollte es moglich sein, ein Ergebnis
zu erzielen.
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6: Anhang

6.1: Sequenzen

N=A,C,G,T; B=C,G,T; D=A,G,T; H=A,C,T; V=A,C,G; K=G,T; M = A,C; R=A,G S=C,G; W=AT;
Y=C,T; I= Inosin

6.1.1: Sequenzvergleich der PAL-Klone

Ein Vergleich der in dieser Arbeit aus Zellkulturen von Coleus blumei isolierten
PAL-Klone PALI1, PAL2, PAL19 und PAL22 mit bereits bekannten Gensequenzen
aus anderen Pflanzen. Homologien sind grau hinterlegt. Tri = Triticum aestivum,
Pop = Populus kitakamiensis, Sol = Solanum tuberosum, Lyc = Lycopersicon
esculentum, Pet = Petroselinum crispum, Bet = Betula pendula

PAL19: —-—--———————— - m ATCAGCGCCTCCRG----- CATCTCKTCC
Tri: CGTGACACCTTGCCTGCCGCTCCGGGGCACGATCACCGCGTCGGG----TGACCTCGTCC
Pop: CATCACTCCATGCTTGCCACTACGAGGCACAATCACTGCTTCAGG----TGATTTAGTTC
Sol: CATTACCCCGTGTTTGCCCCTCCGTGGAACGGTCACTGCCTCAGG----TGATCTTGTCC
Lyc: CATCACCCCGTGTTTGCCTCTCCGTGGCACGATCACTGCCTCGGG----TGATCTCGTCC
Pet: CATTACTCCTTGTTTGCCACTCCGGGGTACAATCACTGCTTCTGG----TGATCTTGTGC
Bet: CGACCCTACCGAACTAACACTAAATGT -ATTTTTTTTATCTAAGGGGTATAATTGAATTT

PAL19: CCTTATCCTACATTGCTGGCCTCCKCACCGGCCGCCC--CAACT-CCAAGGCTGTCGGCC

Tri: CGCTTTCCTACATCGCCGGCCTGGTCACCGGCCGCCC--AAACT-CCATGGCGACGGCTC
Pop: CACTATCCTACATTGCTGGATTACTGACTGGCAGGCC--CAATT-CCAAGGCCACTGGTC
Sol: CTCTGTCCTACATTGCTGGTTTGCTCACTGGCAGGCC--TAATT-CCAAGGCTGTTGGAC
Lyc: CTTTGTCCTATATTGCTGGTTTGCTCACTGGCAGACC--TAATT-CCAAGGCTGTTGGAC
Pet: CATTGTCTTACATTGCTGGACTTCTCACTGGCCGTCC--GAATT-CTAAGGCTGTTGGAC
Bet: TTATGTTCATTTATGTTAGTTATTTGACGGAAAAGCCGACAAAGGTCACAAATTTTGAAT

PAL19: CCACCGGTTCCCAGCTCAACGCCCAGGAGGCATTCAACCTC-GCCGGCAT-CAACGGTGG

PAL22: ——=——————————————-— TMYAAAAAMTGKGGATCCGGGGKCTSCASGAATTCWMATCTGA
Tri: CGGATGGTTCGAAGGTTAATGCTGCGGAGGCATTTAAGATC-GCCGGCAT-CCAGCACGG
Pop: CCACCGGAGAAGTGCTAGATGCTGCTGAAGCCTTTAAAGCA-GCTGGCAT-TGAATCTGG
Sol: CCAGTGGTAGCAAACTTGACGCTGATGAAGCGTTCCGTGTG-GCTGCTGT-TAGTGGTGG
Lyc: CCAATGGTGAGAAACTTAATGCTGAGGAAGCTTTCTGCGTG-GCTGGTAT-TAGTGGTGG
Pet: CAACTGGAGTAATTCTTAGCCCCGAAGAAGCGTTTAAACTT-GCTGGAGT -GGAAGGAGG
Bet: AAACTCAAACTCTTATTGTCTGGCACGAATCATGATTTGIGTGCTGAAATACCAAACTAA

PAL19: CTITTTWCGA--GCTGCA-GCCTAAAGAAGGCCTCGCCCTCGTCAACGGCACGGCCGTGGG
PAL22 AGGWATTGATGCCTKGG-TCTCACTGCAAAGGICTTCCGTACATACAATRCATCTATTAC

Tri: CTTCTTCGA--GCTACA-GCCCAAGGAAGGCCTTGCCATGGTGAATGGCACGGCAGT GGG
Pop: ATTCTTTGA--GTTGCA-GCCTAAAGAAGGCCTTGCTCTAGTTAATGGAACTGCAGTTGG
Sol: ATTTTTCGA--GTTGCA-GCCTAAGGAAGGACTTGCACTTGTGAATGGTACAGCAGTTGG
Lyc: ATTTTTCGA--GTTGCA-GCCTAAGGAAGGACTTGCACTTGTGAATGGCACAGCAGTTGG
Pet: ATTTTTCGA--GTTGCA-GCCTAAAGAAGGCCTTGCACTTGTTAATGGAACAGCTGTTGG
Bet: ACCCTCTGACTATCTTATATCTCTTATATATTCCG-GCTGGTCAAT--CTTAACATGCAC

PAL19: CTCCGGCTTGG-CCTCCATCGCTCTCTACGAAGCCAACATTCTIGTMCGTRCIGTCCGTAG

PAL22: ATTMSNATKAC--—-—--- ATGCTGAGTAGGGAGACAAAAKGTGGAGATGTTCCTGAGAAAG
Tri: CTCAGGCCTITG-CCTCCATGGTGCTTTTCGAGGCAAACGTCCTTAGCCTCCTTGCTGAGG
Pop: CTCTGGCTTGG-CTTCTATGGTTCTTTTCGAGACCAACGTTCTTGCTGTCTTATCGGAAC
Sol: TTCTGGTATGG-CATCAATTGTCCTGTATGACTCCAATATTCTTGCTGTTATGTTTGAAG
Lyc: TTCTGCTATGG-CATCAATAGTCCTGTITTGAGTCCAATATCTTTGCTGTTATGTCTGAAG
Pet: TTCTGGTATGG-CCTCTATGGTACTTTTTGAGGCTAATATATTAGCTGTTTTGGCTGAAG
Bet: TTTCCTTCICTTCATTACTAATTGATTTCACACCATCCAAAAAGCACATGCCAT--AAAA
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PAL19: TGATTTCCGCTATTTWWACTGA-AGTCATGAACGGAAAGCCGGAGTTCACCGATCACTTG
PAL22: TTGITGTTTATCAGCATGCGAATAAGGAGGTTGCGATCATTTGTAATCATCAGCGTGCTG

Tri: TCTTGTCGGGCGTICTTCTGTGA-GGTCATGAACGGCAAGCCGGAGTTCACCGACCACTTG
Pop: TCTTGTCAGCAATTTTTGCTGA-GGTTATGAATGGTAAACCTGAATTCACTGACCATTTG
Sol TTTTATCAGCGATTTTCGCTGA-AGTGATGAACGGAAAGCCCGAATTCACTGACTATTTG
Lyc: TTTTATCAGCGATTTTTACTGA-AGTGATGAACGGAAAGCCCGAATTCACTGACTATTTG
Pet: TTATGTCAGCGATTTTCGCTGA-AGTGATGCAAGGAAAGCCTGAGTTCACTGACCATTTG
Nic: TTCTCTCAGCTATTTTTGCTGA-GGTAATGAATGGAAAGCCCGAGTTCACTGACCACTTG
Bet: TATCACTAGTCCTICAGAGTCAATGGTCATCTTTGGAGTACTTGGAACCAAAAACCCACCA
PAL19: ACGCACAA-RCTGAAGCACCACCCGG----GGCAGATCGAAGCGGCGGCGATCATGGAGC
PAL22: TCTCAAAGTCTICATAGTGCTCAGATGTTGCGCTTGAATGAAAAGATAGAAGAWCTAAAGG
Tri: ACCCATAA-GTTGAAGCACCACCCCG----GGCAAATTGAGGCCGCCGCCATCATGGAGC
Pop: ACACACAA-ATTGAAGCACCATCCAG----GTCAAATTGAGGCTGCAGCTATAATGGAGC
Sol: ACACACAA-GTTGAAGCATCACCCTG----GTCAGATTGAGGCTGCTGCTATTATGGAAC
Lyc: ACACACAA-GTTGAAGCATCACCCTG----GTCAGATTGAGGCTGCTGCTATTATGGAAC
Pet: ACGCATAA-GTTGAAGCACCATCCGG----GCCAAATTGAGGCTGCAGCTATAATGGAAC
Nic: ACACACAA-GTTGAAGCATCACCCCG----GACAAATTGAGGCTGCTGCTATTATGGAAC
Bet: ACCAAAAA-CGTCCACTACTATCCTTCCATGCAATTTICTACGCATCTTCACCAACCAAAA

PAL19: ACATTCTTAACGGCAGCGCGTACGTGAAGGCGGCGCAGAAGCTGCACGAAATGGATCCCC
PAL22: GTGTATTGGAAGA-A--CTGGAAACAGATTTGGCTAGGGCGAAAAAKGGGA-AGCCCCCC

Tri: ACATCCTTGAAGGCAGCTCCTACATGATGCTCGCAAAGAAGCTCGGTGAGCTTGACCCAC
Pop: ACATTTTAGATGGCAGCGCTTACATGAAGGCAGCTAAGAAGTTGCATGAAACGGACCCCC
Sol: ACATTTTGGATGGCAGCTCTTATGTCAAGGCAGCTCAGAAGCTCCATGAAATGGATCCTC
Lyc: ACATTTTGGATGGAAGCTCTTATGTGAAGGTAGCTCAGAAGCTCCATGAAATGGATCCTC
Pet: ACATTTTGGATGGAAGCGCTTATGTTAAGGCTGCTCAGAAGCTTCATGAAATGGATCCAT
Nic: ACATTTTGGATGGTAGCTCTTATGTGAAGGCGGCTCAGAAGCTTCACGAAACGGATCCTC
Bet: ACTTCACCAACTCCACCCTITA-ATTAACACTCTGGATCAATTATCATGCACCAACCCTC

PAL19: TACAGAAA---CCGAAGCAGGATAGGTA-CGCT---CTGAGAACTTCGCCGCAGTGGCTG

PAL22: TTGAAGAGTGCTGATGGGAAGACAAAGAGGAAT----TTAAATCCTIGAT-GCATTGGAAA
Tri: TGATGAAG---CCAAAGCAAGATAGGTA-TGCA---CTCCGCACATCGCCGCAGTGGCTT
Pop: TGCAGAAA---CCAAAGCAGGATCGCTA-TGCT---CTAAGGACTTCACCCCAATGGCTT
Sol: TTCAAAAA---CCAAAGCAAGATCGTTA-TGCT---CTCCGAACATCTCCACAATGGCTT
Lyc: TTCAAAAA---CCAAAGCAAGATCGTTA-TGCT---CTCCGAACATCTCCACAATGGCTT
Pet: TACAGAAG---CCGAAACAGGACAGATA-CGCT---CTTAGAACATCTCCTCAGTGGCTT
Nic: TCCAAAAA---CCAAAGCAAGATCGTTA-TGCT---CTTAGAACGTCGCCCCAATGGCTT
Bet: TCAAACTACTATAAATAGATGACACCAACTACTTCCCTCCCAAACTCATAAACAAGTTAC

PAL19: GGCCCGCAAGTICGAG--GTGATCCGCACCGCCACGAAGATGATCGAAAGGGAGATCAA-—-
PAL22: AAAAGATTGCTICAAA--CCCATGCGAAGATTGAAAAAATGGA--AAGAGAWAAATTGACA

Tri: GGCCCTCAGATTGAG--GTCATCCGTGCTGCCACCAAGTCAATCGAGCGTGAGATCAA-—-
Pop: GGTCCCCAGATTGAA--GTAATCCGATTCTCGACCAAGTCAATTGAAAGAGAGATTAA--
Sol: GGCCCTCAGATTGAA--GTCATTCGTGCTGCAACAAAGATGATCGAGAGGGAGATCAA-—-
Lyc: GGACCTCAGATTGAA--GTCATTCGTGCTGCAACTAAGATGATCGAGAGGGAGATTAA--
Pet: GGTCCTCAGATTGAA--GTGATCCGATCATCGACCAAGATGATTGAAAGAGAGATTAA--
Nic: GGCCCTCAAATTGAG--GTCATCCGTTCTGCAACCAAGATGATTGAGAGGGAGATTAA-~-
Bet: CACTACTCAATTGAAAGGGAAATCTCCTTTCAAATCCGGTAATTAATGGCAACATTCAAA
PALl: ——————— - AAAACTAACATATT
PAL19: ----CTCCGTCAACGACAACCCGTTG-ATCGATGTTTCTAGAAACAAGGCCTTACACGGT
PAL22: —=——=——— = ————————— TGGGTACATCAAAGATCAACTACCTTGAWCCC
Tri: —-——-TTCCGTCAACGACAACCCACTC-ATCGATGTCTCCCGCGGCAAAGCTATCCATGGT
Pop: —-——-TTCAGTGAACGACAACCCTCTA-ATTGATGTTTCAAGGAACAAGGCTATACATGGT
Sol: —-———-CTCAGTCAACGACAATCCATTG-ATCGATGTTTCAAGAAACAAGGCCATACATGGT
Lyc: —-———-CTCAGTGAACGACAATCCATTG-ATCGATGTTTCAAGAAACAAGGCCTTACATGGT
Pet: —-—-——-CTCTGTCAATGATAACCCATTG-ATTGATGTTTCAAGGAACAAGGCTATTCACGGT
Nic: —-——-TTCAGTGAACGACAACCCTTTG-ATCGATGTTTCAAGAAACAAGGCATTACACGGT
Bet: CATGCCCGTCCAGCAACCATCCCTCT-CCCAAAAGACACTGCAAACCTCATTTIGTGTGTC
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PALl: GGAAGAGGTTCGCCATTCCAAGC-CTCGAGGCATTTCAACAATGGATCAACTATGAGCCC

PAL2: ————————mmm e mmmmmm ATTTCAACAATGGATCAACAATCAACCC
PAL19: GGGAATTT----CCAAGGGACTC-CTATCGGCGTCTCCATGGATAACGCTAGACTGGCCA
PAL22: AGGATCACTGTTGCATGGTGCAAACGCCATGAAAGTITCCTATTTGRAAAGATATTAAAAA
Tri: GGCAACTT----CCAAGGCACGC-CCATCGGTGTGTCCATGGACAACACCAGGCTTGCCA
Pop: GGTAACTT----CCAGGGAACTC-CAATTGGAGTCTCAATGGATAATGTACGTTITGGCTA
Sol: GGCAACTT----CCAAGGTACCC-CTATTGGTGTCTCCATGGATAATACAAGATTGGCCC
Lyc: GGCAACTT----CCAAGGAACCC-CTATTGGTGTCTCCATGGATAATACAAGATTGGCCC
Pet: GGCAATTT----CCAGGGCACAC-CTATTGGAGTGTCGATGGACAATACACGTTTGGCTA
Nic: GGCAACTT----CCAGGGCACTC-CAATTGGTGTCTCTATGGACAATGCTAGATTAGCCC
Bet: AGAAAATT----CTCACATGTCA-GCCCCTCTACATTGGAAGAAAGCCGCAGAGGCACTC
PALl: AT-TGCTCAACGCC----GTGAACACCITCTCA----CCCTCTTCCCCGGGCGACACCGT
PAL2: AT-TGCTCAAAGCA----GTGAACACCITCTCA----CCCTCTTCTCCAGGCGAAACCGT
PAL19: T--CGCCTCCATCG----GAAAACTGATGTTTG----CTCAATTCTCCGAACTCG-TCAA
PAL22: A--GGTCICTACTG----GAGAAATTTWGCCIGGG--CWATGGNTGTTGRTCCGGCTITTC
Tri: T--TGCAGCGATCG----GCAAGCTCATGTTTG----CCCAGTTCTCGGAGCTGG-TGAA
Pop: T--TGCATCAATAG----GCAAGCTGCTATTTG----CTCAGTTCAGTGAGCTCG-TAAA
Sol: T--TGCATCAATTG----GGAAATTGATGTTTG----CCCAATTCTCGGAGCTTG-TCAA
Lyc: T--TGCATCAATTG----GTAAATTGATGTTTG----CCCAATTCTCAGAGCTTG-TCAA
Pet: T--TGCAGCGATAG----GAAAGCTCATGTTTG----CTCAATTTTCTGAACTTG-TAAA
Nic: T--TGCATCAATAG----GGAAATTGATGTTTG----GCCAATTCTCCGAGCTTG-TCAA
Bet: CAATGCACCCATTTTGATGAAGTCTGCCGCATGGTGTCCCAATTTGCAAAGGTT--CAAA

PALl: CTTCTCCCCCGTCAAGAATCCAGTCCCCAGCTCCTC--CCTGATGAAGCTGTACAGCGGA
PAL2: CTTCTCCCCCGTCAAAAACTCCGTCCCCAACTCCTC--CCTGATGAAGCTGTACAACGGA
PAL19: CGACTTCTACAACAACGGATTGCCTTICCAATCTCTCCGGCGGGAGGGATCC-AGCTTGGA
PAL22: CGRTTCTAAWATAAAAAGKGGKTCTGGTAGCGCSTT-GCYKTTTGCYGYGCTTGTGSGGG

Tri: CGACTTCTACAACAACGGTCTGCCTTCCAACCTCTCCGGCGGGCGCAACCCAAGCTTGGA
Pop: TGATTTCTACAACAATGGATTGCCATCGAATCTCACTGCTAGCAGGAATCCAAGTTTGGA
Sol: CGACTATTACAACAATGGGTTGCCATCTAATCTCACAGCAGGAAGGAATCCAAGCTTGGA
Lyc: CGACTATTACAACAACGGGTTGCCATCTAATCTGACAGCAGGAAGGAATCCAAGCTTGGA
Pet: CGATTTTTACAACAACGGGTTGCCATCAAATTTGTCTGGAGGGCGTAATCCAAGTTTGGA
Nic: CGATTACTACAACAACGGATTGCCATCTAATCTGACAGCAGGAAGGAATCCTAGCTTGGA
Bet: GCATTGACATCGAGGGAACCTCCCTCACAGITGCTCAAGTCACTGCAATCGCACGCCGCA
PALl1: -TAAGACCTIGCAT-TCCTTGATCCTGTTGGGAA-CGGCGGGGTTITCCAGCCTCCAGT---
PAL2: -TATGACCIGCAA-TCCTTGATCCTGTTGGGAAATCNCCGGGTTITCCGGCCTCCAAG———

PAL19: CTACGGCITCAARGGGGCTGAAATCGCCATGGCCTCCTACTGCTCCGAGCTCCAATTCTT
PAL22: -TGTGYKYGCSCGCGCGCGCGAGCGTSTGCGRG-—-TGCGCGBGYCGGCCSYSYGKCYCCC

Tri: CTATGGCTTCAAGGGTGCCGAGATTGCCATGGCCTCGTACTGCTCCGAGCTCCAATTCTT
Pop: TTATGGCTTCAAGGGAGCTGAAATAGCAATGGCCTCCTACTGTTCTGAGCTTCAGTATCT
Sol: CTATGGTTTCAAGGGAGCTGAAATCGCGATGGCTTCTTACTGCTCGGAACTTCAGTTCTT
Lyc: CTATGGTTTCAAGGGCGCTGAAATCGCGATGGCTTCTTACTGCTCGGAACTTCAATTCTT
Pet: TTATGGATTCAAGGGTGCTGAAATTGCAATGGCTTCTTACTGCTCTGAACTTCAGTTTTT
Nic: CTATGGTTTCAAGGGATCTGAGATTGCCATGGCTTCATACTGTTCAGAACTTCAATTCTT
Bet: —--GTGAAGTGAAGGTTAACCTCAATGAAGCCGCGGCGCGTGACCGCGTGGCCAAAAGT -~
PALl: -GCGACTCTGGCGGCCTCGATTTCCTTAGGA-——---—-— AGGACGGCCTTGAGCTCTTCCT
PAL2: -GCGATTCTGGCGGCCTCCACTTCCTTAGGTT------ AGGACGGCCGTAAGCTCTTCCT

PAL19: GGCTAACCCGGTCACAAACAMCGTGCAGAGCGCGGAS-AGCACAACCAAGATGTGAACTC
PAL22: CGGGGGTCCCCTGYYCCCCGTIGTTTCCGKTTGCCGSCCYCTSCKTCCVCGTTTYTTCYT

Tri: AGGCAACCCTGTGACCAACCATGTTCAGAGCGCGGAGCAACACAACCAAGATGTCAACTC
Pop: CGCCAATCCAGTCACCACCCATGTGCAAAGTGCCGAGCAGCACAATCAAGATGTTAACTC
Sol: GGCAAATCCAGTGACTAACCATGTTCAGAGTGCCGAGCAACACAACCAAGATGTGAACTC
Lyc: GGCAAATCCAGTGACTAACCATGTCTAAAGTGCTGAGCAACACAACCAAGATGTGAATTC
Pet: AGCTAATCCAGTGACCAACCATGTTCAAAGTGC TGAACAGCACAATCAAGATGTGAACTC
Nic: GGCAAATCCAGTGACTAACCACGTACAAAGCGCCGAGCAACACAACCAAGATGTGAACTC
Bet: -GCCAATTGGGTTGCCGACAATATCTCCCGTG-GAACTGACACATATGGTGTTACCACTG
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PALl1: C-GA----ACACTTGGA-TCTTCTGG-AAGAT---GG-AAGTGGTCGCATTC--———-—--—
PAL2: C-GA----ACACCTGGAATNTTCTGGTAAGAT---GGGAANTNCCCACATTC--—--——-—

PAL19: Y-TT----GGGSTTGATCTCGKCCAGAAAAAT-RTKGGGGSATTGGATATWY---TRA-G
PAL22: GCTCCKGSGGGTYTTGYCTCTTCYTTKGGTTCC-CTKTGKGKGKCCCGYWYYSYYYTTTT
Tri: T-CT----TGGTCTCATCTCCTCAAGGAAGACTGCAGAGGCCATTGACATAT---TGAAG
Pop: G-TT----GGGGCTTATCTCTTCAAGAAAGACAGCAGAAGCTGTCGATATCT ---TGAAG
Sol: C-TT----AGGCTTAATCTCAGCAAGGAAAACAGCTGAGGCTGTCGACATCT ---TAAAG
Lyc: C-TT----GGGCTTAATTTCAGCCAGGAAAACAGCTAAGGCTGTTGATATCT ---TGAAG
Pet: C-TT----GGGCTTAATCTCTTCAAGGAAAACATCAGAAGCTGTTGAAATCT---TGAAA
Nic: C-TT----GGACTTAATCTCAGCTAGAAAAACAGCTGAAGCCGTGGACATCT ---TAAAG
Bet: GCTT----CGGAGCCACATCACACCGGCGTACCAACAAAACTGTCGACCTCCAAACAGAG

PALl: TETTCATTETCCCEGTTCITGAAGECGTGGTCNACCANCACCTGECECCAGCTTCCIGCA
PAL2: [T CC T Cm— = === = = —m oo = oo o e
PAL19: CTCWIGTCGCCGAVGE-TCECATCESG-TGTCCARAGCATTGRATT---RRGCATTTAGA
PAL22: KKTGIGTYGTYCKCTTCCSTGGYTCECCYGSCCECCKGTKIYCCECBCCCEGTYTTIYCCCY

Tri: CTCATGTCCTCAACATTCTTGGTCGCGTTGTGCCAGGCTATCGACCTC-CGCCACCTTGA
Pop: CTCATGTCCACAACCTTCTTAGTGGCTCTITTGCCAAGCTATCGACTTG-AGGCACTTGGA
Sol: CTAATGTCATCAACCTATCTCGTGGCACTTTGCCAAGCAATAGACTTG-AGGCATTTGGA
Lyc: ATAATGTCATCAACCTATCICGTGGCTCTTTGCCAAGCTATTGACTTA-CGACATTTGGA
Pet: CTCATGTCTACTACATTTTTAGTAGGCCTICTGCCAAGCAATAGACTTG-AGGCATTTGGA
Nic: CTAATGTCATCCACATATCTAGTTGCACTTTGCCAAGCAATAGACTTG-AGGCATTTGGA
Bet: CTTATAAGGTTCCTCAATGCCGGAGTGATCGGGAAAGAGAGTCTTCCGTCGACTTATTCA

PALl: TCAAN-CGGGTTAGCTGCCGCTTGCCANGCGTTCN-TCCCACNTTTNGGCGAACACNTTT
PAL19: GGGA--TCTRDGGKGGGCGK--GAGAYAMTGKYRW--CMAGTGG-GRAGAGATYTTHM-—
PAL22: CCCCCGCTTTTTTCTYGGCCT-TTTTTTCYKKTITKTTTGGGTGRTTTTTTTKTBTGIGTG

Tri: GGAGAATGTCAAGAATGCTGTCAAGAGCTGCGTGAAGACAGTGGCTAGGAAGACACTG--
Pop: AGAGAACTTGAAGAGCGCAGTCAAGAACACAGTTAGTCAAGTATCCAAGAGGGTTTTA-—
Sol: GGAGAACTTGAAGAGTGTTGTCAAGAACACAGTTAGCCAAGTAGCTAAGAGAACTTTG--
Lyc: GGAAAACTTGAAGAGTGTTGTCAAGAACACAGTTAGCCAAGTAGCTAAGAGAACTTTG--
Pet: GGAGAATTTAAAAAGCACTGTCAAAAACACAGTAAGCTCAGTAGCTAAGCGAGTGCTA--
Nic: AGAAAATCTGAGGAATGCAGTCAAGAACACGGTGAGCCAAGTCGCAAAGAGAACTTTA--
Bet: AAGGT-AGCGATGCTCGTTCGCGCAAACACACTCATGCAAGGATATTCGGGAATTCGATG
PAL19: ----ACGGGGTAWAGGGR-GKCCTYCTYAADTTTTGAARAGGCTTYCCGKWGGGGAYRWA
PAL22: ---GGTTGSYTGGGCGGKYTTITTKTTTTGKTTTGTTGTGYCGGGGGGGGGGGGTTTTTY
Tri: —-—-——-AGCACTGATAACAATGGCCATCTCCACAACGCACGCTTCTGCGAGAAGGACCTTCT
Pop: —-—-——-ACTACAGGTGCCAATGGAGAACTTCACCCATCAAGGTTCTGTGAGAAGGAGTTGCT
Sol: —-—-——-ACAATAGGTGCTATTGGTGAACTTCATCCAGCAAGATTCTGCGAGAAGGAATTGCT
Lyc: —-—-—-ACAATGGGTGCTAATGGTGAACTTCATCCAGCAAGATTCAGCGAAAAAGAATTGCT
Pet: —-———-ACCATGGGTGTCAACGGGGAACTCCATCCCTCAAGATTCTGTGAGAAGGATTTACT
Nic: —-—-—-ACAATGGGTACCAATGGAGAACTTCATCCATCAAGATTCTGTGAAAAGGACTTGCT
Bet: GGAGATTCITGAAGCCAT-GGCCAAGCTGATGAACAAAAATTTGATCCCCAAACTGCCTC
PAL19: TAMWTTCSCTAATAGAGA---SCTSASGGACWCACCTGATARAAA----KAGAGAGTTTT
PAL22: TTKGGGKTTIGGGKGKCYTKGYTSGKBKTIKTTTTTTKITTTTYTCTYTKKKGGKTYTTTTT
Tri: GCTCACAATCGACCGTGAGGCCGTGTTCGCGTACGCAGATGACCCC---TGCAGCGCCAA
Pop: CAAGGTGGTTGATCGTGAATATGTCTTTGCCTATGTGGATGACCCC---TGCAGTGCTAC
Sol: TCGAGTCGTAGACAGGGAATACTTGTTTACCTATGCTGATGACCCC---TGCAGCTCCAC
Lyc: TCGAGTCGTGGATAGAGAATACTTGTTTGCCTATGCTGATGATCCC---TGCAGCTCCAA
Pet: CAGAGTTGTGGACCGCGAATATATTTTTGCATATATTGATGATCCC---TGCAGCGCAAC
Nic: TCGAGTCGTGGACAGGGAATACGTCTTCGCCTATGCTGACGACGCC---TGCAGCGCTAA
Bet: TAAGGGGGACCATCACTGCTTCGGGGGATCTTIGTACCACTGTCTTATATTIGCTGGTTTAC
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PAL19: DCMCSCTYARAAGGGGAGAAAAAGRS---—-—-— CTYCYTYCAGATMCATTTYGGGAGCMCG
PAL22: YKKGTYTITTTTTYTTTTTTGGGGGGGGGGGCCGCCCCCCCCYCTCYCCCCTCCCTCCYC
Tri: CTACCCCCICATGCAGAAGATGCGTGCA-G--TTCTCGTGGAGCACGCCTTGGCCAATGG
Pop: CTATCCATTGATGCAGAAACTAAGGCAA-G--TTTTTGTTGACCATGCGTTGGAAAATGG
Sol: CTATCCTTTGATGCAGAAGCTGAGACAG-G--TCCTTGTTGATCATGCAATGAAGAATGG
Lyc: CTACCCTTTGATGCAGAAGCTGAGACAA-G--TCCTTGTTGATCAAGCAATGAAGAATGG
Pet: CTACCCATTGATGCAAAAATTAAGACAA-A--CACTAGTTGAGCATGCATTGAAGAATGG
Nic: CTACCCACTGATGCAGAAACTAAGGCAA-G--TCCTCGTCGACCACGCCTTGCAAAATGG
Bet: TAACTGGCCGCCATAATTCCAAAGTGGTCA--CCCCTGAAGATGAAGAAATCACATCCAT

PAL19: SCTTYYCAGAASAGCCATACCGGGRKAWMCCCTCCCAWWSAKRGGTTTYYYYATYTHVRG
PAL22: CCCCCCCCCCGGGGKGGSGSKTKCYCYYCTCCCTCWAAAAAAATTTKTTTTCTMTTWTYT

Tri: TGAGGCCGAGGCGCACGTCGAGACGTCGGTGTITTGCCAAGCTTGCCATGTTCGAGCAGGA
Pop: AGAGAATGAGAAGAATTTTAGCACTTCAGTCTTCCAAAAGATTGAAGCTTTCGAGGAAGA
Sol: TGAAAGTGAGAAGAATATCAACAGCTCAATCTTCCAAAAGATTGGAGCTTTCGAGGACGA
Lyc: TGAAAGTGAGAAGAATGTCAACAGCTCAATCTTCCAAAAGATTGGAGCTTTCGAGGACGA
Pet: TGACAACGAGAGAAACTTGAGCACTTCCATCTTCCAAAAGATTGCGACCTTTGAGGATGA
Nic: CGAAAATGAGAAGAACGCAAACAGCTCAATCTTCCAAAAGATACTAGCTTTTGAAGACGA
Bet: AGAAGCTCTAAAGAGAGCAGGAATTCCAGCTCCTTTCGAGCTTCAAGC---CAAGGAGGG

PAL19: RB---RGGKTTTYTSGGGSATKACCGAGAKAKATTSYTYTTAKCTTTTTTTTTYCTTTKT
PAL22: TTYYTYTTTTTTTTTYGYCYTYTCTYBTTYTCTSBTYTCTCTYCTCCTCTCYTTTCTCTY

Tri: GCTC-CGTGCAGTGTTGCCAAAGGAGGTCGAGGCCGCCCGAAGCGCCGTGGAGAATGGCA
Pop: ACTG-AAGGCTCTTTTGCCAAAAGAAGTTGAGAGCGCAAGAGCAGCATATGATAGTGGGA
Sol: ATTA-AATGCTGTGTTGCCTAAAGAAGTTGAGAGTGCAAGAGCTCTTCTTGAAAGTGGCA
Lyc: ATTA-ATCGCTGTGTTGCCTAAAGAAGTTGAGAGTGTAAGAGCTGTTTTTGAAAGTGGCA
Pet: ACTA-AAGGCCCTATTGCCTAAAGAAGTTGAAAGTGCTAGAGCTGCACTCGAAAGTGGAA
Nic: GCTA-AAGGCCGTGTTGCCAAAAGAAGTCGAGAGTGCAAGAGCCGCGCTGGAAAGTGGGA
Bet: TCTA-GCTCTTGTAAATGGGACAGCTGTTGGCTCGGCTGTGGCTGCAACAGTTTGTTTTG

PAL19: TYYYTTTTTITTTTGTGTGATTAKAGAMATWCGVSSCCTCWIYASGC-RGRGVBTT-TCA
PAL22: TCTYTCTCTCITYCCTCYYCYTCYCTCCTYCYTCCYCCTTTCYS-——————————————~

Tri: CCGCAGCACAGCAAAACCGTATCGCCGAATGTCGGTCGTACCCGCTCTACCGGTTCGTGC
Pop: ATTCAGCAATTGACAACAAGATCAAGGAGTGTAGGTCTTATCCACTGTACAAGTTTGTGA
Sol: ACCCTTCGATTCCTAACAGGATCACAGAATGCAGATCATATCCATTGTACAGGTTGGTGA
Lyc: ACCCTTTAATTCGTAACAGGATCACAGAATGCAGATCATATCCATTGTACAGGTTGGTGA
Pet: ATCCAGCAATCCCAAACAGGATCGAGGAGTGCAGGTCTTACCCATTGTACAAGTTTGTGA
Nic: ACCCTGCAATTGCCAACAGGATAAAAGAATGCAGATCTTATCCACTTTACAGGTTTGTTA
Bet: ATGCCAACATTTTGTCTCTGTTTGCAGAAATTCTCICTGCTCTGTTCTGTGAAGTCATGC

PAL19: GTDTCTYTTITK-——————— === m o m oo

Tri: GCAAGGAGCTTGGAACGGAGTACTTGACC-GGGGAGAAGACGCGGTCTCCTGGCGAAG-A
Pop: GGGAGGAGTTIGGGAACTGTATTGCTCACT -GGCGAAAAGGTCCAATCGCCCGGCGAGG-A
Sol: GACAAGAACTTGGAACAGAACTGTTGACA-GGTGAAAAAGTTCGATCGCCGGGCGAGG-A
Lyc: GAGAAGAACTTGGAACAGAATTGTTGACG-GGTGAAAAAGTTCGATCACCTGGTGAGG-A
Pet: GGAAAGAGTTGGGAACTGAGTATCTTACA-GGAGAAAAAGTAACGTCACCTGGAGAAG-A
Nic: GAGGAGAACTTGGAGCTGAATTATTGACG-GGAGAAAAAGTCAGGTCACCAGGTGAAG-A
Bet: TTGGAAATTCTIG-AGTTCACCGACCCACT-GACGCATGAGCTCAAGCACCACCCGGGCCA

6.1.2: Sequenzen der moglichen RAS-Klone

6.1.2.1: DNA-Sequenz und daraus abgeleitete mogliche Proteinsequenzen des
Klones RAS-1.1

Stoppcodons sind als * dargestellt. Die Aminosduresequenzen mit Rahmen sind
Motive aus der Proteinsequenzierung die in diesem Leseraster wiedergefunden
wurden. Die grau hervorgehobenen Aminoséduren sind in dem EF-Hand-Motiv, das
in einem der Leseraster auftritt, konserviert.
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tcctcgtcatcggecgtcttcaatgccaacccaacgagtgaaagcaaaaaggaactccttgaa
s s s s A s s M p T QO R V K A K R N S L K
P R H R R L Q0 C Q P N E * K Q K G T P * S
L vIi G V. F NA NP T S E S K K E L L E
gttcaccatgccattcttgtcccagtccatctcttcgaatctcectcatggcaattcttceccag
F T M P F L s ¢ s I s s N L L M A I L P E
s p C H s ¢C p S P S L R I S S W Q F F O
v H H A I L VvV P V H L F E S P H G N S S R
aagatcgttctccagaagtagtttcatttatagcatcaaccatctcgtttttgctcacatac
p R s Pp E V V S F I A s T I S F L L T Y
K I v 1L Q K * F H L * H Q P S R F C s H T
R s ¥ S R s S ¥ I ¥ s I N H L Vv ¥ A H I P
ccatccttgttcttgtccaaaaacacaaatgcatccactaatgtttcaaaagtagcctccag
p s L F L S K N T N A S T N V S K V A S R
H p C S C P K T O M H P L.M F Q K * P P D
I ..v L v g K H K ¢C I H * C F K S S L 0
attcggcatccctttccaagatttagcatgttggggttggagcaggctaacctgcaccaacc
¥ G I p F Q0 DL A CW G W S R L T C T N P
s A S L S K I * H V G v G A G * P A P T
I R H P F P R F S M L G L E 0 A N L H Q P
Cccaaactctagcgtccccacacacaaaacgagtggtaaaaagtgagaaaaccacataccaaa
K .. R P H T Q N E W * K V R K P H T K
P N S S VvV p T H K T S G K K * E N H I P K
o T L. A S P H T K R V VvV K S E K T T Y O N
atagagctctccagatgcaaaatatccacaacaagaaaaacaaatggatagaactgtataac
I ¢ L S R C K I s T T R K T N G * N C I T
* s S P DA K Y P OQ OE K 0O M D R T V * Q
R AL 0O M 0 N I H N K K N K W I E L Y N
aaagatctaattttttgttttcgaggactcctccttttcaaaaaggaaggagaacccgtgat
K 1 *» ¥ F V F E D S S F S K R K E N P *x x
R s N F L ¥ s R T P P F QO K G R R T R D
K p L. 1 F C F R GG L L L F K K E G E P V I
aaccactcattgaaaaggccaggcagaaaccccaccatgcecctgcecgectgatcgaaacagtaa
P L I E K A R Q K P H H A C A * S K Q *
N H S L K R P G R N P T M P A P D R N S N
T T H * K G Q A E T P P C L R L I E T VvV T
cccggaaagaatagttgtaatgaaaaaggagaattacgtatcgaatcgaaggaggacaaatc
P G K N S C N E K G E L R I E S K E D K s
pP E R I VV M K K E N Y Vs N R R R T N P
R K E » L » * K R R I T Y R I E G G Q I
caaaagaaaggccagaagagaaggataaaaaaaggaatgtaaaaaggggcgaggactccttt
K R K A R R E G * K K E C K K G R G L L L
K E R P E E K D K K R N V K R G E D S F
O K K 6 0 K R R I K K GM * K G A R T P F
tagaaggagagtacttaatagtatacaaaaaaagaaaaaaaggccttaggctagcataaaag
E 6 E ¥y L I v Y K K R K K G L R L A * K
* K B s T * * Y T K K E K K A L G * H K S
R R R V L N S I 90 K K K K R P * A S I K V
tctttcgaatataaaagacacaaggattgggctaaaaccccgaacggaattttaaccaaatc
s F E Y K R H K D W A K T P N G I L T K S
L s N I K D T R I G L K P R T E F * P N 0
F R I *» K T 0 G L G * N P E R N F N O I
aaaatcaatgcgatcaagaacacacaaaataagaaagaagaaagggtaattatttcatatag
K s M R s R T H K I R K K K GG * L F H I V
N 0 ¢C D Q E H T K * E R R K G N Y F I *
K I N A I K N T 0 N K K E E R V I I S Y S
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tctaatgtacacccgaggtcaagaaaagactttgtttgcctctcaaacaaaggttgatttca
*C T P E V K K R L C¢C L P L K O R L I S
S N VvV H P R S R K D F V C L S N K G * F Q
rLr » v T R G Q E K T L F A S Q T K V D F K
aatccctttcttggtggttaccgagatcctttcttcaagagcgatcgaattcgecatttettt
N P F L G G Y R D P F F K S D R I R I S L
I p ¥ L V V T E I L S S R A I E F A F L Y
s L S W w L P R S F L Q E R S N S H F F
atttaagagaaaagttgacgttgaattctcgtcagagaagaaatgatggcaagtgagcgagt
F K R K v DV E F S S E K K * W Q V S E W
L R E K L T L N S R 0 R R N D G K * A S
I * £ K s # R * I L VvV R E E M M A S E R V
ggtagaagcaggagcaactggtctttgattgagacgctcggcccaaagaggcctttcttgaa
* K 9 E 9 L. v ¥ D * D A R P K E A F L E
G R S R S N W S L I E T L G P K R P F L N
v E A G A T GG L * L R R S A QO R G L s * I
tctgtatttccttctttctcttactcgttcaggggctcaagectttcgettteccctcaacggg
s v~ P S F S Y S F R G S S F R F P S T G
L ¥y P L L. S L T R S G A Q A F A F P Q R D
c I s ¥ F L L L V 0 G L K L S L S L N G
atttgaagtcccaatcctacacggcgcctaagacctagaatgaataatcggaaggggtgctc
¥ E v p I L. H G A * D L E * I I G R G A L
L K s ¢ s Yy T A P K T * N E * S E G V L
I *» S p N P T R R L R P R M N N R K G C S
ttggttggactgatagcaagggccatagaccatcctccgatggttgctaatcaaatcactct
G w T b s K G H R P S S D GG C * S N H S
L v 6 L T A R A I D H P P M V A N Q I T L
wW L. p * * o G P *» T I L R W L L I K S L L
tgaaagctattgagatagaagcaggtgtccgcttgatgctcattcaggattacaaatggagt
* K L L R * K Q v s A * C S F R I T N G V
E s Yy »DbD R S R C P L DA H S G L Q M E *
K A I E I E A GV R L. M L I O D Y K W S
aggggcaggcta
G A G X
G Q0 A X
R G R L

Ras-1.1-revers-komplementdrer Strang

tagcctgcccctactccatttgtaatcctgaatgagcatcaagcggacacctgecttctat
* P A P T P F V I L N E H Q A D T C F Y
s L p L L H L * s * M S I K R T P A S I
A C P Y S I C N P E * A S S G H L L L S
ctcaatagctttcaagagtgatttgattagcaaccatcggaggatggtctatggcccttg
L N s ¥ 0 E * ¥ D * O P S E D G L W P L
s I A F K S D L I S N H R R M V Y G P C
Q * L S R Vv I * L A T I G G W S M A L A
ctatcagtccaaccaagagcaccccttccgattattcattctaggtcttaggecgececgtgt
L s v oo P R A P L P I I H S R S * A P C
Yy ¢ s N ¢ E H P F R L F I L G L R R R V
I s p T K s T p S DY S F * V L G A V *
aggattgggacttcaaatcccgttgagggaaagcgaaagcttgagcccecctgaacgagtaa
R I 6 T sS N P V E G K R K L E P L N E *
G L 66 L ¢ I P L R E S E S L S P * T S K
b w b F K S R * G K A K A * A P E R V R
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gagaaagaaggaaatacagattcaagaaaggcctctttgggccgagcgtctcaatcaaag
E K E 6 N T D S R K A S L G R A S O s K
R K K E I ¢ I 9 E R P L W A E R L N O R
E R R K Y R F K K G L £ 6 P S V S I K D
accagttgctcctgcecttctaccactcgcectcacttgceccatcatttcttcectctgacgagaat
T s ¢ s ¢C F Y H s L T C H H F F S D E N
p v A P A S T TR S L A I I S S L T R I
¢ L . L L. L. Ppp L A H L P S F L L * R E F
tcaacgtcaacttttctcttaaataaagaaatgcgaattcgatcgctcttgaagaaagga
s T s T F~rF L L N K EM R I R S L L K K G
R 9 L ¥ s *» I K K C E F D R S * R K D
NV N F S L K * R N A N S I A L E E R I
tctcggtaaccaccaagaaagggatttgaaatcaacctttgtttgagaggcaaacaaagt
S R * P P R K G F E I N L C L R G K Q0 S
L G N H Q E R D L K S T F V * E A N K V
s v T T K K 6 I * N O P L F E R QO T K S
cttttcttgacctcgggtgtacattagactatatgaaataattaccctttcttectttett
r». ¥ L. T S G Vv H * T I * N N Y P F F F L
Fr s » P R V Yy I R L Y E I I T L S S F L
F L D L G C T L D Y M K * L P F L L S Y
attttgtgtgttcttgatcgcattgattttgatttggttaaaattccgttcggggtttta
I .. ¢ v L. DRI D F D L V K I P F G V L
r ¢ v P L I A L I L I W L K F R S G F *
r VvV C s * s H *F * F G * N S V R G F S
gcccaatccttgtgtcttttatattcgaaagacttttatgctagecctaaggceccttttttt
A Q S L ¢ L L Yy S K D F Y A S L R P F F
pP N P C V F ¥ I R K T F M L A * G L F F
p I L v S ¥ I F E R L L C * P K A F F S
ctttttttgtatactattaagtactctccttctaaaaggagtcctcgeccecctttttacat
L ¥ L. Y T I K Y S P S K R S P R P F L H
F F C I L. L s T L L L K G Vv L. A P F Y I
¥ F VY Yy * V L s ¥ * K E S S P L F T F
tcctttttttatccttctecttctggectttecttttggatttgteccteccttcgattecgata
s Fr F Y P S L L A F L L D L S S F D S I
p F F I L.L.L F W P F F W I C P P S I R Y
L ¥ L. §$ F s s G L S F G F Vv L L R F D T
cgtaattctcctttttcattacaactattctttccgggttactgtttcgatcaggcgecag
R N S P F S L Q0 L F F P G Y C F D O A Q
v 1 L L F H Y N Y S F R V T Vv S I R R R
* P S F F I T T I L S G L L F R S G A G
gcatggtggggtttctgcctggceccttttcaatgagtggttatcacgggttcteccttectt
AW W G F C L A F S M S G Y H G F S F L
H 6 G V. s A W P F 0 * Vv VvV I T G S P S F
M V G F L P G L F NE WL S R V L L P F
tttgaaaaggaggagtcctcgaaaacaaaaaattagatctttgttatacagttctatcca
F E K E E S s K T K N * I FF V I Q F Y P
L X R R S P R K 0 K I R S L L Y S S I H
* K 6 G v L £EN K K L D L C Y T V L s I
tttgtttttcttgttgtggatattttgcatctggagagctctattttggtatgtggtttt
F V F L VvV V D I L H L E S S I L Vv C G F
L ¥ F L. L w I ¥ C I W R A L F W Y V V F
c r s ¢C C G ¥Y F A S G E L Y F G M W F S
ctcactttttaccactcgttttgtgtgtggggacgctagagtttggggttggtgcaggtt
L T ¥ ¥ H S ¥ C VvV W G R * S L G L V Q V
s L r T T R F V C G D A R V W G W C R L
H F L P L V L C V G T L E F G V G A G *
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agcctgctccaaccccaacatgctaaatcttggaaagggatgccgaatctggaggectact
s L L Q P Q H A K S W K G M P N L E A T

A C S N P NM L N L G K G C R I W R L L

P A p T PP T C * I L E R DA AZE S G G Y F
tttgaaacattagtggatgcatttgtgtttttggacaagaacaaggatgggtatgtgagc
F E T L VvV D A F V F L D K N K D G Y V §S

L X H * W M H L C F W T R T R M G M * A

* NI S G C I C VvV F G Q E O G W Vv C E 0
aaaaacgagatggttgatgctataaatgaaactacttctggagaacgatcttctggaaga
K N E M V D A I N E T T s G E R S S G R
Kk T R W L M L » M K L L L E N D L L E E

K R DG * C Y K * N Y F W R T I F W K N
attgccatgaggagattcgaagagatggactgggacaagaatggcatggtgaacttcaag
I A M R R F E E M D W D K N G M ¥V N F K

L p * G D S K R W T G T R M A W * T S R

c H E E I R R D G L G Q E W H G E L Q G
gagttcctttttgctttcactcgttgggttggcattgaagacgccgatgacgagga
E F L F A F T R W V G I E D A D D E X

s s Fr L L S L V G L A L K T P M T R X

v p F C F H S L G W H * R R R * R G

6.1.2.1: Vergleich der Sequenzen RAS-1.1 und der iiber RACE-PCR erhaltenen
Sequenz RAS-3

Der ausgehend von der Sequenz des RAS-1.1 Klones ausgewéhlte genspezifische
Primer GSP-1 ist unterstrichen. Homologien der beiden Klone sind grau hinterlegt.

RAS3: —————— oo
RAS11:MCACAMAAACGRTGTAAAAGKARAACCACATMCCAAATAGASYCTCCAGTGCAAATWTCCCC
RAS11:ACAAGAAAACAAATGATAGACTGTATAACAAGATCTAATTTTTTKTTTTCGAGACTCCTCCT

RAS3: == — KGGCAGAAACCCCA
RAS11:TTTCAAAAAGGAAGGAGAACCCGTGATAACCACTACATTGAAAAGGCCA GGCAGAAACCCCA

RAS3: CCATGCCTGCGCCTGACCGCTGAAGGTGSAGCAGGTGCTGGCCAGCGCCCGGAGCATCCTGG
RAS11:CCATGCCTGCGCCTGATCGAAACAGTAACCCGGAAAGAATAGTTGTAATGAAAAAGGAGAAT

RAS3: CGCAACTGAAGGTGCTGGAGGATCGGCTCTCGCCTCACAAACGCCCGTTTCGCATCCGCCTG
RAS11:TACGTATCGAATCGAAGGAGGACAAATCCAAAAGAAAGGCCAGAAGAGAAGGATAAAAAAAG

RAS3: CATGTGTCGCTGGCGGTGCGCTGGCTGCTGCCCAAGCTCAGTGATTTCTATCGCAACCATCC
RAS11:GAATGTAAAAAGGGGCGAGGACTCCTTTTAGAAGGAGAGTACTTAATAGTATACAAAAAAAG

RAS3: CGATATTTCCCTGGCGATCGAGACCGTCGCCACCGAGGTGGTCGAGCCGGCGAGTKACAGCG
RAS11:AAAAAAAGGCCTTAGGCTAGCATAAAAGTCTTTCGAATATAAAAGACACAAGGATTGGGCTA

RAS3: ATGCCTACATCCTTTACCTGCCCAAACCCGACAACGATCCTGCGCGCCTGACCTTGTICCAC
RAS11:AAACCCCGAACGGAATTTTAACCAAATCAAAATCAATGCGATCAAGAACACACAAAATAAGA

RAS3: GAGTCATTGGTGCCGGICTGCGCACCGGGTTTGGGGCCACTGGCTTCGGTGGAGCAACTCGC
RAS11:AAGAAGAAAGGGTAATTIATTTCATATAGTCTAATGTACACCCGAGGTCAAGAAAAGACTTTG

RAS3: ACACTTTIGCGCTGCTGCATCGTTCGGCCGACAAGCAAGACTGGATGACCTGGCTGGCGGCLCA
RAS11:TTTGCCICTCAAACAAAGGTTGATTTCAAATCCCTTTCTTGGTGGTTACCGAGATCCTTTCT

RAS3: ATGGTGCGCGGTCGCTGGACGACTACCGGCATATCCCGTTCAACCTCGACGAACTGGCACTG
RAS11:TCAAGAGCGATCGAATTCGCATTICTTTATTTAAGAGAAAAGTTGACGTTGAATTICTCGTCA
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RAS3: GATGCCGCCGCCCGCGGGCTTGGGGTGGCGATGACGGACCTGACCCTGGCGGCCGARTCGAT
RAS11:GAGAAGAAATGATGGCAAGTIGAGCGAGTGGTAGAAGCAGGAGCAACTGGTCTTTGATTIGAGA

RAS3: CGAACGGGGTGTGTTGGTGGIGCCGTTTGGTCAGCCGCTGGTGACCGGCGGGGTGTATGCAT
RAS11:CGCTCGGCCCAAAGAGGCCTTTCTTGAATCTGTATTTCCTTCTTTCTCTTACTCGTTCAGGG

RAS3: TGTGCTTGCAGCCATCGGCGGCGTCACACCCAGGCTGTGCGCTGATCATGCAGTGGTITTGGG
RAS11:GCTCAAGCTTTCGCTITTCCCTCAACGGGATTTGAAGTCCCAATCCTACACGGCGCCTAAGAC

RAS3: CAGCAGGCGCGGCATGCTAACGTCACGCCTTAACTTACTATCGCCAGTTCATCCATGAAAAT
RAS11:CTAGAATGAATAATCGGAAGGGGTGCTCTTGGTTGGACTGATAGCAAGGGCCATAGACCATC

RAS3: GCCCGATATCGACGCCATCCAGGCGTTCGTCCTGGICGCTGAACTCAAGARTTTCACCCGCG
RAS11:CTCCGATGGTTGCTAATCAAATCACTICTTGAAAGCTATTGAGATAGAAGCAGGTGTCCGCTT

RAS3: CCGCCGATGCCATCGGGSAMCTCAGGCGGCCATCARCCTGAAGATAAAACGCCTCGAAGAAA
RAS11:GATGCTCATTCAGGATTACAAATGGAGTAGGGGCAGGCTA

RAS3: GCCTTGGCCGCAAGCTGCTGGAGCGCACGCCGAGACGGGTCACGTTGTCGGCCCATGGGCAG

RAS3: CCCGCAGAAACGCACCTTGCGCGTGGGCGTCAGCCACCACATTGTCGGCGCCGATCTCACCT
1068

RAS3: GTGGCTGCGGCGTTTGGCGACCACCGACCCGGACGTGATCGTGGCGTTCAGCCTCGGCACCT
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6.1.3: Sequenzen verschiedener 4CL -Klone

Vergleich verschiedener DNA-Sequenzen bekannter 4CL-Klone. Homologien sind
grau unterlegt.

Ory = Oryza sativa, Ara = Arabidopsis thaliana, Nic = Nicotiana tabacum, Sol =
Solanum tuberosum, Pet = Petroselinum crispum

NiC: —=—mmmmm o TTTCETTTTAGCGEGTTCCAA
Sol: CTCATATATATATTCATCAATCTTTGCACATTCATCTTCAGGACACCATAGCTAAAAATC

Ory: TGCICCGGCCATGATCACGGTIGGCGGCACCGGAG-GCGCAGC--CGCAGG--TGGCGGCG
Ara: —-————————————-— TTACAATGGCGCCACAAGAACAAGCAGTTTCTCAGG--TGATGG-A
Nic: CTTTTTCTCTTTTGTCTCTCTAAATCTACTTAAA-CCATAGC--CACAA---TGCCAATG
Sol: TACTTTTCCTTTTAGCTTTTCAGTGTGCTCCAAATTTTTCCTTTTTTAGCTCTICAAGATG

Ory: GCGGTCGATGAGGCGCCGCCGGAGGC-GGTGACG--GTGTTCCGGTCCAAGCTTCCGGAC
Ara: GA----AACAGAGCAACAACAACAAC-AGTGACGICATTTTCCGATCAAAGTTACCGGAT
Nic: GAGACTACTACAGAAACAAAGCAATCAGGAGATTTAATTTTCCGATCAAAACTCCCTGAT
Sol: CCGATGGATACCGAAACAAAGCAATCAGGAGATTTAATCTTTCGATCTAAACTCCCTGAT

Ory: ATCGACATCCCCAGCCACCTGCCCCTGCACGAGTACTGCTTCGCCAGGGCGGCCGAGCTC
Ara: ATTTACATCCCGAACCACCTATCTCTCCACGACTACATCTTCCAAAACATCTCCGAATTC
Nic: ATTTACATCCCTAAACATTTACCTTTACATTCTTATTGTTTTGAAAACATTTCGGAGTTT
Sol: ATTTACATCCCTAAACATTTGCCTTTACATTCTTATTGCTTTGAAAATCTATCGGAGTTT

Ory: CCCGACGCGCCGTGCCTCATCGCGGCGGCCACGGGGAGGACGTACACGTTCGCCGAGACG
Ara: GCCACTAAGCCTTGCCTAATCAACGGACCAACCGGCCACGTGTACACTTACTCCGACGTC
Nic: AGTTCTCGTCCCIGTTTGATTAATGGAGCCAACGATCAAATTTATACTTATGCTGAGGTT
Sol: AATTCCCGGCCCIGTTTGATTGATGGTGCAAATGATCGAATCTATACTTATGCTGAAGTT

Ory: CGCCTGCTGTGCCGCAGGGCCGCCGCGGCGCTGCACCGGCTGGGCGTCGGCCACGGCGAC
Ara: CACGTCATCTCCCGCCAAATCGCCGCCAATTTTCACAAACTCGGCGTTAACCAAAACGAC
Nic: GAGCTCACTTGCAGAAAAGTTGCAGTTGGICTTAACAAGTTAGGGATCCAACAAAAGGAC
Sol: GAACTTACTTCGAGAAAAGTTGCTGTTGGICTTAACAAATTGGGGATCCAACAGAAGGAT
pet: ------------ - - - - - - - - - =" =" =" - —"——(—"—"—"—"—"—— TCAAATAAAAATCCACATTGAATAA

Ory: CGCGTCATGGTGCTGCTCCAGAACTGCGTGGAGTTCGCCGIGGCGTTCTTCGCCGCGTCG
Ara: GTCGTCATGCTCCTCCICCCAAACTGTCCCGAATTCGTCCTCTCTTTCCTCGCCGCCTCC
Nic: ACGATTATGATCCTTTIGCCGAATTCCCCTGAATTTGTGTITGCTTTTATGGGCGCTTCA
Sol: ACAATCATGATCCTTTTIGCCTAATTGCCCTGAATTTGTGTTTGCGTTTATTGGCGCATCG
Pet: ATGAGCA--ATGAGTTTGGGTTGCTGCACT--ACCTGTATTTTTTTTAATTTGTTATTTT

Ory: TTCCTCGGCGCGGTCACCACCGCCGCCAACCCGTTCTGCACGCCGCAGGAGATCCACAAG
Ara: TTCCGCGGCGCAACCGCCACCGCCGCAAACCCTTTICTTCACTCCGGCGGAGATAGCTAAA
Nic: TATTTAGGAGCCATTTCTACAATGGCCAATCCTCIGTTTACACCTGCAGAGGTTGTAAAA
Sol: TATCTAGGAGCAATTTCAACAATGGCTAACCCCCIGTTTACACCAGCAGAGGTAGTAAAG
Pet: AATTAAGTACCACCTAATATTAATGGGGACGGATACITGTTA--GGTGAAAATTAT-GTG

Ory: CAGTTCAAGGGCTCCGGCGTGAAGCTCATCCTCACCCAGTCCGTCTACGTCGACAAGCTC
Ara: CAAGCCAAAGCCTCCAACACCAAACTCATAATCACCGAAGCTCGTTACGTCGACAAAATC
Nic: CAAGCCAAAGCCTCAAGTGCTAAGATTATTATAACTCAATCGTGCTTTGTGGGCAAAGTIG
Sol: CAAGCCAAAGCCTCAAGTGCTAAGATTATTATCACGCAAGCTTGTTTTGCGGGGAAAGTG
Pet: TAATCCAAA-CGICGCTAGCTAAA--TACTCAAATTAGACCAAGGTTTTAAAACTAAATT

Ory: CGGCAGCACGAGGCGTTCCCAAGGATCGACGCCTGCACCGTICGGCGACGACACGCTCACC
Ara: AAACCACTTCAAAACGACGACGGAGTAGTCATCGTCIGCATCGACGACAACGAATCCGTG
Nic: AAGGATTACGCAAGTGAAAATGATGIGAAGGTCATTIGTATTG---AC----—--— TCTGCA
Sol: AAGGATTACGCAATTGAAAATGATTTGAAGGTAATATGCGTCG---AT--——--- TCAGCA
Pet: AAGTAG-ATATAATCAATTTTGATTTTAAATACAGTIAT-TCG---AT------ TTTAAA
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Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:
Pet:

Anhang

GTGATCACCATCGACGACGACGAGGCGACGCCGAAAGCGTGCCTGCCGTTCTGGGACCTG

CCAATCCCTGAAGGCTGCCTCC--GCETCACCGA---———--—— GTTGACTCAG---TCG
CCG------ GAAGGTTGTCTTC--ATTTCTCAGA-——-——--—- ATTGACACAA----- T
CCG------ GAAGGTTGTGTTC--ATTTCTCCGA-——-——-——- ATTGATTCAAT---—-
TTTAT----GCAAGTTCTCCTAAAACTGAGATAATATC-—--TTACTACTAAAA-——-— T

ATCGCGGACGCCGACGAGGGGTCCGTCCCGGAGGTGGCCATCTCGCCGGACGACCCCGTG
ACAACCGAGGCATCAGAAGICATCGACTCG---GTGGAGATTTCACCGGACGACGTGGTG
—-—-—--CCGATGAGCATGAAATTCCTGA---G---GTGAAAATCCAGCCAGACGACGTCGTT
—--—-—-CCGACGAACACGAAATTCCTGAT—————- GTGAAAATCCAGCCGGACGATGTCGTA
CTACTATATGTTATGGATATACTTTAT-—----— ATGAATATTTAAGGAAATATTTTATCT

GCGCTGCC--GTTCTCGTCGGGCACGACGGGGCTTGCCAAGGGCGTGGTGCTGACGCACA
GCACTACC--TTACTCCTCTGGCACGACGGGATTACCAAAAGGAGTGATGCTGACTCACA
GCGCTGCC--GTATTCCTCTGGTACTACAGGGCTGCCGAAAGGTGTGATGTTGACGCACA
GCGCTGCC--GTATTCCTCCGGGACTACCGGGCTGCCGAAAGGGGTGATGTTGACACACA
GAAGTITTTAAGAATTTGTTTTAAATTTTAAAAATTCAAATATACTICTTCCAGATTT-CA

GGAGCGTCGTGTC--GGGCGTGGCGCACGAGGTGGACGGCGAGAACCCGAACCTGCACAT
AGGGACTAGTCAC--GAGCGTTGCTCAGCAAGTCGACGGCGAGAACCCGAATCTTTATTT
AGGGATTAGTCAC--GAGCGTTGCACAACAAGTTGACGGTGAAAATGCGAATTTGTATAT
AAGGATTAGTAAC--AAGCGTTGCACAACAAGTTGATGGAGAAAATGCTAATTTGTATAT
AATAATCAATTATTAAAACATGATAATATTAAATATTAAAAAGTTTTTCAAATTCTITGAT

GGGTGCCGGCGACGTGGCGCTGTGCGTIGCTGCCGCTGTTCCACATCTTCTCGCTCAACTC
CCACAGCGATGACGTCATACTCTGTGTITTTGCCCATGTTTCATATCTACGCTTTGAACTC
GCACAGTGAGGATGTATTGATGTGTGIGTTGCCTTTGTTCCATATATACTCACTCAATTC
GCACAGCGATGATGTGTTGATGTGTGIGTTIGCCTTTGTTCCATATTTACTCACTCAATTC
GTATCCTCATCAAATACCCAGATTCTCGAGGATGACTTTAGATATACTTTAGCATACCAA

CGTGCTGCTIGT-CGCGGGTGCGGCCGGCGCCGGCGGTGGCGCTGATGCCCAGGTTCGAGA
GATCATGTIGIGTGGTCTTAGAGTTGGTGC-GGCGATTCTGATAATGCCGAAGTTTGAGA
CATTTTGCITTGTGGATTGAGAGTCGGTGC-AGCGATTTTGATTATGCAGAAATTTGACA
TGTTTTGCICIGTGCATTGAGAGTCGGAGC-AGCAATTTTGATTATGCAGAAATTCGACA
GATTTCAAAAAGTTTTCCAATTTCTTTATCAAATACTCACAGATTTTTACAAATTTCAGA

TGGGCGCCATGCTGGGGGCCATCGAGCGGTGGCGCGTGACGGTCGGGGCCGTCGTGCCGC
TCAATCTGCTATTGGAGCTGATCCAGAGGTGTAAAGTGACGGTGGCTCCGATGGTTCCGC
TTGCTCCGTTCCTGGAGTTAATACAGAAGTATAAGGTGTCAATTGGGCCATTTGTGCCGC
TTGCTCAGTITTTAGAGTTGATACCGAAGCATAAAGTGACAATTGGACCATTTGTTCCGC
TTCTTCAAAATATAGAAATAAAAGAATTAGATAAAAT----ATGATGCTATTTAATATTA

CGCTCGTCGICGCGCTCGCCAAGAACCCGTICGTGGAGCGCCACGACCTCAGCTCCATCC
CGATTGTGTTGGCCATTGCGAAGTCTTCGGAGACGGAGAAGTATGATTTGAGCTCGATAA
CTATTGTTCTIGGCTATTGCTAAGAGTCCAATTGTTGATAGCTATGATCTTTCCTCAGTAA
CTATTGTTCTICGCCATTGCTAAGAGTCCATTAGTTCATAACTACGATCTTTCATCAGTAA
CTAATTTTGTITTTTTTTAATCTAGCTTGGTTITATCAGAATCAAATAAGCCAGACTCTTAA

GCATCGTGCTCTCCGGCGCCGCCCCGCTCGGCAAGGAGCTCGAGGACGCCCTCCGLGLCC
GAGTGGTGAAATCTGGTGCTGCTCCTCTTGGTAAAGAACTTGAAGATGCCGTTAATGCCA
GGACTGTCATGTCTGGGGCTGCACCATTAGGAAAAGAACTCGAAGACGCTGTGAGAACCA
GAACAGTCATGTCTGGTGCTGCACCATTAGGAAAGGAACTTGAAGATGCCGTCCGAGCAA
GGATAATTCAAAATATTAATGTGATAT----ACCAAGATTCAAAAAAGTT-TT----CGA

GCCTGCCTCAGGCCATCTTCGGACAGGGATACGGGATGACGGAG---GCGGGGCLCGGTGC
AGTTTCCTAATGCCAAACTCGGTCAGGGATACGGAATGACGGAA---GCAGGTCCAGTGC
AATTCCCTAACGCTAAACTTGGCCAGGGTTATGGAATGACGGAA---GCTGGGCCGGTGT
AATTCCCTAACGCCAAACTCGGTCAGGTAAATATTATTTTCTATTGCGCGGAGTTAGAAT
AATCC----ATATCAAATACTTACAGATATTATAAATTTTGAAA-—————-— AATCTATAT
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Ory: TGTCGATGTGCCCCGCGTTCGCCAAGGA-GCCGACGCCGGCGAAGTCCGGGTCGTGCGGG
Ara: TAGCAATGTCGTTAGGTTITTGCAAAGGA-ACCTTITTCCGGTTAAGTCAGGAGCTIGTGGT
Nic: TGGCAATGIGTTTGGCATTTGCAAAAGA-ACCCITTGATATTAAATCAGGGGCATGTGGT
Sol: T--TAAATTTATTACTATTTACCCCATA-AATATAAGGTAT-ACGTITAAAGTTAT-TGAT
Pet: TA--AATATGTCAGATTTTCAAAATAAATAAAATCCGAAATGAATTTAAAGAAAA----T

Ory: ACGGTGGTGCGGAACGCGGAGCTICAAGGTG-GTCGACCCGGACACGGGCTTCTCCCTCGG
Ara: ACTGTTGTAAGAAATGCTGAGATGAAAATA-GITGATCCAGACACCGGAGATICTCTTTC
Nic: ACTGTTGIGAGGAACGCCGAGATGAAAATT-GTAGATCCGGATACGGGTTIGCTCTCTTCC
Sol: CTTTTATCTTCATGTTCTTATCCTGAAATACATCCATGTGCTGATGCGCTAGTTTCGCAA
Pet: GCCGTCCTATATATTTGTGAGTTGGTAAAT--CT--CGCCATCACATGCTGCITCATCTT

Ory: CCGCAACCTCCCCGGCGAGAT---CTGCATCCGCGGCCCACAGATCATGAAAGGTTACCT
Ara: GAGGAATCAACCCGGTGAGAT---TTGTATTCGTGGTCACCAGATCATGAAAGGTTACCT
Nic: TCGTAACCAACCCGGTGAGAT---TTGCATTAGAGGTGACCAGATCATGAAAGGTTACCT
Sol: AAACAATATTTTTAA-GAGATACACTGAAACCAAAAAAATTTAATTTTAATTACACGTTA
Pet: AGTCAACTTTTTCCCTTCATC--ACCTAACACACAATATTTTTCTCACCAACCCCACTCA

Ory: GAAC---GATCCCGAGGCGACCGCCGCGACGATCGACGTCGAGGGGTGGCTGCACACCGG
Ara: CAAC---AATCCGGCAGCTACAGCAGAGACCATTGATAAAGACGGTTGGCTTCATACTGG
Nic: GAAT---GATCCCGAGGCCACAACGAGAACAATAGACAAAGAAGGATGGTTACACACTGG
Sol: TAGT---TTTCCTAATTTTGGAGTTACAAATGT-ATTTTGCTTGACTAAGTAAATATTGT
Pet: TAATTTAATTCCCCATTTTACCCCTAACCAAAC-CTCATATTCCGATAAACTCCCCCTTT

Ory: CAACATCGGCTACGTCGACGACGACGACGAGGTCTTCATCGICGACCGTGTCAAGGAGCT
Ara: AGATATTGGATTGATCGATGACGATGACGAGCTTTTCATCGTTGATCGATTGAAAGAACT
Nic: CGACATTGGGTTCATTGACGAGGATGACGAGCTTTTCATTGTGGATCGATTGAAGGAATT
Sol: AGCCAAACGTCTGTIC--TTAAAAAAATGTGCACAAGAATACTGCACGCCTTTGTGGAC-
Pet: ACCAACCCCCATCCCC--—-—-—-—- TTACCAAACCCTCCA-CATTTATATGTTGAATTGTTC

Ory: CATCAAATTCAAGGGGTTCCAGGTGCCGCCGGCCGAGCTGGAGTCGCTGCTCATCGCTCA
Ara: TATCAAGTATAAAGGTITTCAGGTAGCTCCGGCTGAGCTAGAGGCTTTGCTCATCGGTCA
Nic: GATCAAATACAAAGGATTTCAAGTIGGCACCTGCAGAAATTGAAGCCCTITCTTCTCAACCA
Sol: -ATTGATTTTGACTTTTAACAA-TACATTTGCCCTTATTATGGTTTCTTGATAGTGACTA
Pet: -ATCA--TCTAACATGTAAGAAACCTCTCTTACTC-ATCATCGTTTCAACACCAAAAACA

Ory: CCCGTCCATCCGTGACGCCGCCGICGTCCCGCAAAAGGATGACGTCGCCGGCGAGGTCCC
Ara: TCCTGACATTACTGATGTIGCTGTTGTCGCAATGAAAGAAGAAGCAGCTGGTGAAGTTCC
Nic: TCCCAACATTTCTGATGCTIGCTGTTGTCCCCATGAAAGATGAGCAAGCAGGAGAAGITCC
Sol: GCCAGCCAGGATACACTGTATTATTTTATTATTGTTGAATAAATTTCCAAATTTAAATTT
Pet: CACACACAACTAACATTTICATTTTCTCATTATGGGAGATTGTGTAGCACCCAAA----—-—

Ory: GGICGCGTTCGTGGTCCGCGCCGCCGACTCCGACATCACGGAGGAGTCCATCAAGGAATT
Ara: TGTTGCATTTGTGGTGAAATCGAAGGATTCGGAGTTATCAGAAGATGATGTGAAGCAATT
Nic: AGTGGCTITTGTTGTTAGGTCAAATGGATCTGCCATCACTGAGGATGAAGTICAAGGATTT
Sol: ATTIGAC--TAATTAATAAATTATTAAATTAAAATA----GGGTTATGGAATGACGGAAGC

Ory: CATATCCAAGCAGGTGGTGTTCTACAAGAGGCTACACAAGGTGCACTTCATCCATGC-GA
Ara: CGTGTCGAAACAGGTTGTGTTTTACAAGAGAATCAACAAAGTGTTCTTCACTGAATC-CA
Nic: CATCTCTAAACAGGTGATATTTTATAAGAGAGTAAAGCGTGTATTTTTCGIGGAGAC-GG
Sol: CGGTACTGTGCTGACGATGTIGTTTGGCATTTGCGAAAGAACCGTTTGATATTAAATCAGG

Ory: TCCCCAAGTCGGCGTCTGGGAAGATACTGAGGAGAGAGCTCAGAGCCAAGCTCGCGG---
Ara: TTCCTAAAGCTCCATCAGGGAAGATATTGAGGAAAGATCTGAGGGCAAAACTAGCAAATG
Nic: TACCCAAATCTCCGTCGGGAAAAATTCTTAGAAAGGACTTGAGAGCTAGACTGGCTGCTIG
Sol: GGCATGTGGTACTGITGTGAGGAACGCGGAGATGAAAATTGTGGATCCGGATACGGGTTG

Ory: —-—-———————- CGTGCTG-ACCATGTCAATGATGGA--TAATGATGGCT————————— AGG
Ara: GA--——-—-———- TTGTGATGGATGATTTCAACCAAAAAG-CAAAGATGATTTC——————- AAT
Nic: GT----GTTCCAAATTAATTCCTTITGGCTTGGTATTTGATGGTGGTAAC-—-————— AAA

Sol: CTCTCTGCCCCGTAACCAACCCGGTGAAATTTGCAT-TAGAGGTGATCAAATCATGAAAG
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Ory:
Ara:
Nic:
Sol:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:

Ory:
Ara:
Nic:
Sol:

Anhang

CTATACATGCGTTCTACT----- ATGTATT---ACTCTGAAAATGCAGT-—-—-—-—-—- GAAG
GTGTATATACATACAACT----- GTTTGACCCAACCAAGGAAACAAACTCATAC--GAAC
CTAAACAAGTCCACCATTGA-AGATATTATATGTTCTTTAAATTTTACCTTCACCTAACG
GTATGTTAAAATCTTCTTAATATTTATGACTTTTGCGTGAATATGTATICTT-CGTAAAG

TTCTGGTITGAT-TTGTGGTCGTATTTG---T-GACGAGATTTATTTTCTGAGAAAAAAAA
CATTGTCTTTIGTITGTTGTTGTTGTTG---TTGTTGTTGCTGTTCTTGCTTGATTCATGT
GTATAATTTCCAGTTTGGCAACGGGCGAAATGTCTGTAAATTAATTTATAAGACTTCTTT
TTAAGTTACGIGTCAAATTAGTATTTTAGTTAGGTGACCATTTACATATATTTCAAAAAT

GTITATTCIT TTEGCT ————————— === —— = ————— o
AATGAGCCTTTGIGATGAAGGTGGTTTCTTT == ——=——==——————————————————
ATTCATCTTTAAAAAAAAAAAAAAA———————————————————— o
ACACGITTITATTIAGGAACATACGTATATAGATAATAACACAGTTTGTTAAGAATAATAA
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6.3: Abkiirzungsverzeichnis

bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin (Bovine serum albumine)
CAH Zimtsdure 4-Hydroxylase (Cinnamic acid 4-hydroxylase)

Caf-CoA Kaffeoyl-CoA
Isorinsdure Kaffeoyl-4-hydroxyphenyllactat

cDNA Komplementdre DNA (complementary DNA)

4 CL 4-Cumarat:CoA Ligase

CoA Coenzym A

CSPD Di-Natrium 3-(4-methoxyspiro (1,2-dioxyethan-3,2"- (5'-chloro)
tricyclo [3.3.1.1 3,7] decan )-4-yl) phenyl phosphat

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

Da Dalton (Gewichtseinheit fiir Proteine)

DHPL 3,4-Dihydroxyphenyllactat

DIG Digoxygenin

DNA Desoxyribonukleinsiure

DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FDA Staatliche Drogenaufsichtsbehorde (Federal Drug Administration)

HPLC Hochdruck fliissig Chromatographie (High pressure liquid
Chromatography)

HPPR Hydroxyphenylpyruvat Reduktase

Kbp Kilobasenpaare (1000bp)

KDa Kilodalton (1000 Dalton)

LMW Geringes Molekulargewicht (low molecular weight)

MALDI-TOFMatrix unterstiitzte Laserdesorptions / ionisations
Massenspektroskopie. Time of flight)

MOPS Morpolinopropansulfonséure

Nano-ES Nano Elektrospray

PAL Phenylalanin Ammonium-Lyase

PCR Polymerase Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)

pHPL 4-Hydroxyphenyllactat

pfu Plaque bildende Einheit (plaque forming unit) Mengenangabe bei
Bakteriophagen

RA Rosmarinsidure (Rosmarinic acid)

RAS Rosmarinsiuresynthase (Rosmarinic acid synthase)

RNA Ribonukleinsdure

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese mit SDS in Gel und Puffer

TAT Tyrosin Aminotransferase

TBE Tris / Borat / EDTA Puffersystem

TEMED N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(Hydroxymethyl)-aminoethan
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