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Einleitung

1. Einleitung

Pflanzen produzieren eine Vielfalt an chemischen Stoffen, die einer Pflanzenart das Uberleben in ihrer
Umwelt sichern kdnnen. Diese sog. Sekundéarstoffe dienen der Pflanze fiir zahlreiche Aufgaben und sind
im Zuge der Evolution unter dem Selektionsdruck der Natur entstanden. Sekundarmetabolite stellen,
neben dem Nutzen fir die Pflanze, ein groRes Reservoir von ,Wirkstoffen“ aller Art dar, die von Tieren
und Menschen genutzt werden kénnen (Hartmann und Ober, 2003). Da die Biosyntheseleistung fiir die
Gewinnung pharmazeutisch wichtiger Wirkstoffe mitunter vergleichsweise gering ist, versucht man durch
gezielte Eingriffe oder kiinstliche Nachbildung des Syntheseweges, diese zu verbessern. Dies ist jedoch
nur moglich, wenn man die komplexen Zusammenhéange in der Biosynthese eines jeden Stoffes kennt.
Die folgende Arbeit liefert einen Beitrag zur Aufklarung der Synthese von Aryltetralin-Lignanen aus Linum
album.

1.1. Forschungsobjekt: Linum album Kotschy

Abb. 1.1.: Linum album Kotschy
blihende Pflanzen und Pflanzen mit
noch geschlossenen Bliten;

[Fotos: aufgenommen von S. Hemmati
2001 (rechts) und Dr. A. Mohagegzadeh
1999 (oben)]




Einleitung

1.1.1. Systematische Einordnung des weil3en Leins

Der weil3e Lein wird taxonomisch wie folgt eingeordnet (Tab. 1.1.):

Reich (Regnum) Eukarya
Unterreich Chlorobionta
Abteilung Streptophyta
Tab. 1.1: Systematische Einordnung Unterabteilung Spermatophyta
des weil3en Leins Klasse Magnoliopsida
(nach Strasburger, 2002) Unterklasse Rosidae (Rosiden)
Ordnung Linales
Familie Linaceae
[Sektion] [Syllinum]
Genus Linum
Spezies Linum album (weil3er Lein)

Die Familie der Linaceae zahlt ca. 200 Vertreter der Gattung Linum. Engler (1931) unterteilte nach
taxonomischen Gesichtspunkten in die Sektionen — Eulinum, Linastrum, Cathartolinum, Syllinum und
Cliococca, wahrend Davis (1970), Ockendon und Walters (1968) morphologisch — phytochemisch in die
Sektionen Linum, Syllinum, Dasyllinum, Linastrum und Cathartolinum unterteilten. Unter Berlicksichtigung
molekulargenetischer Daten, gewonnen durch ITS-Analysen (Internal Transcribed Spacer sequence
analysis) wird derzeit eine neue Phylogenie erarbeitet (Prof. Dr. J. Kadereit und M. Repplinger, person-
liche Mitteilung). Der Sektion Syllinum, die sich neben taxonomischen und morphologischen Gesichts-
punkten besonders phytochemisch von den anderen Sektionen unterscheidet, wurden bisher 13 Vertreter
zugeordnet. Vor allem die Produktion und Akkumulation von Lignanen des Podophyllotoxin-Typs sind fur
diese Gruppe kennzeichnend und stehen fiir diese Arbeit im Fokus (Petersen und Alfermann, 2001).

1.1.2. Beschreibung und Vorkommen

Linaceae sind weltweit vertreten. Einige Leinarten bevorzugen gemafigte und subtropische Regionen,
wahrend der weille Lein fast ausschliellich im Iran und einigen benachbarten Regionen zu finden ist

(Abb. 1.2.). s I ZEN ~ : GARATUM
on i il ' f"';_..ﬁ SAshgabar  aiary
' A (A A
: A n.e'-n AR Tl i gz TRl )
Abb. 1.2.: Verbreitungskarte/Fundorte : : % i".’l.’;*}.’.':f' ; [
von Linum album Kotschy im Iran Hm.ﬁ?\{ th;ﬁ AR L
Grine Umrandung markiert das Verbrei- x«m%ﬁ?jﬂ# Joa e _ N § AFG'H_.
tungsgebiet des weillen Leins (die roten 3A I: _«: I R AN 'v",z 1
Sterne markieren das endemische Vor- mh,, ‘3 <
kommen einer weiteren Leinart — Linum M“,,,,,,,, ~ hwn Kermgied 17
persicum; Karte zur Verfligung gestellt von ”""""‘"‘ S ﬁh
S. Hemmati, 2003) T Disvigion | SO

Reports of —
E st

Joutayuan — thu.us*\umma SN R ¢

Linum album ist eine mehrjahrige, krautige Pflanze, mit 20 - 50 cm hohen aufrechten Stangeln (Abb.
1.1.), alternierend angeordneten, einnervigen, spitz zulaufend-lanzettlichen Blattern mit glattem knorpe-
ligem Rand. Die oberen Blatter sind zumeist gréRer als die unteren (11 - 20 mm lang, 2 - 4 mm breit).
Manchmal kdénnen drisenartige Nebenblatter auftreten. Die Blitenstande sind dichasial verzweigt und
tragen blattwinkelstandig 5 - 8 gestielte, heterostyle Bluten, mit weillen Petalen (25 - 35 mm lang),
umgeben von einnervigen, lineal-lanzettlichen Sepalen mit bewimperten Randern (10 - 12 mm lang,
1,5 - 2,5 mm breit). Die spharischen Kapseln enthalten je einen Samen pro Fach (Sharifnia und Assadi,
2001).

2



Einleitung

1.2. Zellkulturen

Viele Pflanzen, wie auch der weifle Lein, kommen nur endemisch vor. Als Alternative fur die Unter-
suchung von Stoffwechselwegen kénnen Zellkulturen verwendet werden. Unabhangig von politischen,
Okonomischen, klimatischen und geographischen Gegebenheiten, jahreszeitlich bedingten Schwankun-
gen und Verlusten von Zellmaterial an Herbivore oder Pathogene, kann in kurzer Zeit sehr viel genetisch
einheitliche Zellmasse produziert werden. Neben der kurzen Generationszeit sind die Kulturen konta-
minationsfrei und werden unter definierten Bedingungen gehalten. Einzelne Zellaggregate stellen zumeist
ein einfacheres Untersuchungssystem dar. Im Vergleich zu ganzen Pflanzen weisen sie keine verholzten
Zellwande auf und enthalten z.T. (wenn sie wie L. album Zellkulturen im Dunkeln kultiviert werden) kein
Chlorophyll.

Die Gewinnung von Zellkulturen kann aus Samen erfolgen, die auf Festmedium unter sterilen Be-
dingungen zur Keimung gebracht werden. Beigebrachte Verletzungen am Keimling fihren zu Kallus-
bildung, einem undifferenzierten Gewebe zum schnellen Wundverschluss. Dieses Wundgewebe kann auf
Festmedium mit bestimmter Hormonkonzentration (meist Auxine und Cytokinine) iber mehrere Jahre
kultiviert werden und kann als Ausgangskultur fur die meist feiner wachsenden Zellsuspensionskulturen
dienen (Empt et al.,, 2000; Seidel et al., 2002; Smoliny et al., 1998). Zellen in Suspension missen
allerdings zur Sicherung der Sauerstoffzufuhr permanent geschiittelt werden (Alfermann und Petersen,
1993; Hulst et al., 1989; Schuler, 1981).

Ein bedeutender Nachteil bei der Arbeit mit Zellsuspensionskulturen ist ihre eventuelle genetische
Instabilitat im Vergleich zu Kalluskulturen, besonders in Bezug auf die Sekundarmetabolitproduktion
(Alfermann und Petersen, 1993; Deus-Neumann und Zenk, 1984). Diese Veranderungen sind vermutlich
in der Reorganisation des genetischen Materials begriindet. Neben Veranderungen der Chromosomen-
zahl wurden DNA-Methylierungen, Genom-Umlagerungen und die Entstehung von Punktmutationen
beobachtet (Bayliss, 1973; Phillips et al., 1994; Sunderland, 1977). Es ist daher notwendig, Zellkulturen in
regelmaligen Abstianden auf ihren Inhaltstoffgehalt und die Aktivitdt, der an dem Stoffwechselweg
involvierten Enzyme, zu Gberprifen (Charakterisierung der Kultur).

Bei der Arbeit an pflanzlichen Sekundarstoffwechselwegen ist ebenfalls zu bedenken, dass die Synthese
der Metabolite manchmal nicht in undifferenzierten Zellen und ihren Kompartimenten maoglich ist, sondern
bestimmte Reaktionen z.T. nur in bestimmten Pflanzenorganen ablaufen. So kénnen z.B. die meisten
Gewebe von Catharanthus roseus Indol-Alkaloide synthetisieren, jedes Organ scheint aber ein
charakteristisches Spektrum zu akkumulieren. So finden die letzten drei Schritte der Vindolin-Synthese
Uberwiegend in den oberirdischen Pflanzenorganen statt (DeLuca and Cutler, 1987; St-Pierre et al.,
1999).

Neben der Aufklarung eines Biosyntheseweges versucht man gleichzeitig auf eine hohe Produktion an
Sekundarstoffen zu selektieren, wie z.B. auf Aryltetralin-Lignane. Das Fernziel ist es, diese Wirkstoffe
fermentativ herzustellen. Im Hinblick auf Ubersammlung bzw. Erschépfung der natirlichen Ressourcen
kdnnte dies fur einige Pflanzen notwendig werden (Podophyllum hexandrum, siehe Abschnitt 1.3.2.). Die
groltechnische Herstellung einiger Naturstoffe ist bereits gelungen, wie z.B. die Produktion von Shikonin
aus Lithospermum erythrorhizon (Vertrieb durch Mitsui Petrochemical), von Ginsenosiden aus Panax
ginseng (Vertrieb durch Nitto Denko Corp.) und Taxol (Paclitaxel®) aus Taxus spec. (Vertrieb durch
Phyton Biotech) (Alfermann und Petersen, 1993; Eibl, 2002; Fujita et al., 1982; Ushiyama, 1991). AulRer
Suspensionskulturen werden neuerdings auch ,hairy root‘ und Embryokulturen fir Fermentations-
prozesse genutzt. Aullerdem versucht man durch Immobilisierungstechniken oder Zugabe von Elicitoren
die Produktbildung zu steigern (Eibl, 2002).
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1.3. Lighane

Pflanzen unterhalten z.T. einen sehr energieaufwendigen Sekundarstoffwechsel. ,Sekundar® stellt dabei
keine Wertung dar, sondern ist eine Sammelbezeichnung fiir Stoffe, die nicht jedem Zellplasma eigen,
sondern die fir bestimmten Arten, Gattungen oder Familien charakteristisch sind. Die Grenzen zwischen
~Primar-“ und ,Sekundar-“ Stoffwechsel sind flielend und die Funktionen dieser Stoffe vielfaltig (Nultsch,
2001; Abb. 1.5.).
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Abb. 1.3.: Stellung des Sekundér-
stoffwechsels im Gesamtstoff-
wechsel der Pflanze

Die beiden inneren Kreise symbolisieren
den Primar- oder Grundstoffwechsel. Aus ihm leiten
sich die diversen Klassen des Sekundarstoffwech-
sels, bzw. deren Endstoffwechselprodukte (Kreis
ganz aulen) ab. Sie stellen in ihrer Gesamtheit die
chemischen Wechselwirkungen der Pflanze mit
ihrer Umwelt dar. (Abb. und Bildunterschrift: modi-
fiziert nach Hartmann und Ober, 2003).
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Lignane sind Abkdmmlinge des Phenylpropanstoffwechsels (1.4., Abb. 1.4. und 1.5.). Das Grundgerust
besteht aus Zimtsaurederivat-Dimeren, die Uber ihre 8 - 8 Atome stereospezifisch miteinander verknipft
sind. Erfolgt die Verknlpfung auf andere Art und Weise und/oder zwischen Allyl- und/oder Propenyl-
phenyl-Monomeren, so spricht man von Neolignanen (Moss, 2000).

Die Lignan-Grundstrukturen kénnen durch Ringschlisse, Ringspaltungen und/oder Substitutionsreaktio-
nen so verandert werden, dass die Lignane in acht Gruppen unterteilt werden kénnen — die Furane, Furo-
furane, Dibenzylbutane, Dibenzylbutyrolactone, Aryltetraline, Arylnaphthaline, Dibenzocyclooctadiene und
Dibenzylbutyrolactole (Umezawa, 2003). Umezawa (2003) unterteilt Furane, Dibenzylbutane, Aryltetraline
und Dibenzocyclooctadiene in Gruppen mit bzw. ohne gebundenen Sauerstoff an den Positionen 9 und 9’
nochmals. Tabelle 1.2. gibt einen Einblick in die Vielfalt der Lignanstrukturen, dabei ist jeweils nur eine
der Subgruppen mit oder ohne 9(9’)-Sauerstoffatome gezeigt.

Neben der groRen Strukturdiversitat ist auch das Vorkommen in der Pflanzenwelt sehr vielfaltig. Bisher
wurden Lignane in etwa 55 Pflanzengruppen gefunden, darunter Gymnospermen®, Angiospermen,
Moose und Farne (Lewis und Davin, 1999) [* nach Strasburger, 2002, unterteilt sich die Klasse der
Gymnospermen neuerdings in Coniferopsida, Cycadopsida, Gnetopsida und Gingkopsida]. Je nach
Pflanzenart kdnnen dabei unterschiedliche Mengen von Lignanen verschiedener Grundstrukturtypen
akkumuliert werden. Eine Ubersicht liber das Vorkommen einzelner Grundstrukturtypen wurde von
Umezawa (2003) beschrieben. Innerhalb einer Pflanze konnten sie in Rhizomen, Wurzeln, Blattern,
Bliten, Friichten und Samen gefunden werden (MacRae und Towers, 1984).
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Lignan-Untergruppe Beispiel
Furan-Typ*

Tab.1.2.: Strukturdiversitat
der Lignane

Unterteilung der Lignane in
Untergruppen mit jeweiligem
Beispiel (nach Umezawa,
2003)
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1.3.1. Pharmakologische Eigenschaften von Lignanen

In Japan und China werden getrocknete Wurzeln und Stangel von Kadsura coccinea (Schisandraceae)
gegen rheumatoide Arthritis, Gastritis, Magen- und Darmgeschwire verabreicht. Friichte von Schisandra
spec. werden als Hepatoprotektivum bei chronisch viraler Hepatitis eingesetzt [Pharmacopoeia of the
People’s Republic of China, 1997] (Lee und Xiao, 2003; Rios et al., 2002). Fir die antivirale und hepato-
protektive Aktivitat werden vor allem die Dibenzocyclooctadiene, wie das Schisantherin D und C, Gomisin
C und N, Wuweizisu C und Kadsuranin verantwortlich gemacht, wobei man den leberschiitzenden Effekt
in der verminderten Bildung von Fettperoxiden vermutet (Kiso et al., 1985; Lee und Xiao, 2003).
Getrocknete Rinden von Fraxinus mandshurica und Fraxinus japonica (Oleaceae) finden Einsatz als
Diuretikum, Antipyretikum, Analgetikum und Antirheumatikum. Sie enthalten eine Mischung aus
Pinoresinol (Furofuran), Olivil (Furan) und Cycloolivil (Aryltetralin) (Lee und Xiao, 2003; Westcott und
Muir, 2003).

Lignanen aus Leinsamen (L. usitatissimum), vor allem Matairesinol, Secoisolariciresinol und deren Glyko-
side, werden eine krebsprotektive Wirkung und eine positive Wirkung auf Menopausen-bedingte
Beschwerden nachgesagt. Sie werden im Zuge der Verdauung durch Darmbakterien in Enterolacton bzw.
Enterodiol umgewandelt und zeigen in dieser Form eine erhdhte Bindungsaffinitat zum Estrogenrezep-
tor B. Diese sog. Phytoestrogene bewirken im menschlichen Organismus eine dem Sexualhormon
Estrogen ahnliche Wirkung und besitzen somit moglicherweise einen vorbeugenden Effekt auf die
Entstehung hormonabhangiger Tumore wie z.B. Brust- oder Prostatakrebs bzw. ersetzen das in der
Menopause fehlende Estrogen. Noch sind die Ergebnisse jedoch widersprichlich und zumindest beim
Verzehr groer Mengen kann ein umgekehrter Effekt nicht ausgeschlossen werden (Kulling und Watzl,
2003).

Bereits vor 500 Jahren wurden von Bewohnern der Himalayaregion und Indianern aus der Region Maine
(Nordamerika) alkoholische Extrakte aus den Wurzeln und Rhizomen von Podophyllum spec.
(Podophyllaceae) zur Behandlung von Schlangenbissen, Verstopfung, Wurmbefall und Blasen herge-
stellt, die auch bei rituellen Selbsttétungen Verwendung fanden (Lee und Xiao, 2003; Westcott und Muir,
2003). Als Hauptinhaltsstoff wurde das Podophyllotoxin (PTOX) identifiziert, ein Aryltetralin mit der
chemischen Bezeichnung - (7a,7°0,8a,8'3)-7-Hydroxy-3’,4’,5’-trimethoxy-4,5-methylendioxy-2,7’-cyclo-
lignano-9’,9-lacton (Schomburg, 2005). Es handelt sich um ein Spindelgift, welches analog zu Colchicin
an a/B-Tubulin-Dimere bindet und somit den Aufbau der Mikrotubuli verhindert, wahrend die
Depolymerisation ungehindert ablauft. Dadurch kann die Teilungsspindel nicht ausgebildet werden. Die
betroffene Zelle arretiert in der G,-Phase des Teilungszyklus und stirbt ab (Canel et al., 2000; Lloyd,
1910; Petersen und Alfermann, 2001; Stahelin und Von Wartburg, 1991). Aufgrund dieser hohen Toxizitat
kann PTOX nur bedingt medizinisch eingesetzt werden und findet transdermale Anwendung in Cremes
(Wartec®) oder Gelen (Condylox®) gegen Genitalwarzen (Condyloma acuminata), die durch den Human-
Papilloma-Virus verursacht werden.

Semisynthetische Derivate des PTOX wie z.B. Teniposid, Etoposid oder Etopophos® sind etablierte
Chemotherapeutika zur Behandlung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms, von Testikularkarzinomen und
des sog. Kaposi Sarkoms (Damayanthi und Lown, 1998). Die Wirkungsweise der Derivate beruht auf der
Hemmung der Topoisomerase Il, was zu DNA-Strangbrichen und der Arretierung der Zellen in der
spaten S- oder frilhen G,-Phase flihrt und schlieRlich das Absterben der Zelle zur Folge hat (Canel et al.,
2000). Weitere Derivate des PTOX befinden sich derzeit in der klinischen Forschung (z.B. GL 331 oder
Top 53), wobei nicht nur auf Einsatz in der Chemotherapie, sondern auch bei rheumatoider Arthritis (z.B.
PH 82, Rheumacon®) und HIV untersucht wird (Lee und Xiao, 2003; Svensson und Pettersson, 2003).
Die selektive HIV-Therapie von PTOX-Analogen beruht vor allem auf der Hemmung der viralen reversen
Transkriptase und Integrase (Apers et al., 2002).
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1.3.2. Podophyllotoxin (und 6-Methoxypodophyllotoxin)

Da PTOX-Derivate wegen ihrer medizinisch kommerziellen Nutzung von Bedeutung sind, besteht eine
standige Nachfrage an PTOX. Eine Totalsynthese der Derivate ware mdglich, jedoch unékonomisch und
so wird PTOX als Synthesestartpunkt bis heute aus Rhizomen von Podophyllum hexandrum (einer Art,
die nur in einigen Regionen des Himalaya beheimatet ist) und P. peltatum (einer nordamerikanischen Art)
isoliert (Canel et al., 2000). Dies fUhrt dazu, dass P. hexandrum inzwischen als bedrohte Art gilt
[Appendix Il der ,Convention for international trades in endangered species” (Cites; World Conservation
Monitoring Centre, 2001)] (Giri and Narasu, 2000; Imbert, 1998).

Die Gehalte an PTOX in P. hexandrum Rhizomen liegen etwa bei 1 - 5 % des TG (Chatterjee, 1952;
Jackson and Dewick, 1984). van Uden et al. (1989) gelang es Suspensionskulturen von P. hexandrum
und Kalluskulturen von P. peltatum mit PTOX-Gehalten zwischen 0,09 bzw. 0,38 % des Trockenge-
wichtes (TG) zu etablieren. Allerdings wuchsen die Kulturen sehr langsam und zeigten eine braune
Verfarbung (Chattopadhay et al., 2003; Giri and Narasu, 2000; Kadkade, 1982). Als alternative PTOX-
Quelle wurde 1975 die Sektion Syllinum aus der Familie der Linaceae entdeckt (Berlin et al., 1986;
Broomhead und Dewick, 1990; Weiss et al., 1975). L. album Pflanzen enthalten etwa 0,0005 % ihres
Frischgewichtes an PTOX, wohingegen Suspensionskulturen bis zu 0,35 % ihres TG an PTOX
akkumulieren kénnen (Empt et al., 2000; Fuss, 2003; Petersen und Alfermann, 2001; Weiss et al., 1975).
Neben PTOX kommt in L. album und anderen Leinarten 6-Methoxypodophyllotoxin (6MPTOX) als weitere
Hauptlignankomponente vor. Der Gehalt an 6MPTOX kann in Suspensionskultur-Zellen mit etwa 0,8 %
des TG hoch sein (Fuss, 2003). Die Toxizitat von 6MPTOX ist mit der des PTOX vergleichbar. Dennoch
wird BMPTOX bisher nicht medizinisch genutzt (Middel et al., 1995). In unserer Arbeitsgruppe wurden in
den letzten zehn Jahren zwolf verschiedene Zellkulturen etabliert und untersucht. Zwei der untersuchten
Zellinien akkumulierten weder PTOX noch 6MPTOX, zwei Linien synthetisierten bis zu 0,35 % PTOX und
acht Linien reicherten bis zu 0,8 % 6MPTOX bezogen auf das TG an (Empt et al., 2000; Federolf et al.,
2006; Fuss et al.,, 2003; Petersen und Alfermann, 2001). Die unterschiedlichen Lignan-Akkumu-
lierungsmuster kommen vermutlich dadurch zustande, dass die Kulturen aus verschiedenen individuellen
Keimlingen, die unterschiedliche Genotypen aufwiesen, initiiert wurden. Da ,hairy root* Kulturen von
L. album ebenfalls hauptsachlich BMPTOX (bis zu 3,5 % ihres TG) anreichern kénnen, kann man davon
ausgehen, dass 6MPTOX das eigentliche Hauptlignan in L. album in-vitro Kulturen ist (Dr. J. Windhovel,
personliche Mitteilung). PTOX als Hauptkomponente scheint eher die Ausnahme zu sein (Empt et al.,
2000; Federolf et al., 2006; Fuss, 2003; Petersen und Alfermann, 2001).

Neben der gezielten Selektion von Zellkulturen wird angestrebt die Biosyntheseleistung der Pflanze fir
PTOX in naher Zukunft durch gezielte Eingriffe oder kiinstliche Nachbildung des PTOX-Syntheseweges
so zu verbessern, dass eine PTOX Akkumulation von Uber 2 % des Trockengewichtes erreicht werden
kann. Dies ist jedoch nur mdglich, wenn man die komplexen Zusammenhange in der Biosynthese des
PTOX kennt. Im folgenden Abschnitt werden daher die bereits bekannten und die noch hypothetischen
Syntheseschritte der Aryltetralin-Lignane vorgestellt.
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1.4. Biosynthese der Aryltetralin-Lignane

1.4.1. Allgemeiner Phenylpropanstoffwechsel

Als Phenylpropanoide werden im Allgemeinen Substanzen bezeichnet, die aus einer Phenolgruppe mit
gebundener C;-Seitenkette bestehen und sich von Phenylalanin oder Tyrosin ableiten (Heldt, 1999).
Phenylalanin und Tyrosin werden Ulber den Shikimat-Chorismat-Weg angeliefert und Uber den ,Allge-
meinen Phenylpropanstoffwechsel in verschiedene Intermediate umgewandelt, die ihrerseits Ausgangs-
punkte fir komplexere Phenole wie z.B. Flavonoide, Stilbene, Styrolpyrone, Cumarine, Lignine und
Lignane sind (Abb. 1.4.).

Da fir die Synthese der Aryltetralin-Lignane die Bildung des Coniferylalkohols entscheidend ist, wird
ausschliellich dieser Syntheseweg beschrieben (in Abb. 1.4. mit blau markierten Pfeilen gekennzeich-
net). Phenylalanin wird nicht-oxidativ durch die Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL; E.C. 4.3.1.5.) in
trans-Zimtsaure Uberflhrt. Dabei handelt es sich um ein stressinduzierbares, 16sliches Tetramer, dessen
Untereinheiten zwischen 77 bis 83 kDa grol3 sind. Die PAL scheint direkt mit der Zimtsaure 4-Hydroxy-
lase assoziiert zu sein (Dixon und Reddy, 2003; Heldt, 1999; Messner et al., 1991; van Firden et al.,
2005). Bei der Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H; EC 1.14.13.11) handelt es sich um ein Cytochrom P450
Enzym, das in para-Position der frans-Zimtsaure eine Hydroxylgruppe einfihrt. Die entstandene
p-Cumarsaure kann entweder Uber p-Cumaroyl-CoA und Kaffeoyl-CoA zu Feruloyl-CoA oder Uber
Kaffesdure und Ferulasdure zu Feruloyl-CoA umgewandelt werden. Alternativ ist auch eine Synthese
Uber Kaffesdure und Kaffeoyl CoA moglich. Die in Abb. 1.4. fett gedruckten Pfeile kennzeichnen die
Schritte, die bisher in L. album Suspensionskulturen nachgewiesen werden konnten (Neumetzler, 2003;
Schonell, 1996; Schwelm, 2001; Windhovel, 2002).

Der tatsachliche Syntheseweg zu Coniferylalkohol ist noch nicht vollstdndig geklart, aber man diskutiert,
dass mdglicherweise einerseits alternative, parallel existierende Synthesewege in ein und derselben
Pflanze bestehen und zum anderen, je nach Pflanzenart, unterschiedliche Wege beschritten werden
kénnten (Dixon und Reddy, 2003). Die Umsetzung von p-Cumarsdure zu Kaffesdure scheint von der
Cumarsaure 3-Hydroxylase (Trans-5-O-(4-Cumaroyl)-D-Chinasaure, C3H; E.C. 1.14.13.36) katalysiert zu
werden. Allerdings bevorzugt dieses Cytochrome P450 Enzym in-vitro Cumaroylshikimat anstelle von
p-Cumarat. Daher postuliert man einen Syntheseweg von p-Cumaroyl CoA tUber Cumaroylshikimat zu
Kaffeoylshikimat und schlief3lich zu Kaffeoyl-CoA (Abb. 1.4. *; Dixon und Reddy, 2003). Die jeweiligen
Zimtsdurederivate, wie z.B. p-Cumarsaure, Kaffesdure oder Ferulasdure werden von der Hydroxy-
zimtsdure CoA-Ligase (4CL; E.C. 6.2.1.12) unter ATP Verbrauch und Bildung einer Thioesterbindung
zwischen Carboxylgruppe und Coenzym A in ihre CoA Ester Uberfiihrt. Diese kénnen von der Cinnamoyl-
CoA:NADP Oxidoreduktase (CCR; E.C. 1.2.1.44) in die entsprechenden Zimtaldehyde Uberfuhrt werden,
die von der Zimtalkohol Dehydrogenase (CAD; E.C. 1.1.1.195) in die korrespondierenden Zimtalkohol-
Derivate umgesetzt werden. Hydroxylgruppen kénnen von O-Methyltransferasen wie der Kaffesaure OMT
(COMT,; E.C. 2.1.1.68) oder Kaffeoyl-CoA OMT (CCoAOMT; E.C. 2.1.1.104) methyliert werden. Durch
Polymerisierung der entstandenen Monolignole p-Cumaryl-, Sinapyl- und Coniferylalkohol kénnen in
Pflanzen Lignine gebildet werden, die jedoch in Zellsuspensionskulturen von L. album nur eine unter-
geordnete Rolle spielen (van Firden, 2004).

1.4.2. Aryltetralin-Lignan Biosynthese

Die Biosynthese der Aryltetralin-Lignane PTOX und 6MPTOX ist noch weitestgehend unbekannt. Der in
Abb. 1.5. dargestellte hypothetische Syntheseweg wurde basierend auf Futterungsexperimenten
radioaktiv markierter Stoffwechselintermediate zu Zellkulturen und Pflanzen unterschiedlicher Spezies
aufgestellt.
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Zwei Molekule Coniferylalkohol werden von der Pinoresinol Synthase zu Pinoresinol verbunden. Es
handelt sich um eine Oxidase, die mit Hilfe des sog. dirigierenden Proteins die Coniferylalkohole stereo-
spezifisch zu (+)-Pinoresinol koppelt (Davin et al., 1997). Nachfolgend Uberfuhrt die Pinoresinol/
Lariciresinol Reduktase (+)-Pinoresinol in einer Zwei-Schritt Reaktion Gber (+)-Lariciresinol in (-)-Secoiso-
lariciresinol (Katayama et al., 1992; von Heimendahl et al., 2005). (-)-Secoisolariciresinol wird durch die
Secoisolariciresinol Dehydrogenase in Matairesinol Uberfiihrt (Umezawa et al., 1990; 1991). Diese
Schritte wurden zunachst in Forsythia intermedia durch Futterungsexperimente aufgeklart (Erdtman,
1933). Jahre spater konnten die beteiligten Enzyme charakterisiert und ihre cDNAs kloniert werden
(Dinkova-Kostova et al., 1996; Gang et al., 1999; Umezawa et al., 1990; Umezawa, 2003). Wahrend in
Podophyllum peltatum cDNAs isoliert werden konnten, die fiir ein dirigierendes Protein und die Secoiso-
lariciresinol Dehydrogenase kodieren, wurden in L. album bisher cDNAs fiir die Pinoresinol/Lariciresinol
Reduktase und die Secoisolariciresinol Dehydrogenase gefunden, aber nicht fir das dirigierende Protein
(Dr. E. Fuss, personliche Mitteilung; von Heimendahl et al., 2005; Xia et al., 2001).

Die Zugabe radioaktiv markierter Vorstufen von Phenylalanin, Zimtsaure, oder Ferulasdure zu Wurzeln
oder Blattern von Podophyllum hexandrum oder P. peltatum resultierten in deren Einbau in PTOX,
4’-Demethyl-PTOX, B-Peltatin, a-Peltatin und 4’-Demethyl-Deoxypodophyllotoxin, mit Matairesinol als
Intermediat. Sinapinsaure, 3,4,5-Trimethoxyzimtsdure und 3,4-Methylendioxyzimtsaure wurden nur
bedingt inkorporiert. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Substitutionen an Position 3 und 4 des
Benzolringes und die Bildung der Methylendioxygruppe erst relativ spat in der Synthese erfolgen
(Broomhead et al., 1991; Jackson und Dewick, 1984). Stockigt und Klischies (1977) fanden bei Forsythia
intermedia ebenfalls keinen Einbau von 3,4-Methylendioxyzimtsdure, wohingegen Seidel et al. (2002)
einen Einbau bei L. album Zellsuspensionskulturen beobachten konnten. Dies fuhrt zu der Frage, ob die
Synthese in allen Pflanzenspezies gleich ablauft, die Synthesereihenfolge je nach Spezies unter-
schiedlich sein kann oder ob pflanzliche Zellkulturen moéglicherweise flexibler in ihrer Substratumsetzung
sind. Sakakibara et al. (2003) fUtterten Sprosse von Anthriscus sylvestris mit methoxy-deuteriertem
Matairesinol, welches zum einen in Pluviatolid und Bursehernin (nicht dargestellt in Abb. 1.5.) und zum
anderen Uber Thujaplicatin, 5-Methylthujaplicatin und 4,5-Dimethylthujaplicatin in Yatein Gberfuhrt wurde.
Fir L. album wurden hierfur jedoch noch keine Hinweise gefunden. Dies gilt auch fir die Umsetzung von
Yatein in Deoxypodophyllotoxin (DOP), die in keiner der untersuchten Pflanzenspezies eindeutig gezeigt
werden konnte.

Die Zugabe von DOP zu Zellkulturen von Podophyllum hexandrum resultierte in der Bildung von PTOX,
wahrend die Zugabe zu Zellkulturen von L. flavum in der Bildung von 6MPTOX endete (van Uden et al.,
1995). Die Gabe von PTOX zu L. flavum Kulturen flhrte zur Synthese des PTOX-Glucosids und nicht zur
Bildung von 6MPTOX (van Uden et al., 1995). Auch in Zellkulturen von L. album scheinen 6MPTOX- und
PTOX-Glucosid die Endstoffwechselprodukte zu sein (Smollny et al., 1998). DOP konnte somit ein
Verzweigungspunkt fir die Bildung von PTOX bzw. 6MPTOX sein, dies konnte fir L. spec jedoch noch
nicht nachgewiesen werden. Die Umsetzung von DOP zu B-Peltatin konnte in L. flavum und L. nodiflorum
enzymatisch gezeigt werden. Die Hydroxylgruppe an Position 6 wird durch ein Cytochrom P450 Enzym
eingefugt, der sog. Deoxypodophyllotoxin 6-Hydroxylase (DOP6H; Kuhlmann et al., 2002; Molog et al.,
2001). Die Methylierung der noch freien OH-Gruppe erfolgt im Anschluss durch die B-Peltatin
6-O-Methyltransferase (BP60OMT), die ebenfalls in L. nodiflorum gefunden und charakterisiert wurde
(Kranz und Petersen, 2003). Noch fehlen Hinweise auf die Enzyme, die fir die Hydroxylierung an
Position 7 des DOP zu PTOX bzw. des B-Peltatin-A-Methylethers zu 6MPTOX verantwortlich sind
[bezeichnet als B-Peltatin-A-Methylether 7-Hydroxylase (PAM7H) und Deoxypodophyllotoxin 7-Hydroxy-
lase (DOP7H)]. A. Henges (1999) fand Hinweise, dass es sich bei der DOP7H um ein Cytochrom P450
Enzym handeln koénnte, aber aufgrund von Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit der Enzymteste,
sind diese Ergebnisse nicht eindeutig.
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Abb.1.4.: Hauptelemente des , Allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels”

Blau markierte Pfeile kennzeichnen den vermuteten Hauptsyntheseweg zu Coniferylalkohol, dem Ausgangsmolekiil
der Aryltetralin-Lignan Synthese. Nicht alle dargestellten Schritte wurden bisher in L. album nachgewiesen, die
bekannten sind durch fett gedruckte Pfeile dargestellt. 1: Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL); 2: Tyrosin
Ammonium Lyase (einige Graser); 3: Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H); 4: Hydroxylasen (z.T. noch unbekannt); 4a:
Zimtsaure 3-Hydroxylase (C3H); 4b: Ferulat 5-Hydroxylase (F5H); 5: Hydroxyzimtsdure CoA-Ligase (katalysiert
vermutlich alle angegebenen Reaktionen) (4CL); 6: O-Methyltransferasen (z.T. noch unbekannt); 6a: Kaffeesaure/5-
Hydroxyferulasaure O-Methyltransferase (COMT); 6b: Kaffeoyl-CoA O-Methyltransferase (CCoAOMT); 7: Cinnamoyl-
CoA:NADP Oxidoreduktase (CCR); 8: Zimtalkohol oder Sinapylalkohol Dehydrogenase (CAD/SAD); 9: Chalcon
Synthase; 10: Chalcon Isomerase; 2xM: Reaktion bendtigt zwei Molekiile Malonyl-CoA; 3xM: Reaktion bendtigt drei
Molekiile Malonyl CoA; ?: Enzymreaktion spekulativ; *: moglicherweise Umweg Uber den Chinasaure/Shikimat-Weg;
(Abb. modifiziert nach Humphreys und Chapple, 2002; Lewis et al., 1998)
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Abb. 1.5.: Hypothetischer Biosyntheseweg von PTOX und 6MPTOX

Zwei Molekiile Coniferylalkohol werden bendétigt, um die Aryltetralinsynthese zu initiieren. Die meisten dargestellten
Schritte wurden in Forsythia intermedia (Coniferylalkohol bis Matairesinol) und Anthriscus sylvestris (Matairesinol bis
Yatein) gefunden. Blau gedruckte Pfeile kennzeichnen Reaktionsschritte, die in L. album (1,2), L. flavum (5) und
L. nodiflorum (6) detektiert wurden. 1: Pinoresinol Synthase (PS); 2: Pinoresinol/Lariciresinol Reduktase (PLR); 3:
Secoisolariciresinol Dehydrogenase (SDH); 4: postulierte Deoxypodophyllotoxin 7-Hydroxylase (DOP7H); 5: Deoxy-
podophyllotoxin 6-Hydroxylase (DOP6H); 6: B-Peltatin 6-O-Methyltransferase (BP60OMT); 7: postulierte B-Peltatin-A-
Methylether 7-Hydroxylase (PAM7H); 8: Glycosyltransferase (unbekannt); A.s.: Schritte gefunden in Anthriscus
sylvestris; ?: spekulative Umsetzung (Abb. modifiziert nach Fuss, 2003; Umezawa, 2003).
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1.5. Typische Enzymklassen in der Sekundarmetabolit-Synthese

An der Synthese der Aryltetralin-Lignane PTOX und 6MPTOX sind neben CoA-Ligasen, Reduktasen und
Dehydrogenasen, vor allem Hydroxylasen, Methyltransferasen und Glycosyltransferasen beteiligt. Auf
letztere wird im folgenden Abschnitt naher eingegangen.

1.5.1. Hydroxylasen

1.5.1.1. Cytochrom P450 Monooxygenasen

Die Bezeichnung Cytochrom P450 (CYP; E.C. 1.14.13., 1.14.14., 1.14.15.) kennzeichnet eine grolte
Familie von Ham-thiolierten, mischfunktionellen Monooxygenasen, die neben Hydroxylierungsreaktionen,
Methylendioxybriicken- und Ringschlussbildungen, Epoxydierungen, N-, S- und O-Dealkylierungen,
N-Oxidierungen, Sulfoxidierungen, Dehydrogenierungen und Deaminierungen katalysieren kdnnen.
Hydroxylierungsreaktionen werden im Fall der Aryltetralin-Lignan Biosynthese von der C4H, C3H und
DOP6H katalysiert. Zusatzlich kann vermutet werden, dass die Umsetzungen von Matairesinol zu
Thujaplicatin (Hydroxylierung), 4,5-0,0-Dimethylthujaplicatin zu Yatein (Methylendioxybriickenbildung)
und Yatein zu DOP (Ringschluss) mdglicherweise CYP abhéangig verlaufen. Die Frage, ob die Synthese
von DOP zu PTOX und PAM zu 6MPTOX ebenfalls CYP abhangig ist, soll in dieser Arbeit untersucht
werden.

Bei der Namensgebung steht P fiir Pigment und ,450“ gibt an, dass bei 450 nm in Anwesenheit von CO
eine starke Absorptionsbande (,Soret-Peak®) existiert (Kleinig und Mayer, 1999; Omura und Sato, 1964).
Bei den zu katalysierenden Reaktionen handelt es sich um komplexe Elektronenibertragungen, die tUber
mehrere Proteinkomponenten erfolgen. Je nach Elektronentranfer kann man CYPs in vier verschiedene
Klassen unterteilen. Klasse | umfasst I8sliche bakterielle und mitochondriale CYPs aus Wirbeltieren, die
die Elektronen von NAD(P)H uber eine FAD-haltige Redoxin Reduktase und ein Redoxin auf das CYP
Ubertragen. In Klasse Il werden mikrosomale, membrangebundene eukaryotische und einige bakterielle
CYPs eingeordnet, die die Elektronen von NADPH Uber die NADPH:Cytochrom P450 Reduktase (FAD-
und FMN-haltig; E.C. 1.6.2.4), oder in manchen Fallen Uber Cytochrom bs, erhalten. Klasse Il beinhaltet
eukaryotische CYPs, die ohne Elektronendonor und Sauerstoff auskommen und Klasse IV pilzliche
CYPs, die die Elektronen direkt von NAD(P)H erhalten (Nelson et al., 1993; Werck-Reichhart und
Feyereisen, 2000; http://metallo.scripps.edu/promise). Bei mikrosomalen CYPs (Klasse Il) der ER-
Membran (Membran des endoplasmatischen Retikulums) der menschlichen Leber nimmt man an, dass
sechs bis acht CYPs ein ,Cluster um eine zentrale Reduktase bilden kdnnen (Abb. 1.6.).

HsC

Porphyrin-
cooH

Abb. 1.6.: Elektronentransportkette membrange- Abb. 1.7.: Eisen-Protoporphyrin IX
bundener, mikrosomaler, CYPs der Klasse Il bestehend aus vier Pyrrolringen, die ein Eisen-
Dargestellt ist der moglicher Elektronenfluss an der ER- lon komplexieren. Das Eisen ist mit zwei
Membran von NADPH Uber die NADPH:Cytochrom weiteren Liganden an der fiinften und sechsten
P450 Reduktase zu CYP, oder alternativ iber NADH, Koordinationsstelle an einen Cystein-Rest des
Cytochrom bs und die NADH:Cytochrom bs Reduktase Apoproteins und Sauerstoff gebunden. (Abb.
(aus Donaldson und Luster, 1991). modifiziert nach Gasteiger und Schunk, 2003)
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Ein Eisen-Protoporphyrin IX (Hadm-Chromophor Typ b), welches Uber ein hoch konserviertes Cystein
gebunden ist, ist Empfanger der Elektronen am CYP-Protein (Abb. 1.7.). Die Verankerung in der ER-
Membran erfolgt N-terminal Gber 17 - 29 hydrophobe Aminosauren.

Die Benennung und Einteilung von CYPs erfolgt zusatzlich nach ihrer Aminosaure-Sequenz in Familien
und Unterfamilien. Sequenzhomologien Gber 40 % kennzeichnen Familien-, Uber 55 % Unterfamilien-
zugehodrigkeit und tber 97 % allelische Varianten (Nelson et al., 1996; Werck-Reichhart et al., 2002). Es
gibt ca. 711 verschiedene Familien, die mehr als 6051 CYP-Sequenzen enthalten, davon 97 pflanzliche
Familien mit ca. 1932 CYP-Sequenzen (http://drnelson.utmem.edu/ P450.stats.2006.htm).

Die Sequenzidentitat innerhalb der pflanzlichen CYPs (Mw 45 - 65 kDa) ist duBerst gering (< 20 %). Die
ersten 17 - 29 Aminosauren des N-Terminus sind hydrophob und dienen der Verankerung des Proteins in
die ER-Membran (Abb. 1.8.). Es folgt die sog. ,Hinge“-Region, bestehend aus einem ,Cluster” basischer
und Prolin-reicher Aminosauren [Konsensussequenz (P/I)PGPx(G/P)xP], die I-Helix, die ,ERR"“Triade
und die Ham-Binderegion (Durst und Nelson, 1995; Schuler, 1996; Werck-Reichhart et al., 2002). Die
I-Helix kodiert die Sauerstoffbinde- und -aktivierungsstelle [Konsensussequenz (A/G)Gx(E/D)T(T/S)]. Die
»,ERR"-Triade [Konsensussequenz ExxR......R] hilft vermutlich bei der Stabilisierung und Positionierung
des Hams in der Bindetasche und beinhaltet die Aminosauren Glutaminsaure und Arginin aus der
Konsensussequenz ,KETLR® und Arginin aus der Konsensussequenz ,PERF* (Hasemann et al., 1995;
Werck-Reichhart et al., 2002). Die Ham-Binderegion [Konsensussequenz FxxGxRxCxG] enthalt das
absolut konservierte Cystein zur Bindung des Eisen-Protoporphyrins.

Membrane

anchor Globular domain 500 aa
Hinge

| [ 1

mmmmmm  membrane targeting
hydrophobic segment

cluster of basic residues

cluster of prolines
(often PPGP)

A/G-G-X-E/D-T-T/S "E-X-X-R...... R"F-X-X-G-X-R-X-C-X-

oxygen binding and activation = ERR triad heme binding

Abb. 1.8. Konservierte Sequenzmotive [
in CYPs (Werck-Reichhart et al., 2002). P(E)R(F) = clade signature

Mittels Rontgenkristallographie konnten mehrere CYPs strukturell aufgeklart werden, darunter die
bakteriellen: P450..,, (CYP101) aus Pseudomonas putida, P450gy.3 (CYP102) aus Bacillus megaterium
und P450,, (CYP108) aus Pseudomonas spec.; und die eukaryotischen: P450.,s (CYP107A1) aus
Saccharomyces erythraea, CYP2C5 aus Oryctolagus cuniculus (Abb. 1.9. a)), CYP2C9 aus Homo
sapiens und P450,. (CYP55) aus Fusarium oxysporum (Cupp-Vickery und Poulos, 1995; Hasemann et
al., 1994; Poulos et al., 1987; Ravichandran et al., 1993; Williams et al., 2000; Williams et al., 2003). Die
Topologie der P450c,m, P450, und P450gy3 wurden miteinander verglichen. Das Faltungsmuster, die
Ham-Bindestelle und die Interaktionsstelle zur NADPH:Cytochrom P450 Reduktase sind hoch konser-
viert (Abb. 1.9. b)). In der I-Helix konnten lediglich geringe lokale Unterschiede gefunden werden (Hase-
mann et al., 1995).
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Cytosol

ER-Membran

Abb. 1.9.: Tertiarstruktur zweier CYPs

a) CYP2C5 aus Oryctolagus cuniculus: B-Faltblatter liegen hauptsachlich an der ER-Membran, wahrend die
a-Helices in Richtung Cytosol zeigen; der Transmembranbereich fehlt in dieser Abb. (wurde zur Kristallisation
abgespalten); die I-Helix liegt nahe der Substratbindestelle; Ham ist in orange abgebildet und ein potentielles
Substrat in gelb; die Riickseite des Proteins vermittelt den Kontakt zu Redoxpartnern und dem Elektronentransfer;
der Substratzugang erfolgt vermutlich nahe der ER-Membran an den Helices G und F (Werck-Reichhart et al., 2002);
b) Konsensusvergleich eines theoretischen Modells des CYP83B1 aus Arabidopsis thaliana (berechnet mit
CPHmodels 2.0) und CYP2C5 aus Oryctolagus cuniculus; CYP83B1 ist in griin dargestellt, CYP2C5 in blau; rote
(CYP83B1) bzw. pinkfarbene (CYP2C5) ,ball and stick“-Bereiche kennzeichnen die PxRx, K-Helix und Ham-
Binderegionen; gebundene Liganden an CYP2C5 sind gelb markiert (Ham, Samarium-lon und Sulfat-lon);
(http:\\www.p450.kvl. dk/gallery/).

Substrat-,Docking“ Studien an Modellen zeigen, dass die Position des aktiven Zentrums ebenfalls
konserviert ist. Ferner kann man darauf schlieRen, dass ein gemeinsamer katalytischer und Substrat-
bindender Mechanismus existiert (Rupasinghe et al., 2003). Hydroxylierende Reaktionen kénnen wie folgt
formuliert werden:

RH + O, + NADPH ===  ROH + H,0 + NADP"

Ein Sauerstoffatom wird Uber Radikalbildung von molekularem Sauerstoff auf das Substrat Gbertragen
und eines auf Wasser. Der katalytische Reaktionszyklus ist dabei komplex (Abb. 1.10.).

Im Ruhezustand (I) liegt das Eisen als Fe(lll)-,low-spin“-Komplex vor. Durch Bindung des Substrates an
Fe®* geht dieses in den ,high-spin“-Zustand (ll) dber und wird zu Fe®* reduziert. Das fehlende Elektron
wird von NADPH Uber die NADPH:Cytochrom P450 Reduktase nachgeliefert (lll). Die Bindung von
molekularem Sauerstoff fiihrt zur Bildung eines CYP-Dioxygen Komplexes (IV), der durch ein zweites
Reduktionsaquivalent aktiviert und zu einem Peroxo-Fe* (VI) wird. Protonierung und Spaltung der O-O
Bindung setzt ein Molekll Wasser frei und hinterlasst den reaktiven Fe3+—O—KompIex (VII). Dieser greift
radikalisch am gebundenen Substrat an, Ubertragt sein O-Radikal unter Ubernahme eines H-Radikals
des Substrates und bildet so die alkoholische Gruppe aus (Abb. 1.10.).
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e‘" Zustand V wird unter Anwesenheit von CO (,Soret-Peak”

Fa 7.
S o bei 450 nm) erreicht (Groves und Han, 1995); seltene
o e k Reaktionswege (von Il nach VII) kénnen beschritten

H%/v \\K\ Abb. 1.10.: Katalytischer Reaktionszyklus von CYPs
ﬁ g Beschreibung der Zustande | - IV, VI - VII siehe Text;
& +

werden, wenn z.B. Alkyl-Hydroperoxide, Hydrogen-
peroxide, Peroxysauren, NalOs oder NaClO, anwesend

o\f/? o g sind; (http://metallo.scripps.edu /promise/ P450.html)
Fe
| \Cys‘\ o % \W\S\&\\ il

I\WS \Cys

1.5.1.2. Dioxygenasen / Peroxidasen

A. Henges postulierte (1999), dass die Hydroxylierung an Position 7 des DOP zu PTOX maéglicherweise
von einem CYP Enzym katalysiert wird. Ausgehend von bekannten CYP-Hydroxylierungsreaktionen (z.B.
C4H, C3H, F5H oder Tabersonin 16-Hydroxylase) bevorzugen CYPs C-Atome mit Doppelbindungen zu
benachbarten C-Atomen fiir eine substratspezifische Umsetzung. Es Iasst sich daher vermuten, dass die
DOP7H Reaktion auch von einer anderen Enzymklasse katalysiert werden kdnnte, wie z.B. Nicht-Ham-
abhangigen Monooxygenasen, Cu-abhéngigen Monooxygenasen, flavin-abhdngigen Monooxygenasen,
Dioxygenasen oder Peroxidasen. Dioxygenasen und Peroxidasen werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Dioxygenasen sind eine aulerst heterogene Enzymklasse. Sie katalysieren Reaktionen, bei denen
beide Atome von molekularem Sauerstoff in ein Substrat eingebaut werden. Wahrend intramolekulare
Dioxygenasen beide Sauerstoffatome in das gleiche Substrat einbauen, werden bei intermolekularen die
Sauerstoffatome auf zwei verschiedene Substrate Ubertragen. Die Heterogenitat dieser Gruppe bezieht
sich auf die unterschiedlichen Reaktionen die katalysiert werden, die Sequenzunterschiede und die
Erfordernisse an prosthetischen Gruppen, Cofaktoren oder Metallionen. Neben Hydroxylierungen kdnnen
Aromatspaltungen, Oxidationen von ungesattigten Fettsauren, Ringschlisse und Etherspaltungen
katalysiert werden. Als prosthetische Gruppen kommen Fe-S-Cluster (z.B. Rieske Oxidasen aus
Bakterien), Ham- (z.B. Tryptophan-2,3-Dioxygenase) oder Flavin-Gruppen (z.B. 2-Methyl-3-hydroxy-
pyridin-5-carboxyl-Dioxygenase), Cosubstrate/Cofaktoren wie z.B. a-Ketoglutarat und/oder Metallionen
wie Kupfer, Mangan, Kobalt oder Eisen zum Einsatz (Ishimura et al., 1970; Sparrow et al., 1969;
Westendorf, 2005). Daher kann man Dioxygenasen grob in drei Kategorien einteilen: Dioxygenasen mit
Ham-koordinierten Metallionen, Dioxygenasen ohne Ham-koordinierte Metallionen und Dioxygenasen
ohne Metallionen [z.B. 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-Dioxygenase aus Pseudomonas putida (Bauer et al.,
1994)].

In die Gruppe der Dioxygenasen ohne Ham-koordinierte Metallionen gehdren beispielsweise die Lip-
oxygenasen und a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen. Die Reaktionsbreite der zu katalysierenden
Reaktion ist innerhalb einer Kategorie sehr grof3, ebenso wie die Koordination der assoziierten Metall-
ionen. Bei den Lipoxygenasen (Fe®*) erfolgt die Bindung Uiber drei Histidine, ein Isoleucin und ein Aspara-
gin, wahrend sie bei den a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenasen Uber zwei Histidine und einen Aspara-
ginsaure-Rest erfolgt (Boyington et al., 1990; Elkins et al., 2002; Hegg et al., 1999; Minor et al.,1996). Der
Reaktionsmechanismus kann entweder Uber einen nukleophilen (z.B. bei extradiolischen Catechol-
Dioxygenasen), elektrophilen (z.B. bei intradiolischen Catechol-Dioxygenasen) oder radikalischen Angriff
(z.B. bei Lipoxygenasen) erfolgen (Egmond et al., 1977).
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Abb. 1.11.: Sequenzvergleich (ClustalW) von sechs pflanzlichen Dioxygenasen

FLS - Flavonol Synthase aus Petunia hybrida (accession no. Q07512), ANS - Anthocyanidin Synthase aus
Arabidopsis thaliana (accession no. 1GP6_A), Gi3H - Gibberellin 38-Hydroxylase aus Nicotiana tabacum (accession
no. BAA89316), De4H - Desacetoxyvindolin 4-Hydroxylase aus Catharanthus roseus (accession no. AAC49827),
Hy6H - Hyoscyamin 68-Hydroxylase aus Hyoscyamus niger (accession no. BAA05630), F3H - Flavonon 3-Hydroxy-
lase aus Petunia hybrida (accession no. Q07353); rot markierte Bereiche - identische Aminosauren, gelb markierte
Bereiche - Ahnlichkeiten in der Aminosauresequenz.

a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen sind bei der Protein Modifikation (z.B. Prolyl 4-Hydroxylase), der
Reparatur alkylierter DNA oder RNA (z.B. ALKB aus Escherichia coli), der Biosynthese von Antibiotika
(z.B. Clavaminat Synthase), dem Lipidmetabolismus (z.B. &-N-Trimethyl-L-Lysin-Hydroxylase aus dem
Carnitinstoffwechsel) oder dem pflanzlichen Sekundarstoffwechsel involviert (Hausinger, 2004). Mehrere
Enzyme, die an der Flavonoid- (Flavanon-38-Hydroxylase, Flavon Synthase |, Flavonol Synthase,
Anthocyanidin Synthase, Flavonoid 6-Hydroxylase), Gibberellin- (Gibberellin 7-Oxidase, Gibberellin
20-Oxidase, Gibberellin 3-Hydroxylase) und Alkaloidsynthese (Desacetoxyvindolin 4-Hydroxylase,
Hyoscyamin-68-Hydroxylase) involviert sind, wurden bisher kloniert (Britsch et al., 1992; Frey et al., 2003;
Hausinger, 2004; Hedden, 1999; Itoh et al., 1999; Kanegae et al., 1994; Martens et al., 2001; Prescott et
al., 2002; Vazquez-Flota et al., 1997; Wilmouth et al., 2002). Abb. 1.11. gibt einen Uberblick tber die
Ahnlichkeit einiger der soeben erwahnten Proteinsequenzen.

Peroxidasen lassen sich in zwei Grofligruppen unterteilen. In Thiolperoxidasen (Peroxiredoxine), die
phylogenetisch in funf Untergruppen eingeteilt werden (1-Cys, 2-Cys, Typ I, Typ Q und Glutathion
Peroxidase) und Ham-Peroxidasen (Rouhier und Jacquot, 2005). Thiolperoxidasen sind intrazellular zu
finden, auch in Chloroplasten und Mitochondrien. Sie sind am Schutz des Photosynthese- und Atmungs-
apparates vor reaktiven Sauerstoffspezies und moglicherweise an der Signallbertragung bei biotischem
oder abiotischem Stress, in dem Peroxide, Peroxynitrite, Hydroperoxide oder Lipidperoxide reduziert
werden kénnen, beteiligt (Dietz, 2003).
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Ham-Peroxidasen gliedern sich in die Gruppe der tierischen und die Gruppe der Pilz/Bakterien/Pflanzen
Peroxidasen. Die zuletzt genannte Gruppe wird phylogenetisch in die Klassen | - lll aufgeteilt (Passardi et
al., 2005; Welinder et al., 2002). Klasse | umfasst intrazellulare Peroxidasen, wie die mitochondriale
Cytochrom ¢ Peroxidase aus Hefe (E.C. 1.11.1.5), die in Chloroplasten und Cytosol vorkommende Ascor-
bat Peroxidase aus Pflanzen (E.C. 1.11.1.6) und die Catalase Peroxidase aus Bakterien (E.C. 1.11.1.11).
Sie haben vor allem die Aufgabe Peroxide zu entfernen und so den jeweiligen Organismus vor toxischen
Peroxiden zu schitzen (Welinder et al., 2002; http://metallo.scripps.edu/promise /FPBPEROXIDASE.
html). In Klasse Il sind verschiedene Lignin-abbauende und Mangan-abhangige Ham-Peroxidasen aus
Pilzen eingeordnet. In Klasse lll befinden sich die pflanzlichen Peroxidasen, die Uberwiegend extra-
zelluldr wirksam sind. Sie katalysieren z.B. die Oxidation von toxischen Substanzen und sind an der
Lignin Polymerisierung, dem Zellwandaufbau und dem Auxin Katabolismus beteiligt. In Arabidopsis
thaliana wurden 71 Gene gefunden, die eine N-terminale ER-Zielsequenz fiir den Transport in das
extrazelluldre Lumen tragen, wahrend 10 Gene eine C-terminale Sequenz zum Transport in die Vakuole
haben. Dabei handelt es sich zumeist um Monomere Glykoproteine, die vier konservierte Disulfidbriicken
und zwei komplexierte Ca”*-lonen enthalten. Neben dem Protoporphyrin IX mit zentralem Fe® Zentralion,
kénnen auch Cytochrom ¢ Ham-Typen mit zentralem Selen- oder Vanadium-Zentralion vorkommen
(Welinder et al., 2002; http://metallo.scripps.edu/promise/FPBPEROXIDASE.html).

Die 3D-Strukturen mehrerer Peroxidasen sind inzwischen bekannt - z.B. die Cytochrome ¢ Peroxidase
aus Saccharomyces cerevisiae (Goodin und McRee, 1993), die Mangan Peroxidase aus Arthromyces
ramosus (Kunishima et al., 1993), die Peroxidase aus Arachis hypogaea (Schuller et al., 1996), die
Peroxidase aus Armoracia rusticana (Meerrettich Peroxidase; Carlsson et al., 2005) und die Lignin
Peroxidase aus Phanerochaete chrysosporium (Blodig et al., 2001). Sie lassen eine gemeinsame Archi-
tektur erkennen, welche aus einer distalen H,O,-Bindetasche mit den konservierten Aminosauren Arginin
(Bereich 38 - 52), Tryptophan/Phenylalanin (Bereich 41 - 55) und Histidin (Bereich 42 - 56) und der
proximal liegenden Ham-Bindetasche mit den Aminosauren Histidin (Bereich 163 - 184), Phenylalanin
/Leucin/Tryptophan (Bereich 190 - 221) und Asparaginsaure (Bereich 208 - 247) besteht (http://metallo.
scripps.edu/promise/FPBPEROXIDASE.html). Das Eisen-Protoporphyrin IX (Hdm-Chromo-phor Typ b) ist
Uber den Histidin-Rest gebunden. Die Bindung von Substrat erfolgt bei Peroxidasen (im Vergleich zu
CYPs) relativ nah an der Oberflache des Proteins, wodurch z.B. Hydroxylierungsreaktionen mehr oder
weniger substrat-unspezifisch katalysiert werden kdnnten (Li und Poulos, 1994). Dabei ist anzumerken,
dass Hydroxylierungen durch Peroxidasen noch relativ wenig untersucht sind. Mason et al. (1957)
beschreiben die Aktivierung von molekularem Sauerstoff und dessen anschlieRendem Einbau in Form
einer unspezifischen aromatischen Hydroxylierung durch Peroxidasen. Aulder Sauerstoff bendtigt diese
Reaktion zusatzlich Dihydroxyfumarat als Elektronendonor.

1.5.2. O-Methyltransferasen

O-Methyltransferasen (OMTs) sind Enzyme, die meist stereospezifisch eine Methylgruppe von
S-Adenosyl-Methionin (SAM) auf die Hydroxylgruppen des Akzeptormolekiils Ubertragen, wobei ein
Methylether-Derivat und S-Adenosyl-Homocystein (SAH) entstehen. Akzeptormolekule sind im Fall der
Aryltetralin-Lignan Synthese die Phenylpropanoide, wie Kaffesaure, Kaffeoyl-CoA, Kaffeylalkohol oder
-aldehyd, moglicherweise die Thujaplicatine (Thujaplicatin, Methylthujaplicatin) und B-Peltatin.

Ibrahim et al. (1998) teilten die Methyltransferasen nach ihrer Substratspezifitdt und nach dem Grad der
Sequenziibereinstimmung in drei verschiedene Klassen mit Untergruppen ein. Bei dieser Gruppierung,
bei der 26 Methyltransferasen verglichen wurden, ist nicht berlicksichtigt, dass es bi- bzw. multifunktio-
nelle Enzyme gibt (Gauthier et al., 1998; Frick und Kutchan et al., 1999; Schroder et al., 2002). So kon-
nen die Kaffesaure/5-Hydroxyferularsaure (COMT) und Kaffeoyl-CoA O-Methyltransferase (CCoAOMT)
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ein relativ groRes Substratspektrum methylieren. Mit variabler Aktivitdt kdbnnen z.B. von der COMT an
aromatischen Ringen die freien Sauren (z.B. Kaffeesaure), Aldehyde (z.B. Hydroxyconiferylaldehyd) und
3-Hydroxy- oder 3,5-Dihydroxyalkohole (z.B. Kaffeylalkohol) umgesetzt werden (Eckardt, 2002). Joshi
und Chiang (1998) und Noel et al. (2003) teilen pflanzliche OMTs in zwei Klassen ein. Klasse | enthalt
Mg2+-abhéngige OMTs mit niedrigen Molekulargewichten (23 - 28 kDa), die als Homodimere vorliegen. In
diese Klasse sind vor allem CCoAOMTs eingeordnet. Klasse Il setzt sich aus OMTs zusammen, deren
Molekulargewichte zwischen 38 - 43 kDa liegen und die keine zweiwertigen Kationen fir die katalytische
Aktivitat bendtigen. Sie liegen ebenfalls als Homodimere vor und ihre Einordnung erfolgte vor allem auf
Grund von Sequenz-Ahnlichkeiten, ihrer Lange und den Abstdnden zwischen den konservierten
Bereichen. Insgesamt wurden dabei 43 OMTs aus verschiedenen Pflanzen verglichen und drei konser-
vierte Sequenzbereiche, die vermutlich an der SAM-Bindung beteiligt sind, im C-Terminus gefunden
(Joshi und Chiang, 1998). Ibrahim et al. (1998) bezogen fir ihre Aufstellung OMT-Sequenzen aus dem
Lignin-, Flavonoid-, Furanocumarin- und Alkaloidstoffwechsel ein, zusammen mit einigen OMTs aus
Bakterien, Pilzen und Saugern. Sie postulierten ihrerseits flinf hoch konservierte Regionen im Bereich
des C-Terminus. Die Kristallisation der Chalcon, Isoflavon und Kaffesdure/5-Hydroxyferulasaure OMTs
aus Medicago sativa lieferte weitere Hinweise auf die Bindestellen fir SAM und Substrat und die
katalytischen Reste (He und Dixon, 1996; Maxwell et al., 1992; Zubieta et al., 2001; Zubieta et al., 2002).

Der Mechanismus der Methylgruppenibertragung erfolgt vermutlich Gber zwei konservierte Methionin-,
einen Histidin- und zwei Glutaminsaure-Reste. Die Methionin-Seitenketten orientieren das aromatische
Ringgerist des Substrates in Richtung des SAM und der katalytischen Domane, wahrend das Histidin,
das mit den beiden Glutaminsauren Uber Wasserstoffbriicken interagiert, die Hydroxylgruppe deproto-
niert. Uber einen nukleophilen Angriff des Phenolat-Anions an der positiv geladenen Methylgruppe des
SAM kommt es zur Ubertragung dieser auf das Substrat (Zubieta et al., 2001).

1.5.3. Glycosyltransferasen

Glycosyltransferasen sind Enzyme, die ein Nucleotid-aktiviertes Monosaccharidmolekil auf ein Substrat-
molekul Ubertragen kénnen, wobei ein glycosyliertes Produkt, Diphosphat und Wasser entstehen.
Glycosyltransferasereaktionen erfolgen hauptsachlich an freien Hydroxyl- oder Carboxylgruppen, kénnen
aber auch an S-, N-, oder C-Atomen erfolgen. Als Monosaccharideinheiten knnen Glucose, Rhamnose,
Galactose, Xylose, Rutinose oder Neohesperidosen mit dem Akzeptormolekil glykosidisch verbunden
werden (Lorenc-Kukula et al., 2004). Akzeptormolekule kdnnen im Fall der Aryltetralin-Lignansynthese
prinzipiell alle Substanzen mit freien OH-Gruppen sein, wie z.B. die Verbindungen des Phenylpropan-
stoffwechsels, Pinoresinol, Lariciresinol, Secoisolariciresinol, Matairesinol, PTOX, B-Peltatin und
6MPTOX. Durch die Glycosylierung wird die Wasserldslichkeit erhéht, was vor allem bei Substanzen
wichtig ist, die in bestimmten Kompartimenten akkumuliert werden (z.B. der Vakuole), aber sie kann auch
bei der Stabilisierung von z.B. flichtigen Substanzen oder der Regulierung einiger pflanzlicher Hormone
(z.B. Indolessigsaure) bedeutend sein.

Glycosyltransferasen werden auf Grund ihrer Sequenzahnlichkeiten, Signaturmotive und der Stereo-
chemie der glycosidischen Verbindung, sowie deren Zielspezifitat, in etwa 78 Familien eingeordnet (Kim
et al., 2006; EC 2.4.1.x.). Es handelt sich, abgesehen von wenigen Ausnahmen, um lésliche Enzyme mit
einem Molekulargewicht von etwa 45 - 60 kDa.

18



Einleitung

1.6. Ziele dieser Arbeit

Die ,spaten“-Schritte in der Biosynthese der Aryltetralin-Lignane sind noch weitestgehend unbekannt.
Von DOP ausgehend konnten bisher nur die Enzyme DOP6H und BP60OMT in L. nodiflorum und
L. flavum biochemisch charakterisiert werden. In dieser Arbeit werden die ,spaten“-Schritte der
Aryltetralin-Lignanbiosynthese zweier Zellsuspensionskulturen von L. album biochemisch, phytochemisch
und molekularbiologisch vergleichend untersucht. Dabei lag der Hauptfokus dieser Arbeit auf der Suche
nach den DOP7H und PAM7H Reaktionen.

Fur die Untersuchungen wurden zwei verschiedene L. album Zellsuspensionskulturen verwendet. Von
der Zellinie 6M war bekannt, dass sie Uberwiegend 6MPTOX akkumuliert (Neumetzler, 2003), wahrend
Linie PT Uberwiegend PTOX bildet (Garden, 2004). Eine vergleichende Charakterisierung sollte zunachst
klaren, wie das unterschiedliche Lignanakkumulierungsmuster zustande kommt.

Enzymatik

Die enzymatischen Aktivitadten der DOP6H und BP60OMT sollten in Zellkulturen von L. album erstmals
nachgewiesen, sowie ihre spezifischen enzymatischen Aktivitdten Uber den Kulturverlauf verfolgt werden.
Desweiteren sollten ihre spezifischen Eigenschaften wie pH- und Temperaturabhangigkeit und die
Michaelis-Menten Kinetiken in Proteinrohfraktionen ermittelt werden.

Phytochemie / Enzymatik

Die Enzyme PAM7H und DOP7H, die fur die Hydroxylierung an Position 7 des DOP zu PTOX bzw. des
B-Peltatin-A-Methylethers zu 6MPTOX verantwortlich sind, konnten bisher noch nicht identifiziert werden.
Aus diesem Grund sollten Hinweise auf die Art dieser Hydroxylierungsreaktionen bzw. der dabei
involvierten Enzyme gefunden werden. Die bisherigen Ergebnisse von A. Henges sollten dabei als
Startpunkt fir umfangreiche Biotransformationsexperimente und enzymatische Teste dienen.

Proteomics

Die Tatsache, dass Linie 6M bzw. PT unterschiedliche Lignanakkumulierungsmuster aufweisen, deutet
darauf hin, dass zumindest einige wesentliche Unterschiede auf enzymatischer Ebene bestehen. Die
beiden Zellinien sollten aus diesem Grund proteinanalytisch untersucht werden und differentielle Protein-
banden einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen werden. Dies sollte dazu dienen, Sequenz-
informationen von Enzymen zu erhalten, die an diesen Sekundarstoffwechselprozessen beteiligt sein
konnten.

Molekularbiologie

Das unterschiedliche Lignanakkumulierungsmuster beider Zellinien sollten auch molekularbiologisch
untersucht werden. Mit Hilfe der Suppressiven-Subtraktions-Hybridisierung (SSH) sollten die Genexpres-
sionsprofile der beiden Zellinien vergleichend untersucht werden. Eine anschlieRende Macroarray-
Analyse sollte dabei zur Verifizierung der Daten dienen. Auch in diesem Fall galt der Fokus dem
Auffinden von Sequenzinformationen von Genen fur Sekundarstoffwechselprozesse.
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2. Material

2.1. Chemikalien

2.1.1. Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

2,3,5-Triphenyl-tetrazolium Chlorid

Acrylamid/Bisacrylamid

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumsulfat

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Bacto®-Trypton

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin)

Celluloseacetatfilter (0,2 uym)

Coomassie G250

Coomassie R250

Coronalon

Coronalon

Denhardt’s Lésung (100x)

DIECA (Natriumdiethyldithiocarbaminat-
Trihydrat

Digitonin

dNTPs

Dowex 1x2 prakt.

DTT (1,4-Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendinitrilotetraacetat - Titriplex Il1)

EGTA [Ethylenglykol-bis(8-aminoethylether)-N,N’-
tetraessigsaure - Titriplex VI]

Ethidiumbromid

Fischsperma-DNA

Formaldehyd

Formamid

Glycin

Guanidinhydrochlorid

Hefeextrakt

IPTG (Isopropyl-B-thiogalactopyranosid)

Kaliumdichromat

Methyljasmonat

Miracloth

MOPS (3-Morpholino-1-propansulfonsaure)

myo-Inosit

Naphtylessigsdure (NAA)

Natrium-Ascorbat

Nicotinsaure

Nylonmembran (HybondTM-N+)

o-Phosphorséaure (85 %)

PD 10 Saulen

Pd-C-OH

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)

Polyklar AT

Pyridoxolhydrochlorid

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
Duchefa, Haarlem, Holland

Invitrogen Life Technologies, Paisley, Schottland
Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
Griinenthal GmbH, Aachen

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
DIFCO laboratories, Detroit, USA

Serva GmbH & Co, Heidelberg

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sartorius AG, Géttingen

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Stoffsammlung Prof. Dr. Boland, Jena
Stoffsammlung, Prof. Dr. Boland, Jena
Eppendorf, Netheler

Merck KgaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Serva GmbH & Co, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Roche, Mannheim

Riedel-de-Haen, Seelze

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt

Invitrogen Life Technologies, Paisley, Schottland
Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt

Serva GmbH & Co, Heidelberg
Calbiochem-Novabiochem Corp., USA
Biomol, Hamburg

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Boehringer, Ingelheim

Janssen Chimica, Beerse, Belgien
Amersham Biosciences, Ge Healthcare, Miinchen
Acros Organics, Geel, Belgien

Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe

ISP Technologies INC., Wayne, New Jersey
Merck KgaA, Darmstadt
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Quarzsand

RNaseA

RNasin (RNAse Inhibitor)
Saccharose

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Serva Blue G

Silbernitrat

TEMED
Thiaminchloridhydrochlorid
Titriplex 11l (Naz-EDTA)

Tris (Trizma Base)

Triton X-100

Trypsin

x-GAL

a-*2P-dATP (3000 Ci/mmol)
B-Glucosidase aus Mandeln (7,1 U/mg)
B-Mercaptoethanol
e-Aminocapronsaure

Alle weiteren Chemikalien, wie z.B. Salze zur Medienherstellung, DC- oder HPLC-Laufmittel, wurden von den

Merck KgaA, Darmstadt

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Kolner Raffinade Zucker, Pfeifer & Langen, Kéin
Serva GmbH & Co, Heidelberg

Serva GmbH & Co, Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
Serva GmbH & Co, Heidelberg

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Promega, Mannheim

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Amersham Buchler, Braunschweig

Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
Serva GmbH&Co, Heidelberg

ublichen Herstellern wie Roth, Sigma Aldrich, TJ. Baker, Serva, Merck oder Fischer in p.A. Qualitat bezogen.

2.1.2. Hemmstoffe

Aminobenzotriazol

(ABT; Lésungsmittel: MeOH)
Clotrimazol

(CLOT; Losungsmittel: MeOH)
Cytochrom c aus Pferdeherz

(Cyt c; Losungsmittel: H20)
Pyridindicarboxylsaure 2,4

(PCA 2,4; Losungsmittel: DMSO)
Pyridindicarboxylsaure 2,5

(PCA 2,5; Lésungsmittel: DMSO)
S-Adenosyl-Homocystein

(SAH; Lésungsmittel: H20)
Tetcyclasis

(NDA; Lésungsmittel: DMSO)
Trinexapac-ethyl

(Trinex; Lésungsmittel: MeOH)

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Aldrich, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Dr. W. Rademacher, BASF AG, Ludwigshafen

Riedel-de-Haen, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

2.1.3. Substrate / Co-Substrate / Standards fiir DC und HPLC

(NH4)2Fe(SO4)2 (Ammoniumeisen(ll)-sulfat-6-hydrat;

Mohr’'sches Salz)

4’-Demethyl-DOP

6MPTOX

Coniferylalkohol

DORP | (fur Standards eingesetzt)

DOP lI

Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase aus Hefe
(372 U/mg Protein, 3,1 mg Protein/ml)
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Stoffsammlung, Prof. Dr. J. Schroder, Freiburg
Naturstoffsammlung, Prof. Dr. AW. Alfermann
Naturstoffsammlung, Dr. J. Windhovel

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Naturstoffsammlung, Prof. Dr. AW. Alfermann
eigene Synthese (3.2.2.)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Glucose-6-Phosphat
Guajacol
H20, (Perhydrol)
L(+)-Ascorbat(Na)Salz
L(+)-Ascorbinsaure
L-Phenylalanin
Matairesinol
NADP*-Dinatriumsalz
NADPH
PAM
PTOX | (fir Standards eingesetzt)
PTOX Il (fir die Synthese eingesetzt),
Reinheitsgrad p.A. (98 %)
S-Adenosylmethionin
(SAM; Lésungsmittel: H20)
UDP-Glucose
Yatein
Zimtsaure
a-Ketoglutarat(Na)Salz
a-Ketoglutarsaure
a-Peltatin
B-Peltatin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe
Merck KgaA, Darmstadt

Prof. Dr. R. Sjéholm, Turku, Finnland
Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Merck KgaA, Darmstadt
Naturstoffsammlung, Prof. Dr. A.W. Alfermann
Molecular Biosciences, Boulder, USA

China Dragon, Xi'an, China

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Boehringer, Ingelheim

Prof. Dr. M. Medarde, Salamanca, Spanien
Serva GmbH & Co, Heidelberg

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Naturstoffsammlung, Prof. Dr. AW. Alfermann
Herb Standards, Lemont, lllinois, USA

Die Naturstoffe DOP, B-Peltatin, PAM, 6MPTOX, PTOX, Zimtsaure, Matairesinol und Yatein wurden in 100 % MeOH
p.A. geldst, Coniferylalkohol in 50 % MeOH (50 % H»O), L-Phenylalanin in 0,1 M KPi-Puffer pH 8,0 und SAM,

NADPH und NADP* in H20.

2.2. Material fur die Dinnschichtchromatographie (DC)

Kieselgelplatten 60:

F2s4 (mit Fluoreszenzindikator), Aluminium-beschichtet,

0,2 mm Schichtdicke
Laufmittel:

Ethylacetat : n-Hexan (1:2) oder (1:1)

Merck, Darmstadt

2.3. Material fur die Sdulenchromatographie

Glassaulen:
mit Fritte (Porengrofe: 1), Lange 20 - 30 cm, & 2,5 oder 5 cm Glasblaserei, Uni-Diisseldorf
Kieselgel 60: 0,04 - 0,063 mesh

2.4. Material fur die HPLC

Thermoquest, Thermo Separation® Products, Egelsbach mit: Laufmittelentgaser, Probengeber (Spektra SYSTEM
AS1000), Detektor (Sektra SYSTEM UV6000LP) und Pumpe (Sektra SYSTEM P2000).
HPLC-Saule: GROM-SIL 120 ODS-5 ST(250 x 4 mm, 5 pm) mit Vorsaule (200 x 4 mm, 5 ym), GROM,

Herrenberg-Kayh

Laufmittel: hochreines, filtriertes Wasser mit 0,01 % (v/v) o-Phosphorsaure (Laufmittel A)

und Acetonitril (Laufmittel B);

Filter: Celluloseacetat Filter, Porendurchmesser 0,2 ym, Sartorius AG, Géttingen
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2.5. Pflanzenmaterial

Die getrockneten Wurzelstiicke von Anthriscus sylvestris wurden von Dr. A. Koulman (Universitat Groningen,
Niederlande) gespendet. Die Linum album Zellsuspensionskulturen entstammen einer eigenen Anzucht aus Samen-
material (Seitz et al., 1985; Smollny, 1993), wobei das Samenmaterial von Dr. A. Shahsavari (Research Institute of
Forests and Rangelands, Teheran, Iran) gesammelt wurde.

Fir diese Arbeit wurden hauptsachlich die L. album Zellsuspensionslinien PT und 6M verwendet und fir einige
wenige Experimente die Kultur NO [Laborbezeichnungen: Linie PT = HermA; Linie 6M = 1-1-4; Linie NO = X4SF].

Abb. 2.1.: Zellsuspensionskulturen von Linum album

links: Linum album Zellsuspensionkulturen in Medium und von Medium
befreite Zellaggregate (Petrischale) - Linien NO, PT und 6M,;

rechts: vergrofRerte Abb. der Zellaggregate - Linien NO, PT und 6M;

2.6. Medien

Alle Medien wurden fiir 20 min bei 118°C sterilisiert (Autoklav: Webeco Typ No. 5, Liidenscheid). Die Komponenten
fur das MS-Medium fur L. album Zellsuspensionskulturen sind in Tab. 2.1. aufgefihrt. Dabei handelt es sich um ein
verandertes Grundmedium nach Murashige und Skoog (1962).

: Konzentration
Tab. 2.1.: Zusammensetzyng Mediumskomponente
des veranderten MS-Mediums [mg/l]
far L. album Zellsuspensions- Makroelemente KNO3 1900,0
kulturen NH/NO; 1650,0
CaCl, x 2 H,O 440,0
MgSOQs4 x 7 H,0 370,0
KH2PO4 170,0
Mikroelemente Na,-EDTA 37,3
FeSO4 x7 Hzo 27,8
MnSO4 x H,0O 16,9
ZnS0O4 x 7 H,0 10,9
H;BO; 6,2
KJ 0,83
Na;MoQO4 x 5 H,O 0,25
CuSO4 x 5 H,O 0,025
CoCl; x 6 H,O 0,025
Vitamine Nicotinsaure 0,5
Pyridoxolhydrochlorid 0,5
Thiaminchloridhydrochlorid 0,1
Hormone NAA (Naphtylessigsaure) 0,4
Sonstiges myo-Inosit 100,0
Saccharose 30,0
Glycin 2,0
pH-Wert mit KOH auf 5,6 einstellen
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LB-Medium fiir E. coli Kulturen (1000 ml; pH 7,0):
10,09 Bacto®—Trypton
50g9 Bacto®-Hefeextrakt
10,0 g NaCl

LB-Medium fest fur E. coli Kulturen (1000 ml; pH 7,0):
10,0g Bacto®-Trypton
50g Bacto®-Hefeextrakt
10,0 g NaCl
1,5 % (w/v) Agar-Agar

2.7. Bakterienstamme (E. coli)

DH5a F, gyrA96, (Nal"), recA1, relA1, endA1, thi-1, hsdR17, (rk-mk+), ginV44, deoR,
A(lacZYA-argF)U169, [®80dA(lacZ)M15];
(Hanahan, 1983; Biolabs, Schwalbach)

2.8. Plasmide
Xmn 11994
pGEM®-T: scal N
T7-Promotor, LacZ-Startcodon, 1875 ” Oriv\ 71
1 start
Lac-Operon, AmpR, 3 kb Apal 14
i Aatll 20
(Promega, Madison, USA) r w ng pr
BstZ | 3
Amp pGEM®-T ez Neol | 37
Vector T 7T Sac I 48
{30000p)
Spel 55
Not 62
BstZ1 | &2
Pst | 7
Sall 75
MNdea | 82
) Sacl 94
arl BstXl (103 &
Abb. 2.2.: pGEM®-T Klonierungsvektor Msil }lg g
der Firma Promega (Madison, USA) Tses |~ Cj
2.9. Enzyme fur die Molekularbiologie
Apal (10 U/pl) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
MuLV Reverse Transkriptase (Minus H) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Pst I (10 U/ul) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
RNase A (Ribonuclease A, bovine pancreas) Serva GmbH & Co, Heidelberg
Sac Il (10 U/ul) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Spel (Bcu I; 10 U/ul) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Taqg-Polymerase Herstellung Arne Schwelm, 2000
Xba I (fr 421; 10 U/ul) MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Fir die angegebenen Enzyme wurden die jeweils mitgelieferten Puffer verwendet, mit Ausnahme der ,eigenen” Tag-
Polymerase [Puffer von Invitrogen fiir Tag-Polymerase; 10X: 200 mM Tris/HCI (pH 8.4), 500 mM KCI] und der RNase A
(wurde in H20 verdiinnt).
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2.10. Oligonukleotide

Die Synthese der Primer wurde von der Firma MWG Biotech (Miinchen) angefertigt, mit Ausnahme des Oligo dT
Primers. Dieser wurde dem First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) von Roche (Nr. 1483188) entnom-

men.

C4H

C4H nested

Aktin

T7
SP6 modifiziert

Oligo dT Primer

LAPLRI

Sonderbezeichnungen:

Primer F1
Primer R1
Primer F2
Primer R2

- 5-GGNAA(C/T)TGG(CIT)TICA(A/G)GTIGGNGA(C/T)G-3'
- 5-AA(A/G)TC(A/G)TTICC(A/G)TTNGC(C/T)TC-3'

- 5-GGNAA(A/G)GGICA(A/G)GA(C/T)ATGG-3'

- 5-GG(A/G)TT(A/G)TTIGCIA(A/G)CCACCANGC-3’

Primer F (5’) — 5-ATGGA(G/A)AA(G/A) ATNTGGCATC-3’
Primer R (3’) — 5-ACATCTG(C/A)TGGAANGTGC-3’

5

)

5
5

—_~ o~
-~ O~

5

—

Primer F (5’) - 5-CTAATACGACTCACTATAGGG-3’

)
3)
)
Primer R (3') - 5-TAGGTGACACTATAGAATACTC-3’

Primer F (5) - 5'-dTTTTTTTTTTTTTTT-3

Primer R (3’) - 5-GGAATTCCATATGGGTTCCCTGGGGAAAGTG-3’
Primer R (5’) - 5-CCGCTCGAGCTAGACGTAACGCTTTAGATATTCC-3

| -Inosin; N - A, T, C oder G;

2.11. Kits fur die Molekularbiologie

Advantage™ cDNA PCR Kit Polymerase Mix BD Biosciences, Heidelberg
BD SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit BD Biosciences, Heidelberg
Clontech PCR-Select™ c¢DNA Subtraction Kit BD Biosciences, Heidelberg
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche Applied Science, Mannheim

Nick Translation PCR Kit

Invitrogen Life Technologies, Paisley, Schottland

pGEMT®-T Vector Kit Promega, Madison, USA
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen GmbH, Hilden
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy Plant Mini Kit
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3. Methoden

3.1. Anzucht der Zellsuspensionskulturen

Die Zellsuspensionskulturen von L. album Kotschy werden bereits seit mehreren Jahren in unserem
Labor kultiviert. Sie werden in permanenter Dunkelheit, 25°C und 120 Upm auf einem Rundschuttler
(G53, New Brunswick Scientific Co., New Jersey, USA) mit 5 cm Auslenkung in 250 oder 300 mi
Erlenmeyerkolben gehalten. Diese Kulturen wurden nach Standardverfahren aus Samen, Uber Spross-
und Kalluskulturen gewonnen (Seitz et al., 1985; Smollny, 1993). Zur Erhaltung werden im Abstand von
sieben Tagen je 5 g Zellen in 50 ml frisches MS-Medium (verandertes Grundmedium nach Murashige
und Skoog, 1962; 2.6.) steril Uberfiihrt. Die vorhandenen Zellinien sind genetisch nicht einheitlich und
wurden hinsichtlich ihres PTOX- bzw. 6MPTOX-Gehaltes ausgewahlt (2.5.).

3.2. Gewinnung der Vorstufe Deoxypodophyllotoxin

3.2.1. DOP-Extraktion aus Anthriscus sylvestris

In Anlehnung an van Uden et al. (1997) sollte DOP mdglichst effektiv und mit wenig Zeitaufwand mit einer
stark vereinfachten Methode aus Anthriscus sylvestris Wurzeln extrahiert werden. 4 g getrocknete und
zerkleinerte Wurzelstlicke wurden Uber Nacht in einer Extraktionshilse mit ca. 110 - 120 ml Methanol
inkubiert und am folgenden Tag unter kontinuierlichem Ruickfluss in einer Soxhlet-Apparatur fur 12 Stun-
den extrahiert. Reste des fir die Inkubation verwendeten Methanols wurden am Ende zu den Extrakten
zugegeben. Der Extrakt wurde unter Vakuum bis auf einen zahflliissigen braunen Ruckstand zur Trockne
eingeengt, in 5 ml Aceton:n-Hexan (1:2) aufgenommen und in einen Spitzkolben uberfihrt. Am Grund
des Rundkolbens blieb eine relativ feste zahfllissige Masse zurlick, die nicht resuspendierbar war. DC-
Analyse (dinnschichtchromatographische Analyse) ergab, dass in dieser Masse kein DOP enthalten war,
sondern lediglich im l6slichen Extrakt. Dieser Rohextrakt wurde mit einer Pasteurpipette auf eine
Kieselgelsaule (ca. 30 cm lang, @ 2,5 cm) aufgetragen, Reste im Kolben mit 5 - 10 ml Laufmittel
[Aceton:n-Hexan (1:2)] nachgespluilt, ebenfalls aufgetragen, die Losung mit weiteren 10 - 15 ml Laufmittel
Uberschichtet und nach dem Absetzen des leicht aufgewirbelten Materials 21 Fraktionen aufgefangen.
Die Fraktionen 1 und 18 enthielten je 20 ml, die Fraktion 12 8 ml, die Fraktionen 2 - 11 und 13 - 17 je
10 ml und die Fraktionen 20 und 21 je 30 ml. Die DC-Analyse ergab, dass die Fraktionen 11 - 21 DOP
enthalten kdnnten, was mittels HPLC-Analytik (3.8.) Uberpruft wurde.

3.2.2. DOP-Synthese aus PTOX

Die DOP-Synthese wurde nach Jackson und Dewick (1984) modifiziert durchgefiihrt. 50 oder 500 mg
PTOX (China Dragon, Xi'an, China) wurden in einen Rundkolben mit etwa der gleichen Menge an Pd-C-
OH (Palladiumhydroxid auf Kohlenstoffpulver) und 10 bzw. 100 ml Essigsaure p.A. versetzt und unter
Ruhren und standiger H>-Begasung fir ca. 16 - 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lange der
Inkubation war von der Menge an eingesetztem PTOX bzw. dessen vollstandiger Umsetzung abhangig.
Die Umsetzungsraten wurden mittels DC-Analysen kontrolliert. Zeigte die Analyse, dass kein PTOX mehr
vorhanden war, wurde die Synthese beendet, im Verhaltnis 1:1 Ethylacetat (Entstehung eines azeotropen
Gemisches) zugegeben und zur Trockne eingeengt. Der Syntheseansatz wurde in 5 - 10 ml Laufmittel
[Ethylacetat:n-Hexan (1:1)] resuspendiert, auf eine Kieselgelsaule aufgetragen und nach Eindringen des
Laufmittels mit weiterem Laufmittel GUberschichtet. Es wurden Fraktionen von 25 bzw. 50 ml aufgefangen.
Die GroRe der Kieselgelsaule richtete sich nach der zu reinigenden Menge an DOP, zwischen 10 - 20 cm
Lange und 2,5 oder 5 cm Durchmesser. Jede Fraktion wurde mittels DC auf ihren DOP-Gehalt getestet.
Die DOP-enthaltende Fraktionen wurden zur Trockne eingeengt, in 0,5 - 50 ml Methanol resuspendiert (in
Abhangigkeit von der DOP-Substanzmenge, sichtbar als weifler Pulverriickstand) und je nach Bedarf
verdinnt. Nach HPLC Analyse (3.8.) wurden die DOP-enthaltenden Fraktionen mit einer Reinheit von
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> 80 % vereinigt und in trockenem Zustand bei -20°C gelagert. Die chemische Synthese wurde mit
freundlicher Unterstiitzung von Dr. K. Knorr und Prof. Dr. G. Wulff am Institut fir Organische Chemie und
Makromolekulare Chemie, Fachgebiet Chemie (HHU Dusseldorf) durchgefiihrt. Von den vereinigten
Fraktionen wurde ein Aliquot zur NMR-Spektroskopie gegeben, die von Prof. Dr. Schmidt (Institut fir
Pharmazeutische Biologie, ehemals HHU Duisseldorf, jetzt Westfalische Wilhelms-Universitat Minster)
am Institut fir Anorganische Chemie (Abteilung Prof. Dr. Frank) durchgefiihrt wurde. Es wurden ein
'H-NMR und ein ®C-NMR Spektrum unter Deuterochloroform (CDCl;) als Lésungsmittel bei 500 MHz
bzw. 125 MHz aufgenommen (Bruker Spektrometer DRX 500 NMR, Rheinstetten).

3.3. Charakterisierung der Zellsuspensionskulturen

Die Zellsuspensionskulturen 6M und PT wurden Uber einen Zeitraum von 21 Tagen untersucht. Im
Verlauf von 16 Tagen wurden die Aktivitaten der PAL, CAD, C4H, DOP6H und BP60OMT ermittelt. Parallel
dazu wurden Uber 21 Tage die Mediumsparameter, wie Zuckergehalt, pH-Wert und Leitfahigkeit des
Mediums, sowie die Wachstumsparameter, bestehend aus Frisch- (FG) und Trockengewicht (TG) und die
Lignangehalte bestimmt.

Die Ernte der Zellen erfolgte taglich, um etwa die gleiche Zeit, indem das Medium uber einen
Buchnertrichter (versehen mit Miracloth als Filter) unter Vakuum filtriert wurde. Das Absaugen des
Mediums erfolgte mdglichst kurz (nicht langer als 1 min), um vorhandene Enzymaktivitdten nicht durch
Trockenstress zu verlieren. Das FG wurde bestimmt, 30 - 40 g des Zellmaterials fir die Aufarbeitung der
mikrosomalen Enzyme (C4H und DOPG6H) in eine eisgeklhlte Reibschale, 6 g Zellen in Zentrifugen-
réhrchen (Sorvall) fir die Aufarbeitung der I6slichen Enzyme (PAL, CAD und BP60OMT) und 8 bis maxi-
mal 20 g in tarierte Petrischalen fiir die Bestimmung der Lignangehalte und Trockengewichte Gberflhrt.

3.3.1. Bestimmung der Mediumsparameter

Die Leitfahigkeit, der pH-Wert und der Zuckergehalt wurden in von Zellen befreitem Medium bestimmt.
Der pH-Wert wurde mit Hilfe einer pH-Elektrode (Mettler Toledo, Udorf Schweiz; InLab® Mikro pH-
Einstabsmesskette 412; WTW pH-Meter 646, Knick, Weilheim) bestimmt. Die Leitfahigkeit, als ein Ma
fur die lonenkonzentration wurde mittels Leitfahigkeitselektrode (Batteriekonduktometer LF 91 mit
Standardmesszelle KLE 1/T, WTW Weilheim) und der Zuckergehalt Gber den Brechungsindex, mittels
Handrefraktometer (Kriiss, Hamburg) ermittelt.

3.3.2. Bestimmung der Wachstumsparameter

FGs-Gehalte wurden direkt nach dem Befreien der Zellen vom Medium bestimmt und in FG/g Kolben
angegeben. Die abgewogenen 8 - 20 g Zellmaterial in den tarierten Petrischalen wurden zunachst bei
-20°C eingefroren, gefriergetrocknet (Gefriertrockner: Alpha 1-4, Christ Osterode; Vakuumpumpe:
Pfeiffer, Balzers Gruppe, Vaduz) und anschliefend die TG ermittelt.

3.3.3. Enzymaufarbeitungen

3.3.3.1. Enzymaufarbeitungen fir I6sliche Proteine

6 g Zellen der Linie 6M wurden mit je 1 ml/g FG Puffer (0,1 M Tris/HCI pH 7,5, 1 mM DTT, 1 mM DIECA)
versetzt, wahrend Zellen der Linie PT (um eine homogene Masse erzeugen zu konnen) 6 bis 8 ml mehr
Puffer erhielten (3.3.3.2.). Nach Zugabe von 1/5 des FGs an Polyklar AT, erfolgte der Zellaufschluss mit
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einem Schlagmesserhomogenisator auf Stufe 4 (Ultraturrax TP 18/10, Janke & Kunkel, Staufen) flr
dreimal 30 sec. auf Eis. Das Homogenat wurde fiir 20 min bei 20.000 Upm und 4°C (SS34-Rotor, Sorvall-
Zentrifuge RC5B) zentrifugiert. Der Uberstand wurde Uber Glaswolle filtriert und das Volumen in einem
graduierten Réhrchen bestimmt. Ein Teil der Proteinlésung wurde fir die Aktivitdtsbestimmung der
BP60OMT auf Eis aufbewahrt, wahrend der Rest bei -20°C gelagert wurde. Die Proteinbestimmung nach
Bradford (1976) erfolgte zusammen mit den mikrosomalen Proteinen.

3.3.3.2. Enzymaufarbeitungen fiir mikrosomale Proteine

Die jeweils in die Reibschalen eingewogenen Zellen wurden mit je 1 ml/g FG Puffer (0,1 M Tris/HCI
pH 7,5, 1 mM DTT, 1 mM DIECA) versetzt. Bei Linie PT wurde je nach Bedarf 4 - 10 ml Puffer zusatzlich
zugegeben, damit der Zellbrei eine flissige homogene Masse beim Zerreiben ergab. Zu dem mit Puffer
versetzten Zellmaterial wurden 1/5 des FGs Polyklar AT und 0,17 g/g FG Quarzsand zugegeben. Unter
sténdiger Kuhlung wurden die Zellen zu einem einheitlichen Brei zerrieben (ca. 5 min). Nach
Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und 8.000 Upm (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B) wurden die
Volumina der Uberstande bestimmt. 1 M MgCl, Lésung wurde langsam und tropfenweise so zugegeben,
dass die Endkonzentration in der Proteinldsung 50 mM betrug. AnschlieBend wurde fir 20 min auf Eis
geruhrt. Diese Lésung wurde fir 20 min bei 4°C und 20.000 Upm (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B)
ungebremst zentrifugiert. Die Pellets wurden in Aufarbeitungspuffer resuspendiert und in einem Glas-
Homogenisator vier- bis finfmal homogenisiert. Nach Volumenbestimmung wurden je 2,5 ml der Mikro-
somenlésung mittels PD10-Saulen entsalzt. Die PD10-Saulen wurden zuvor mit ca. 50 ml Aufarbeitungs-
puffer aquilibriert. Die Mikrosomenlésung wurde mit 3,0 ml eluiert und der Proteingehalt nach Bradford
(1976) unter Verwendung einer BSA-Ldsung (1 mg/ml) als Standard bestimmt.

3.3.4. Enzymteste

3.3.4.1. Enzymteste fiir I6sliche Proteine

Die Enzymaktivitaten der PAL und CAD wurden photometrisch nach Zimmermann und Hahlbrock (1975)
bzw. Wyrambik und Grisebach (1975) gemessen. Dafur wurden die Proteinldsungen bei Raumtemperatur
aufgetaut und bis zur Verwendung auf Eis aufbewahrt.

PAL:

Die Photometerkammer (Uvikon 930 Spektrometer, Kontron Instruments, Tegimenta, Schweiz) wurde
eine Stunde vor Beginn auf ca. 36°C erwarmt. Die Enzymteste wurden in Plastik UV-Kivetten (Sarstedt)
wie folgt zusammengesetzt:

Tab. 3.1.: PAL - Substanz (Lsung) Volumen Endkonzentration

Zutsamm:“' 0,1 M KPi Puffer pH 8,0 650 pl

Ze Zung des Proteinlésung 150 pl 50-220 1g
nzymtestes 0,1 M L-Phenylalanin 200 pl 20 mM

(in 0,1 M KPi Puffer pH 8,0)

Testvolumen 1000 pl

Die entsprechenden Referenzen enthielten anstelle von L-Phenylalanin das entsprechende Volumen
Puffer. Nach 10-mindtiger Vorinkubation des Testansatzes im Photometer wurde die Extinktionszunahme
der gebildeten trans-Zimtsaure (¢ = 10 mM'1cm'1) bei A = 290 nm Uber einen Zeitraum von 20 min
verfolgt. Die Proteinldsungen mussten je nach Alter der Zellen z.T. bis zu funffach verdinnt werden
(Dreifachproben).
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CAD:
Die Photometerkammer wurde auf 30°C vorgewarmt und die Enzymteste in Plastik UV-Kiivetten wie folgt
zusammengesetzt:

Substanz (Lésung) Volumen Endkonzentration
Tab. 3.2.: CAD - ;
0,1 M Tris/HCI pH 8,8 Puffer 900 pl
Zusammen- .o
2 mM NADP” (in H,O) 50 pl 100 uM
setzung des o
Proteinlosung 25 pl 20 - 130 pg
Enzymtestes
Testvolumen 1000 pl

Die Proteinldsung wurde unverdinnt eingesetzt. Nach 5 mindtiger Vorinkubation im Photometer wurde
die Reaktion durch Zugabe von 25 pl 4 mM Coniferylalkohol (in 2 % Methanol; Endkonzentration -
100 uM), bzw. die Referenz mit 25 pl 2 % Methanol gestartet. Die Zunahme der Coniferaldehydmenge
(e =21 mM"em™) wurde bei A = 400 nm Uber 15 min beobachtet (Doppelproben).

Standardenzymtest der BP60OMT:
Die Enzymteste der BP60OMT wurden in Anlehnung an Kranz und Petersen (2003) wie folgt durchgefihrt:

Tab. 3.3.: Substanz (Lésung) Volumen Endkonzentration
BP6OMT -
Zusammen- 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 Puffer
setzung des (mit 1 mM DTT und 1 mM DIECA) x pl
Enzymtestes Proteinlésung y ul ca. 100 pg
2 mM SAM (in H,O) 10 pl 80 uM
2,5 mM B-Peltatin (in Methanol) 8 ul 80 uM
Testvolumen 250 pl

Die Inkubationsdauer betrug 0 bzw. 60 min bei 37°C, wobei die 0-Kontrollen direkt nach B-Peltatin
Zugabe mit 25 pyl 6N HCI abgestoppt wurden (Dreifachproben). Nach dem Abstoppen aller Ansatze
wurden diese dreimal mit je 500 pl Ethylacetat extrahiert. Die mittels Vakuumverdampfer (Speed-Vac
Concentrator) eingetrockneten Reste wurden mit je 150 pl Methanol resuspendiert, Schwebstoffe fur
5 min bei 13.000 Upm (Tischzentrifuge, Eppendorf) abzentrifugiert und 120 pl des jeweiligen Uberstandes
fur die HPLC-Analyse (3.8.) verwendet.

3.3.4.2. Enzymteste fiir Mikrosomale Proteine

Die Aufarbeitung und Enzymteste der mikrosomalen Proteine wurden nach Anleitung von Prof. Dr. M.
Petersen und Dr. S. Kuhimann durchgefiihrt (Molog et al., 2001).

C4H:

Bei den C4H-Enzymtesten wurden die einzelnen Komponenten wie folgt zugegeben. Die Inkubations-
dauer betrug 0 bzw. 5 min bei 30°C.

Tab. 3.4.: C4H - Substanz (L6sung) Volumen Endkonzentration
Zusammen- 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 Puffer
setzung des (mit 1 mM DTT und 1 mM DIECA) x pl
Enzymtestes Mikrosomensuspension y ul ca. 50 ug
10 mM NADPH (in H,O) 5ul 500 uM
5 mM Zimtsaure (in Methanol) 2l 100 pM
Testvolumen 100 pl

30



Methoden

DOP6H:

Die DOP6H Testansatze wurden fur 0 bzw. 30 min bei 30°C inkubiert und wie in Tabelle 3.5. beschrieben
zusammengesetzt. Nach Abstoppen der Testansatze (Dreifachproben) mit 25 yl 6N HCI wurden diese
jeweils dreimal mit 200 pl Ethylacetat extrahiert, nach dem Eintrocknen mittels Vakuumverdampfer
(Speed-Vac Concentrator) die Rickstande in 150 pyl Methanol resuspendiert, Schwebstoffe fur 5 min bei
13.000 Upm (Tischzentrifuge) pelletiert und die Proben mittels HPLC analysiert (3.8.).

Tab. 3.5.: DOP6H Substanz (L6sung) Volumen Endkonzentration
- Zusammen- 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 Puffer
setzung des (mit 1 mM DTT und 1 mM DIECA) X i
Enzymtestes Mikrosomensuspension y i ca. 50 ug
10 mM NADPH (in H;O) 5l 500 pM
1,5 mM DOP (in Methanol) 2l 30 uM
Testvolumen 100 pl

3.3.5. Bestimmung der Lignangehalte

Die Extraktion der Lignane erfolgte nach Empt et al. (2000). Dabei wurden 0,2 g der gefriergetrockneten
Zellen zu einem feinen Pulver zerrieben, mit 2 ml Methanol p.A. versetzt, zweimal je 30 sec. im
Ultraschallbad (Sonorex Super RK 103 H, Bandelin Electronics, Berlin) inkubiert, zwischendurch auf Eis
abgekuhlt und mit 6 ml bidest. Wasser aufgefiillt. Der pH-Wert wurde mit verdiinnter o-Phosphorsaure auf
5 eingestellt und je 1 mg B-Glucosidase aus Mandeln (in 100 pl H,O) zugegeben. Die Zugabe der
B-Glucosidase bewirkt die Freisetzung glucosilierter Lignane. Die Ansatze wurden flr eine Stunde bei
35°C im Wasserbad inkubiert und abschlieRend mit 12 ml Methanol versetzt. Nach 10 minitiger Inkuba-
tion im Ultraschallbad bei 70°C wurden die Zellfragmente pelletiert (5 min, 4.500 Upm, Raumtemperatur;
Eppendorf Zentrifuge 5804 R), die Volumina der Uberstéande bestimmt und Aliquots fiir die Bestimmung
der Lignangehalte entnommen. Die Aliquots wurden fir 5 min bei 13.000 Upm (Tischzentrifuge,
Eppendorf) von Schwebstoffen befreit und mittels HPLC analysiert (3.8.).

3.4. Biochemische Charakterisierung der DOP6H

3.4.1. Bestimmung allgemeiner Parameter

Untersucht wurden pH- und Temperaturoptimum, Protein- und Zeitabhangigkeit der DOP6H aus der
Zellinie 6M. Die Enzymaufarbeitungen erfolgten wie unter 3.3.3.2. beschrieben (mikrosomale Proteine)
mit 5 Tage alten Zellen, mit Ausnahme der Untersuchung des pH-Optimums. Dabei erfolgten die
Enyzmaufarbeitungen direkt in verschiedenen Pufferldsungen. Verwendet wurden 0,1 M Tris/HCI Puffer
mit pH-Werten von 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 und 9,0. Die Testansatze wurden nach dem Standard-
enzymtest der DOP6H (siehe unten) zusammengestellt, enthielten aber als Pufferlésung die jeweils fir
die Aufarbeitung verwendete.

Bei der Untersuchung der Proteinabhdngigkeit wurden in einem Vorversuch zunachst die Protein-
mengen 0, 50, 150, 100, 200, 300, 400 und 500 ug eingesetzt und fur 30 min inkubiert. Bei der Wieder-
holung dieses Experimentes wurden in den jeweiligen Testansatzen 0, 50, 100, 200, 300, 400, 600 und
800 ug Protein verwendet.

Bei der Untersuchung der Zeitabhangigkeit wurden die Enzymteste nach 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 oder
60 min abgestoppt und die Bildung des Produktes analysiert.

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der DOP6H Reaktion, wurden die einzelnen Testansatze
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bei 0, 4, 20, 26, 28, 30 34, 37, 40, 50, 60 oder 100°C im Wasserbad fur 20 min inkubiert.

Die Experimente fir die Ermittlung des Temperatur- und pH-Optimums und der Protein- und Zeit-
abhangigkeit wurden fur jede Zellinie zweimal unabhangig voneinander in Form von Doppelproben durch-
gefihrt. Zusatzlich wurde das entstandene Produkt g-Peltatin mittels LC/MS im Vergleich zu einer
Standard-S-Peltatin Losung (1,036 mg/ml) auf seine Identitat Gberprift. Hierzu wurden 60 Testansatze
parallel zueinander nach dem Standardenzymtest pipettiert, 30 direkt mit 50 pyl 6N HCI abgestoppt und
die Restlichen nach 60 min. Die ,Positiv*- (fir 60 min inkubiert) bzw. ,Negativ*- (0 min inkubiert) Ansatze
wurden in einem Glasrohrchen vereinigt und jeweils dreimal mit je 7,5 ml Ethylacetat extrahiert. Die
Extrakte wurden mittels Rotationsverdampfer in einem tarierten Spitzkolben eingetrocknet (Rotavapor
RE 111). Die Gesamtmenge an Extrakt von 14,7 bzw. 13,9 mg wurde a 0,2 ug/ul resuspendiert und nach
10-facher Verdiinnung zur Analyse gegeben (3.9.).

Standardenzymtest der DOP6H:
Die Inkubation des Standardenzymtestes erfolgte bei 30°C.

Tab. 3.6.: DOP6H

Substanz (L6sung) Volumen Endkonzentration
- Zusammen-
0,1 M Tris/HCI pH 7,5 Puffer *
setzung des i
(mit 1 mM DTT und 1 mM DIECA) x pl
Enzymtestes . .
Mikrosomensuspension ** y ul 338 ug
50 mM NADPH (in H,O) 5ul 500 uM
2,5 mM DOP (in Methanol) 10 pl 50 uM
Testvolumen 500 pl
* - bei der Bestimmung des pH-Optimums variierten die pH-Werte des Puffers zwischen 6 - 9
wk - bei der Bestimmung der Proteinabhangigkeit variierten die Werte zwischen 0 - 800 ug Protein

3.4.2. Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten fiir DOP und NADPH

Untersucht wurden die Cosubstrat- (NADPH) und Substrat- (DOP) Abhangigkeit der DOP6H aus 5 Tage
alten Zellen der Linie 6M. Die Enzymaufarbeitung erfolgte wie unter 3.3.3.2 beschrieben. Es wurde der
Standardenzymtest der DOP6H (3.4.1.) verwendet. Die Inkubation erfolgte bei 30°C flir 20 min im
Wasserbad, wobei die Proben nach 15 min geschiittelt wurden. Die NADPH und DOP Konzentrationen
variierten je nach Enzymtest (siehe Tabellen unten).

eingesetzte DOP- DOP-
Tab. 3.7.: DOP und Lésung Endkonzentration
NADPH Konzentrationen eingesetzte NanRiL omm oM
. NADPH-L6ésung Endkonzentration 0,05 mM 1uM
der verschiedenen
0mM 0mM 0,1 mM 2uM
Enzymteste 1 mM 0.01 mM 0,15 mM 3uM
2,5mM 0,025 mM 0,2mM 4uM
5mM 0,05 mM 0,25 mM 5uM
10 mM 0,1 mM 0,3 mM 6 uM
25 mM 0,25 mM 0,4 mM 8 uM
50 mM 0,5mM 0,5mM 10 uM
75 mM 0,75 mM 2,5mM 50 uM
100 mM 1 mM 5mM 100 uM
10 mM 200 uM
20 mM 400 uM

Die Bestimmung der Ky- und v,,..- Werte erfolgte finfmal unabhangig voneinander (Doppelproben). Im
Anschluss wurden die apparenten Michaelis-Menten-Konstanten fiir NADPH und DOP sowie Vpax
graphisch mit dem Programm SigmaPlot 2001 (10.2.3.) und rechnerisch nach Lineweaver-Burk, Hanes-
Woolf und Eadie-Scatchard ermittelt.
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3.4.3. Bestimmung der Inhibition der DOP6H

CYP Enzyme sind durch verschiedene spezifische Hemmstoffe inhibierbar. Der Einfluss verschiedener
Hemmstoffe auf die DOP6H wurde in-vitro getestet. Neben den Cytochrom P450 Hemmstoffen Tetcyc-
lasis (NDA), Clotrimazol (CLOT) und Aminobenzotriazol (ABT) wurden die Dioxygenase Hemmstoffe
Pyridindicarboxylsaure 2,4 (PCA 2,4), Pyridindicarboxylsdaure 2,5 (PCA 2,5) und Trinexapac-Ethyl
(Trinex) in den Konzentrationen 10 und 10° M zu den Standardenzymtesten zugegeben. Da ABT keine
Hemmung der DOP6H zeigte, wurde die Zugabe einmalig auf 5 x 10 M erhoht.

Nach diesen Vorversuchen wurde der Einfluss der CYP Hemmstoffe CLOT und NDA durch Gabe ver-
schiedener Konzentrationen im Standardenzymtest genauer untersucht. Zusatzlich wurde Cytochrom c
als weiterer Inhibitor von Cytochrom Enzymen verwendet. Fir CLOT und NDA wurden die Inhibitions-
experimente dreimal unabhangig voneinander durchgefiihrt, fir Cyt ¢ zweimal (Doppelproben a 2,5 ul
NDA oder CLOT-Hemmstofflosung/Enzymtest; bzw. 10 pl Cyt c/Enzymtest).

eingesetzte

eingesetzte B Hemmstoff-
Hemmstofflosung- Hemmstoff- HemStoios gy Endkonzentration
- Endkonzentration
Tab. 3.8.: NDA, CLOT (NDA oder CLOT) (Cytc)
und Cyt ¢ Konzentra- omM omM 0mM 0mM
. . 12,5 uM 0,25 uM
tionen der verschie- 02mM 0,001 mM - J;n os :M
0,4 mM 0,002 mM ’
denen Enzymteste o 0,005 i 37,5 M 0,75 uM
' 50 uM 1 uM
2mM 0,01 mM H H
10 mM 0,05mM 625 uM 1.25uM
20 mM 0,1 mM T5uM 15 M
40 mM 0,2 mM 87.5pM 175 M
100 mM 0,5 mM 100 uM 12M
’ 112,5 pM 2,25 uM
125 uM 2,5uM

Die kinetischen Eigenschaften der Enzyme bei Gabe dieser Hemmstoffe wurden durch Hemmekinetiken
genauer untersucht. Dabei wurden zu den Standardenzymtesten variable Konzentration an Hemmstoff
und DOP zugegeben und bei 30°C fir 20 min inkubiert (Konzentrationen der Stocklésungen siehe oben,
eingesetzt wurden 2,5 ul Hemmstoff bzw. 10 yl DOP und Cyt c/Standardenzymtest).

eingesetzte DOP-
eingesetze Hemmstoff- DOP-Losung Endkonzentration
Hemmstofflosung-
: Endk trati 0mM 0uM
Tab. 3.9.: NDA, CLOT (NDA oder CLOT) G OnZenatos oon ) “M
und DOP Konzentra- oem H
. . 0mM 0mM 0,1mM 2uM
tionen der verschie- 0,4 mM 0,002 mM 015 mM 3uM
2mM 0,01 mM
denen Enzymteste " " 0.25 mM SuM
10 mM 0,05 mM 0.4mM 8 uM
20 mM 0,1mM 2,5 mM 50 uM
40mM 02mM 5mM 100 uM

Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte zweimal unabhangig voneinander (Doppelproben). Im
Anschluss wurden die Ergebnisse wie unter 3.4.2. beschrieben ausgewertet. Ki-Werte wurden graphisch
nach Dixon bestimmt (Dixon und Webb, 1964).

3.5. Biochemische Charakterisierung der BP60OMT

3.5.1. Bestimmung allgemeiner Parameter

Temperatur- und pH-Optimum, Protein- und Zeitabhangigkeit der BP60OMT aus den Zellinien 6M und PT
wurden untersucht. Die Enzymaufarbeitungen mit 5 Tage alten Zellen erfolgten wie unter 3.3.3.1.
(I6sliche Proteine) beschrieben. Bei der Untersuchung des pH-Optimums erfolgte die Enzymauf-
arbeitung direkt in verschiedenen Pufferldsungen. Es wurde ein 0,1 M Tris/HCI Puffer mit unter-
schiedlichen pH-Werten von 5,4; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 und 8,8 verwendet. Die Enzymtestansatze
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wurden nach dem Standardenzymtest der BP60OMT (3.3.4.1.) zusammengestellt, enthielten aber als
Pufferlésung die jeweils fiir die Aufarbeitung verwendete.

Bei der Untersuchung der Proteinabhédngigkeit wurden in den jeweiligen Testansatzen verschiedene
Proteinmengen von 0, 15, 25, 50, 80, 100, 150 und 200 ug eingesetzt und fir 30 min inkubiert.

Bei der Untersuchung der Zeitabhangigkeit wurden die Enzymteste nach 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150,
180 oder 300 min abgestoppt und die Bildung des Produktes analysiert.

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der BP60OMT Reaktion, wurden die einzelnen Testansatze
bei 0, 4, 21, 31, 35, 37 40, 50, 60 oder 100°C fir 30 min inkubiert.

Die Experimente fir die Ermittlung des Temperatur- und pH-Optimums und der Protein- und Zeit-
abhangigkeit wurden fur jede Zellinie zweimal unabhangig voneinander in Form von Doppelproben durch-
gefihrt. Zusatzlich wurde das entstandene Produkt S-Peltatin-A-Methylether (PAM) mittels LC/MS im
Vergleich zu einer Standard-PAM Loésung (1,071 mg/ml) auf seine Identitat Uberprift. Die Vorgehens-
weise erfolgte wie unter 3.4.1. beschrieben. Die Gesamtmenge an Extrakt von 7,6 bzw. 3,3 mg wurde a
0,2 ug/ul resuspendiert und nach 10-facher Verdiinnung zur Analyse gegeben (3.9.).

3.5.2. Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten fiir 8-Peltatin und SAM

Die Cosubstrat- [SAM (S-Adenosyl-Methionin)] und Substrat (8-Peltatin)-Abhangigkeit der BP60OMT aus
Linie 6M und PT wurden parallel zueinander untersucht. Die Enzymaufarbeitung erfolgte wie unter
3.3.3.2. beschrieben. Der Standardenzymtest der SP6OMT (3.3.4.1.) wurde unter Einsatz variabler
Substrat- bzw. Cosubstrat-Konzentrationen verwendet (Tab 3.10.). Die Inkubation erfolgte bei 37°C flr
30 min im Wasserbad. Die Bestimmung der apparenten Ky- und vp.x- Werte wurden dreimal unabhangig
voneinander durchgefiihrt (Doppelproben). Die Auswertungen erfolgten wie unter 3.4.2. beschrieben.

eingesetzte B-Peltatin-
B-Peltatin-Losung Endkonzentration eingesetzte SAM-
Tab. 3.10.: B-Peltatin 0mM 0 SAM-Lésung Endkonzentration
und SAM Konzentra- 0,16 mM 0,005 mM 0mM 0
. . 0,31 mM 0,01 mM
tionen der verschie- 055 mt 00175 m 0.31mM 0.01mM
d E test o m Wifom 0,78 mM 0,025 mM
enen Enzymieste 0,78 mM 0,025 mM 1,56 mM 0,05 mM
1,56 mM 0,05 mM 2.5mM 0,08 mM
25mM 0,08 mM 3,13mM 0,1 mM
313mM 0.1 mM 4,69 mM 0,15 mM
4,69 mM 0,15 mM 6,25 mM 0.2 mM
6,25 mM 0,2mM

3.5.3. Bestimmung der Inhibition der BP60OMT

O-Methyltransferasen sind durch das entstehende Coprodukt SAH (S-Adenosyl-Homocystein) reversibel
hemmbar. Der Einfluss von SAH wurde durch Gabe verschiedener Konzentrationen im Standard-
enzymtest ermittelt. Die Inhibitionsexperimente wurden mit jeweils 10 yl Hemmstofflésung dreimal unab-
hangig voneinander (Doppelproben) durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Ergebnisse wie unter 3.4.2.
beschrieben ausgewertet.

eingesetzte SAH-
SAH-Losung Endkonzentration

0omM 0mM
Tab. 3.11.: SAH 0.25mM 0.01mM
. 0,625 mM 0,025 mM
Konzentrationen 1,25 mM .
der verschiedenen 2mM 0,08 mM
Enzymteste 25mM 0.1 mM
3,75 mM 0,15 mM

5mM 0,2 mM
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3.6. Suche nach den ,,unbekannten* Hydroxylierungsreaktionen

3.6.1. Biotransformation in Zellkulturen von L. album und Behandlung mit
verschiedenen Hemmstoffen

3.6.1.1. Vorversuch zur Losungsmittelvertraglichkeit

In einem ersten Vorversuch wurde die Losungsmittelvertraglichkeit der Zellen getestet. Dazu wurden
jeweils 20 Mediumskolben (300 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils 50 ml sterilem MS-Medium; 2.6. Tab.
2.1.) mit 5 g Zellen der Linien 6M und PT angezogen. An Tag 3 der Kultivierung wurden jeweils zwei
Kolben mit folgenden Mengen Methanol bzw. DMSO Lésungsmittel versetzt: 250 ul, 500 pl, 1000 pl und
2000 pl. Je zwei Kolben jeder Zellinie blieben unbehandelt (0-Kontrolle). An Tag 7 wurden die Zellen vom
Medium durch Vakuumfiltration befreit, anschlieRend in tarierte Petrischalen Uberfihrt, das Frischgewicht
bestimmt und die Schalen bei -20°C eingefroren. Nach Gefriertrocknung wurden die TG ermittelt, die
Lignane wie unter 3.3.5. beschrieben extrahiert und mittels HPLC analysiert (3.8.). Neben der Leit-
fahigkeit, den pH-Werten und den Zuckergehalten in den von Zellen befreiten Medien wurden zuséatzlich
die Lignangehalte der Medien ermittelt (3.3.1./3.3.5.). Nach Lagerung der Medien fir einige Tage bei
-20°C wurden sie bei 30°C im Wasserbad aufgetaut und jeweils 10 ml je zweimal mit 20 ml Ethylacetat
extrahiert. Zur Phasentrennung wurde fir 5 min bei Raumtemperatur und 4.500 Upm (Eppendorf
Zentrifuge 5804 R) zentrifugiert. Nach dem Trocknen der vereinigten Ethylacetatphasen wurden die
Rickstande in 500 pyl Methanol resuspendiert, Schwebstoffe durch Zentrifugation (5 min, 13000 Upm,
Tischzentrifuge) pelletiert und die Extrakte mittels HPLC analysiert (3.8.).

3.6.1.2. Biotransformation von PTOX und DOP

Fir die Biotransformationsexperimente wurden die Zellen in einem kleineren Mafistab kultiviert. Daftr
wurden 2,5 g Zellen in 25 ml frisches MS-Medium steril Gberfihrt. Anstelle von 250 oder 300 ml Erlen-
meyerkolben wurden 100 ml Kolben verwendet und die Zellen auf einem Rundschiittler von Infors
(Uvitron HT, Infors, Basel, Schweiz) im Dunkeln bei 25°C und 120 Upm inkubiert. Die Zugabe der
Lésungsmittel, PTOX und DOP erfolgte unter sterilen Bedingungen an Tag 5 der Kultivierung. Dabei
wurden je vier Kolben der Zellinie 6M und PT mit je 250 pl Methanol, 250 yl 25 mM DOP bzw. PTOX
versetzt. Je zwei dieser vier Kolben wurden an Tag 7 geerntet, wahrend die restlichen Kolben der Linie
6M an Tag 12 und die der Linie PT an Tag 14 geerntet wurden. D.h. die Zellen wurden wie bereits unter
3.6.1.1. beschrieben behandelt und die Mediumsparameter bestimmt. Die Lignanextraktion der Zellen
erfolgte nach Methode A (wie bereits unter 3.3.5. beschrieben) und nach einer modifizierten Methode B:

Lignanextraktionsmethode B (modifiziert nach Empt et al. 2000): 0,2 g gefriergetrocknete Zellen
wurden zu einem feinen Pulver zerrieben, mit 2 - 4 ml Methanol p.A. versetzt, zweimal je 30 sec. im
Ultraschallbad inkubiert, zwischendurch auf Eis abgekihlt und anschlieRend mit 12 ml Methanol p.A.
versetzt. Die Ansatze wurden fir eine halbe Stunde bei 35°C im Wasserbad und fiir 10 Minuten bei 70°C
im Ultraschallbad inkubiert. Die Zellfragmente wurden pelletiert (5 min, Raumtemperatur, 4.500 Upm;
Eppendorf Zentrifuge 5804 R), die Volumina der Ubersténde bestimmt und Aliquots fiir die Bestimmung
der Lignangehalte entnommen. Die Aliquots wurden fir 5 min bei 13.000 Upm (Tischzentrifuge,
Eppendorf) von Schwebstoffen befreit und mittels HPLC analysiert (3.8.).

3.6.1.3. Biotransformation von DOP und Behandlung mit verschiedenen Hemmstoffen

Fir die Biotransformations- und Hemmestoffexperimente wurden die Zellen wie unter 3.6.1.2. beschrieben
kultiviert. Die Zugabe der Hemmstoffe und Lésungsmittel erfolgte unter sterilen Bedingungen an Tag 4
der Kultivierung. Dabei wurden die Hemmstoffe NDA, PCA2,4 und PCA2,5 zu 20 mM in DMSO gel6st.
ABT, CLOT und Trinex wurden zu 10 mM in Methanol gel6ést und sterilfiltriert. Die Zugabe von DOP
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erfolgte an Tag 5 (250 pl 25 mM Lésung). Die Endkonzentration der Hemmstoffe pro Kolben betrug
10 M, die des DOPs 2,26 x 10™ M (= 2,25 mg/Kolben, bei einem DOP Reinheitsgrad von > 80 %). Die
genaue Zugabe kann dem nebenstehenden Schema entnommen werden. An Tag 7 wurden die Zellen
vom Medium befreit und wie unter 3.6.1.1. und 3.3. beschrieben die Wachstums-, Mediumsparameter
und Lignangehalte bestimmt.

Kolben Zugabe an Tag
Bezeichnung Zugabe an Tag 4
Nr. 5
Tab. 3.12.: Zugabeschemata der Lésungs- 1
mittel, Hemmstoffe und DOP an den ver- 2 0-Kontrolle ! !
schiedenen Tagen 3
4 Methanol 500 pl Methanol
5 Methanol + 250 pl Methanol +
6 DMSO 125 pl DMSO
7 2,26 x 10* M
DOP /
8 DOP
9 -4
NDA 10" M NDA /
10
1" . 2,26 x10*M
NDA + DOP 10* M NDA
12 DOP
13 Y
CLOT 10 M CLOT /
14
15 Y 2,26 x10* M
CLOT + DOP 10 M CLOT
16 DOP
17 .
ABT 10 M ABT /
18
19 " 2,26 x10*M
ABT + DOP 10 M ABT
20 DOP
21 Y
PCA2,4 10" M PCA2,4 /
22
23 PCA2,4 + . 2,26 x10*M
10 M PCA2,4
24 DOP DOP
25 Y
PCA2,5 10 M PCA2,5 /
26
27 PCA2,5 + Y 2,26 x10* M
10 M PCA2,5
28 DOP DOP
29 .
Trinex 10™ M Trinex /
30
31 ] “ ] 2,26 x10* M
Trinex + DOP 10™ M Trinex
32 DOP

3.6.1.4. Behandlung der Zellen mit hohen Hemmstoffkonzentrationen

Die Behandlung der Zellen erfolgte wie unter 3.6.1.2. beschrieben. Getestet wurde der Einsatz von
hoéheren NDA- und Trinex-Konzentrationen auf die Zellen der Linie 6M und PT. Dabei wurden
5 x 10" M NDA und 1 x 10° M Trinex an Tag 4 verabreicht und die Mediumsparameter, die Lignan-
gehalte und Trockengewichte der Zellen an Tag 7 bestimmt.

3.6.1.5. Vitalitatstests nach Towill und Mazur

2,3,5-Triphenyltetrazolium Chlorid (TTC) kann durch intakte Zellen zu Formazan reduziert werden,
welches dann photometrisch bei 485 nm gemessen werden kann (Towill und Mazur, 1974); tote Zellen
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kénnen dies nicht. 150 mg Zellen der Linie 6M und PT wurden mit 3 ml 1 %iger (w/v) TTC-Lésung (gel6st
in 0,05 M NaPO4-Puffer pH 7,5) versetzt und Gber Nacht (18 - 22 h) im Dunkeln bei 25°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Proben fir 15 min bei 5.000 Upm (Eppendorf Zentrifuge 5804 R) zentrifugiert
und die pelletierten Zellen mit je 3 ml H,O (bidest.) gewaschen und erneut zentrifugiert. Groflere
Zellaggregate wurden mit einem Spatel zerkleinert und die Pellets mit 10 ml 96 %igem Ethanol versetzt.
Alle Proben wurden fir 15 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert, abgekuhlt und solange geschiittelt, bis
die Zellen nicht mehr rot aussahen. Nach 15 mindtiger Zentrifugation bei 5.000 Upm (Eppendorf
Zentrifuge 5804 R) wurden die Uberstande entnommen, deren Volumina bestimmt und gegebenenfalls
auf 10 ml aufgefiillt. Die photometrische Bestimmung erfolgte bei 485 nm (Uvikon 930 Spektrometer,
Kontron Instruments, Tegimenta, Schweiz). Zwischen den Kultivierungstagen wurden taglich Kontrollen
mit DMSO oder Methanol, sowie Zellen, die mit NDA (gel6ést in DMSQO) oder Trinex (geldst in Methanol)
behandelt wurden, geerntet. Die photometrisch ermittelten Werte wurden in Prozent der Gesamtvitalitat
der Zellen, bezogen auf die jeweiligen Methanol/DMSO-Kontrollen der jeweils gleichen Tage, berechnet.

3.6.2. Enzymatische Suche nach unbekannten Hydroxylierungsreaktionen

Fir die biochemische Suche nach der Hydroxylierungsreaktion an Position 7 der Substrate PAM und
DOP wurden uber 40 verschiedene Enzymaufarbeitungen durchgefihrt. Dafiir wurden 5 - 7 Tage alte
Zellen der Linien 6M und PT und 5 Tage alte Zellen der Linie NO verwendet. Die Enzymaufarbeitungen
und -teste wurden in Anlehnung an folgende Referenzen konzipiert: .Britsch et al., 1981; DeCarolis et al.,
1990; DeCarolis und DelLuca, 1994; Federolf, 2001; Grand, 1984; Haefelé et al., 1997; Hallahan et al.,
1994; Katayama et al., 1992; Krochko et al., 1998; Madyastha et al., 1976; Moriguchi et al., 2002; Schoch
et al., 2001; Schréder et al., 1999; Yamamoto et al., 2001;).

3.6.2.1. Enzymaufarbeitungsvarianten

Rohprotein:

A: 10 - 30 g Zellen wurden mit je 1 ml/g FG Puffer und 1/5 des FGs an Polyklar AT versetzt und
mittels Schlagmesserhomogenisator (Stufe 4 fir dreimal 30 sec.) oder Moérsern (mit 0,17 g/g FG
Quarzsand) auf Eis aufgeschlossen.

B: Anstelle Polyklar AT wurde in einigen Fallen die Rohproteinfraktion nach Zellaufschluss mit
0,17 g/g FG Dowex 1x2 (&quilibriert im jeweiligen Aufarbeitungspuffer - Tabelle 3.13.) gerthrt, um
phenolische Bestandteile zu entfernen.

Die Entfernung der groben Zelltrimmer, des Polyklars und Dowex 1x2 erfolgte fiir 20 min bei 4°C und

8.000 Upm (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B).

Losliche Proteine:
Die Aufarbeitung der I6slichen Proteine wurde wie fir die Rohproteine beschrieben durchgefuhrt, aber die
Zentrifugation erfolgte fir 30 min bei 18.000 Upm (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B).

Mikrosomale Proteine:

Die Aufarbeitung erfolgte wie unter 3.3.3.2. beschrieben, mit verschiedenen Aufarbeitungspuffern
(Tabelle 3.13.). Bei einer Aufarbeitung wurden anstelle der MgCl,-Fallung die mikrosomalen Proteine fir
45 min bei 4°C und 44.000 Upm in der Ultrazentrifuge (80Ti-Rotor, Beckmann Ultrazentrifuge) pelletiert.

Zusatzliche Proteinbehandlung:

Zur Entfernung stoérender Salze, unbekannter Substanzen und grof3er Lignanmengen wurden die Protein-
fraktionen z.T. mittels PD10 Saulen entsalzt. Einige Fraktionen wurden 4 - 12 hin2-4,510,1 M Tris/HCI
pH 7,5 (+ 5mM DTT) bei 4°C dialysiert (Dialyseschlauch: 3.000 kDa, AG Strothmann).
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3.6.2.2. Puffervarianten

In der folgenden Tabelle sind die fur die Proteinaufarbeitung verwendeten Puffer und Pufferzusatze
aufgefihrt.

Pufferlésung pH-Wert Zusatze
0,1 M Tris/HCI 7,0 10 mM DTT, 10 mM DIECA
0,1 M Tris/HCI 7.5 10 mM DTT, 10 mM DIECA
0,1 M Tris/HCI 8,0 10 mM DTT, 10 mM DIECA
Tab. 3.13.: Puffer 0,1 M Tris/HCI 6,0 10 mM DTT
und Pufferzusatze 0,1 M Tris/HCI 7.5 10 mM DTT
0,1 M Tris/HCI 8,8 10 mM DTT
0,1 M Tris/HCI 8,0 10 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM EDTA pH 8,0
0,5 M Saccharose, 5 mM DTT, 20 mM Na-Ascorbat
0,1 M KPi 7,25 10 mM DTT, 10 mM DIECA
0,1 M KPi 7,25 10 mM DIECA, 10 mM EDTA pH 8,0, 0,5 M Mannit
0,1 M KPi 7.5 10 mM EDTA pH 8,0, 0,5 M Saccharose, 5 mM DTT
20 mM NA-Ascorbat
0,1 M KPi 6,0 10 mM DTT
0,1 M KPi 6,5 10 mM DTT
0,1 M KPi 7,0 10 mM DTT
0,1 M KPi 8,0 10 mM DTT
0,1 M HEPES 6,5 10 mM DTT
0,1 M HEPES 75 10 mM DTT
0,1 M HEPES 8,5 10 mM DTT
0,1 M MOPS 6,0 10 mM DTT
0,1 M MOPS 7,0 10 mM DTT
0,1 M MOPS 8,0 10 mM DTT
0,1 M MES 5,0 10 mM DTT, 1 mg/ml Leupeptin, 17,4 mg/ml PMSF

3.6.2.3. Enzymtestvarianten

Als Substrate wurden 2,5 mM Lésungen von DOP, PAM, Yatein, Matairesinol, a-Peltatin oder §-Peltatin
verwendet. Die Inkubationsdauer der einzelnen Enzymteste variierte zwischen 1 - 6 und 12 h (Uber
Nacht) bei 30 °C im Wasserbad oder im Inkubator. Wobei die 0-Kontrollen direkt nach Substratzugabe
mit 25 pl (250 pl Testansatze) oder 50 pl (500 ul Testansatze) 6N HCI abgestoppt wurde. Es wurden
jeweils Doppelproben pipettiert und nach dem Abstoppen aller Ansatze diese dreimal mit je
500 plI Ethylacetat extrahiert. Die getrockneten Rickstédnde sowie die Analyse der Proben erfolgte wie
unter 3.3.4.1./3.3.4.2. beschrieben.

Enzymteste fiir CYPs [Standardenzymtest fiir die DOP6H (3.4.1.)]:

Bei Inkubationszeiten von mehr als 5 h wurde zur Regeneration von NADPH regenerierendes System zu
den Enzymtesten zugegeben. Dieses bestand aus 100 mM Glucose-6-Phosphat (gelost in H,0), 1,75 U
Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (in 25 ul (NH,4).SO,4) und 100 mM DTT. Die Endkonzentration pro
Testansatz betrug 10 mM Glucose-6-Phosphat, 0,07 U Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase und 4 mM
DTT. Bei der Durchfuhrung der CYP-Enzymteste wurde in fast allen Fallen zur Kontrolle die Aktivitat der
DOP6H oder der C4H getestet, um einen systemischen Fehler bei der Proteinpraparation auszu-
schliessen.

Enzymteste fiir Dioxygenasen:

In der folgenden Tabelle (3.14.) sind die Enzymteste flir Dioxygenasen aufgefiihrt. Um zu Uberprifen, ob
die Dioxygenasereaktion andere oder hdher konzentrierte Reduktionsaquivalente bendtigte, wurde in
einigen Fallen NADPH (Endkonzentration 500 uM) und in Anlehnung an Bouwmeester et al. (1998) FAD
und FMN zugegeben. Ebenso wurde Natrium-Ascorbat gegen Ascorbinsaure und a-Ketoglutarsaure
gegen a-Ketoglutarat ausgetauscht. Einige Enzyme reagieren sensitiv auf Methanol (Losungsmittel fur
die Substrate), aus diesem Grund wurde teilweise das Substrat vor dem Ansetzen der Enzymteste in die
Reaktionsgefalde Uberfiihrt, anschliefend zur Trockne eingeengt und dann erst die Enzymtestkompo-
nenten zugegeben. Einige Enzymteste wurden mittels LC/MS im Vergleich zu einer Standard-PTOX
Lésung (1,036 mg/ml) analysiert (3.9.).
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Substanz (Lésung) Endkonzentration
Tab. 3.14.:
Enzymteste Puffer (siehe Tab. 3.13.)
fiir Dioxyge- Protein 100 - 800 pg
nasen a-Ketoglutarsaure 0,2, 10, 20 oder 40 mM
Natrium-Ascorbat 7,5, 10, 15 oder 100 mM
Eisen-Sulfat 100 oder 200 pM
2,5 mM Substrat 50 oder 100 uM
Testvolumen 250 oder 500 pl

Enzymteste fiir Peroxidasen:
Bei den Enzymtesten auf Peroxidaseaktivitdt wurden neben dem zu testenden Substrat H,O, als Cofaktor
zugegeben (Tab. 3.15.).

Substanz (Lésung) Endkonzentration
Tab. 3.15.: Puffer (siehe Tab. 3.13.)
E"nzymtes_te Protein 10 - 800 g
fiir Peroxi- H,0, (Perhydrol) 1 oder 2 mM
dasen 2,5 mM Substrat 50 oder 100 uM

Testvolumen 250 pl oder 500 pl

Photometrischer Test auf allgemeine Peroxidaseaktivitat (nach Baier und Dietz, 1999):
Die Enzymteste wurden in Plastik UV-Klvetten wie folgt zusammengesetzt:

Tab. 3.16.: Peroxi- Substanz (Lésung) Volumen Endkonzentration
daseaktivitat - 0,1 M KPi Puffer pH 6,5 650 il
Zusammen- -

Proteinlésung X ul
setzung des 100 mM H,0; (Perhydrol) 5l 0,5 mM
Enzymtestes (in 0,1 M KPi Puffer pH 6,5)

200 mM Guajacol 5ul 1mM
Testvolumen 1000 pl

Die Referenzen enthielten anstelle von H,O, das entsprechende Volumen Puffer. Die Extinktions-
zunahme der gebildeten Guajacol-Tetramerisierung (¢ = 2550 M'1cm'1) wurde bei A = 436 nm Uber einen
Zeitraum von 15 min verfolgt. Die Proteinldsungen und Mediumsproben wurden z.T. bis zu 20-fach
verdinnt.

3.6.2.4. Elicitierung der Zellkulturen

In Anlehnung an die Verdéffentlichungen von van Firden et al. (2005) und Berim et al. (2005) wurden zur
Steigerung der Lignanakkumulation die Elicitoren Methyljasmonat und Coronalon zugegeben. Die
Zugabe von 100 pM Methyljasmonat [geldst in Ethanol 0,1 % (v/v)] erfolgte 5 oder 42 h vor der Auf-
arbeitung zu Zellen der Linie NO an Tag 5 bzw. 3. Coronalon wurde an Tag 3 zu Zellen der Linie PT in
einer Konzentration von 25 uM (gel6st in Aceton) zugegeben. Die Enzymaufarbeitung wurde an Tag 6
durchgefiihrt.
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3.6.2.5. Konzentrieren der Proteinlésung durch (NH,).SO,

Zur Konzentrierung der Proteinlésung wurden in einzelnen Fallen die Proteine zunachst mit einer
eiskalten gesattigten (NH;),SO,4-Lésung von 0 - 80 % gefallt, in geringem Puffervolumen resuspendiert
(3.6.3.1) und mittels PD10 Saulen entsalzt.

3.6.2.6. UDP-Glucosyltransferase (Sucrose Synthase)

Die Enzymteste fur UDP-Glucosyltransferasen wurden mit Proteinen aus Zellen der Linie PT durchgefuhrt
und setzten sich wie folgt zusammen:

Tab. 3.17.: Substanz (L6sung) Volumen Endkonzentration
UDP-Glucosyl-
0,1 M Tris/HCI pH 8,0 Puffer
transferase -
z (mit 1 mM DTT und 1 mM DIECA) x pl
usammen- o
setzung des Proteinldsung y ul ca. 100 pg
20 mM UDP-Glucose (in H,O) 20 pl 1,6 mM
Enzymtestes
2,5 mM PTOX (in Methanol) 10 pl 100 uM
Testvolumen 250 pl

Die Inkubationsdauer betrug 0 bzw. 120 min bei 30°C. Als 0-Kontrollen dienten Enzymteste ohne UDP-
Glucose Zugabe.

40



Methoden

3.6.3. Proteinanalytik
3.6.3.1. Fraktionierte (NH,;),S0O,-Féllung

Das Proteom von 5 Tage alten Zellen der Linien 6M und PT wurde verglichen. 40 - 110 g Zellen der Linie
6M und 20 - 110 g Zellen der Linie PT wurden durch Vakuumfiltration vom Medium befreit, mit 1 ml/g FG
Puffer (0,1 M Tris/HCI pH 7,5, 1mM DTT, 1 mM DIECA), 1/5 des FGs Polyklar AT versetzt und mittels
Schlagmesserhomogenisator auf Stufe 4 viermal 30 sec. auf Eis homogenisiert. Nach 20 minutiger
Zentrifugation bei 4°C und 8.000 Upm (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B) wurde das Volumen des
Uberstandes bestimmt und ein Aliquot von 3 - 4 ml entnommen. Dieses wurde (iber Glaswolle filtriert und
bis zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt. Der restliche Uberstand wurde mit einer eiskalten,
gesattigten (NH4).SO4-Losung fraktioniert gefallt. Dazu wurden bei jedem Fallungsschritt die ent-
sprechende Menge an (NH,),SO, langsam und tropfenweise innerhalb von 10 min zu den Uberstéanden
zugegeben. Die mit (NH,),SO,4 versetzten Uberstande wurden fiir weitere 20 - 30 min auf Eis geriihrt.
Fallungsschritte wurden von 0 - 20, 20 - 30, 30 - 40, 40 - 50, 50 - 60, 60 - 70 und 70 - 80% (NH4).SO,
durchgefiihrt. Nach dem Rihren der jeweiligen Fraktionen wurde fiir 20 min bei 4°C und 20.000 Upm
zentrifugiert (SS34-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B). Die erhaltenen Pellets wurden in 3 - 6 ml Aufarbei-
tungspuffer resuspendiert und mittels PD10 Saulen, die zuvor mit je 50 ml Aufarbeitungspuffer aquilibriert
wurden, entsalzt. Die entsalzten Fraktionen wurden auf ihre C4H, DOP6H und BP6OMT Aktivitat getestet.
Gleichzeitig wurden Aliquots der entsalzten Fraktionen elektrophoretisch analysiert. Der Proteingehalt
aller Fraktionen wurde nach Bradford (1976) unter Verwendung einer BSA-L6sung (1 mg/ml) als Stan-
dard bestimmt.

Die enzymatischen Aktivitdten der DOP6H (3.4.1.), C4H (3.3.4.2.) und BP60OMT (3.3.4.1.) wurden nach
den Standardenzymtesten durchgefiihrt, wobei die C4H Enzymteste ebenfalls in einem Testvolumen von
500 pl zusammengesetzt wurden. Anstelle 338 ug enthielten die Testansatze fur DOP6H und C4H
400 pg Protein. Die Testansatze der DOP6H und C4H mit Proteinextrakten der 0 - 20 und 20 - 30 %
(NH4)2,SO,4 Fallung der Linie 6M enthielten jeweils etwa 800 pg Protein. Die Enzymteste zur Ermittlung
der BP60OMT Aktivitat enthielten 100 uM B-Peltatin anstelle 80 uM und 150 pg Protein anstelle 100 pg.
Die Enzymteste der Proteinextrakte der 0 - 20 und 20 - 30 % (NH,),SO, Fallung der Linie 6M enthielten
300 ug Protein.

3.6.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die diskontinuierliche Gelelektrophorese erfolgte modifiziert nach Lammli (1970) in Apparaturen von LKB
Bromma 2001 (Vertical Electrophoresis UnitTM, Bromma, Schweden). Das Standardgel bestand aus
einem 10 %igen Trenn- und einem 6 %igen Sammelgel.
Trenngelzusammensetzung: 375 mM Tris/HCI pH 8,8, 10 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8, 0,1 % (w/v) SDS,
0,01 % (v/v) TEMED, 0,1 % (v/v) APS;
Sammelgelzusammensetzung: 125 mM Tris/HCI pH 6,8, 6 % (v/v) Acrylamid/ Bisacrylamid 30/0,8, 0,1 % (w/v) SDS,
0,01 % (v/v) TEMED, 0,1 % (v/v) APS.
Die Proteinproben wurden kurz vor Applikation mit zweimal Dissoziationspuffer [124 mM Tris/HCI pH 7,5,
20 % (w/v) Glycerin, 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 4 % (w/v) SDS, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau]
versetzt und fir 5 - 10 min auf 95°C erhitzt. Der Lauf erfolgte im Kihlraum bei 4°C tagsuber fir
4 - 6 Stunden bei 37 - 38 mA/Gel im Sammelgel und 45 - 46 mA/Gel im Trenngel, oder Uber Nacht fur
10 - 12 Stunden bei etwa 15 mA/Gel. Fir einen Taglauf wurden 5 | Elektrophoresepuffer [25 mM Tris,
192 mM Gilycin, 0,1 % (w/v) SDS], fur einen Nachtlauf 2,5 | verwendet. Nach Beendigung des Laufes
erfolgte das Anfarben in Coomassie-Blau-Farbeldsung (3,6 g/l Coomassie R250 in 12 % Essigsaure, 30
% Ethanol) fur etwa 30 min. Die Gele wurden einmal in Blitzentfarber (30 % Methanol, 10 % Essigsaure)
und drei- bis viermal in Entfarber (10 % Ethanol, 5 % Essigsaure) von lberschussiger Farbelésung
befreit.
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3.6.3.3. Vergleichende Mikrosomenanalyse der Zellinie 6M und PT

Die Aufarbeitung der mikrosomalen Proteine wurde wie unter 3.3.3.2. beschrieben durchgefuhrt. Nach
Auftrennung mittels SDS-Page (3.6.3.2.) wurden Proteinbanden, die unterschiedliche Intensitaten in den
6M und PT Extrakten zeigten, mit einem Skalpell aus dem Gel herausgetrennt und in einem 8 %igen
SDS-Gel erneut analysiert (3.6.3.2.). Finf Banden wurden ausgewahlt, tryptisch verdaut und spektro-
metrisch analysiert.

Der tryptische Verdau von Proteinen im Gel wurde nach einem Protokoll von Dr. M. Piotrowski (Ruhr-
Universitdt Bochum) durchgefihrt. Die ausgeschnittenen Gelstliicke wurden zweimal mit 400 pl
H,O/Acetonitril (1:1) versetzt und fir 15 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Entfernen der Lésung
wurden 100 pl Acetonitril zugegeben und fir 5 min inkubiert, das Acetonitril entfernt, 50 pyl 100 mM
NH;,HCO; zugegeben, kraftig geschittelt und erneut fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zugabe von weiteren 50 pl Acetonitril wurden die Proben fir 15 min geschittelt und zur Trockne
eingeengt. Zu den trockenen Gelstliicken wurden 10 pl Trypsin (10 ng/pl in 50 mM NH4HCO3) zugegeben
und 10 min auf Eis inkubiert. Dies wurde ca. flnf- bis siebenmal wiederholt, bis alle Gelstiicke vollstédndig
gequollen und mit Flussigkeit bedeckt waren. Der Trypsintuberstand wurde schlieRlich entfernt, die
Gelstlicke mit ca. 50 pyl 25 mM NH4HCO; liberschichtet und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach kurzer
Zentrifugation (Tischzentrifuge, Eppendorf) wurden die Peptide wie folgt aus den Gelstlicken extrahiert.
Die Proben wurden fiir 2 min im Ultraschallbad inkubiert, die Uberstande in neue ReaktionsgefalRe
Uberfiihrt und die Gelrliickstande mit je 50 pyl 25 mM NH4HCO; versetzt. Nach Inkubation fir weitere
20 min unter stdndigem Schutteln, wurden 50 ul Acetonitril zugegeben und fir 15 min bei Raumtempe-
ratur geschiittelt. Nach 2 minitiger Inkubation im Ultraschallbad wurden die Uberstédnde entnommen, die
Gelrtickstande mit 50 pyl 5 % Ameisensaure/Acetonitril (1:1) behandelt und 15 min unter Schitteln
inkubiert. Nach Entnahme der Uberstéande wurde die ebengenannte Prozedur wiederholt und nochmals
die Uberstande entnommen. Die vereinigten Uberstande wurden bei 60°C zur Trockne eingeengt und bis
zur Analyse bei -20°C gelagert.

Die Peptide wurden von Dr. Henze (Institut fir Botanik Ill, HHU Dusseldorf) mittels Nanoelektrospray
Tandem-Massenspekrometrie analysiert (Q-TOF2 und QSTAR XL; Micromass MS Technologies,
Eschborn; Applied Biosystems, Darmstadt; PROXEON Biosystem, Odense, Danemark).

3.6.3.4. 2D-gelelektrophoretische Auftrennung von mikrosomalen Proteinen

Zellen der Linie 6M und PT wurden wie unter 3.3.3.2. beschrieben aufgearbeitet und mittels Blue-Native/
SDS-Page analysiert. Die Durchfiihrung dieser Methode erfolgte modifiziert nach dem Praktikumsskript
»,Genetik und Molekularbiologie der Pflanzen* Abteilung Westhoff (2005), entnommen aus Schagger
(1994), Plicken et al. (2002) und Rokka et al. (2005).

86 pg der mikrosomalen Proteinfraktionen wurden mit 0,5 % (w/v) Digitonin und 0,5 % (v/v) Triton X100
versetzt und flr 20 min bei Raumtemperatur unter Rihren inkubiert. Nach Zugabe von mindestens 10 %
Probenpuffer (750 mM e-Aminocapronséaure, 5 % (w/v) Serva Blue G, 50 mM Bis-Tris pH 7,0, 30 % (w/v)
Saccharose) wurden die Proben fir weitere 20 min gerihrt. Als Marker wurden 4 ug BSA verwendet,
welches in gleicher Weise wie die mikrosomalen Proben behandelt wurde. Die Elektrophorese wurde in
einem 15,8 %igen Trenn- und 6 %igen Sammelgel in Apparaturen von LKB Bromma 2001 durchgefihrt.
Trenngelzusammensetzung: 15,8 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8, 20,9 % sechsmal Gelpuffer (3 M e-Amino-
capronsaure, 0,3 M Bis-Tris pH 7,0), 0,05 % (v/v) TEMED, 0,1 % (v/v) APS;
Sammelgelzusammensetzung: 6 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8, 16,3 % sechsmal Gelpuffer [3 M e-Amino-
capronsaure, 0,3 M Bis-Tris pH 7,0], 0,01 % (v/v) TEMED, 0,1 % (v/v) APS

Der Elektrophoreselauf wurde bei 4°C, ca. 30 mA/Gel fur 8 Stunden durchgefiihrt. Zunachst wurde der
Kathodenpuffer A (50 mM Tricine, 15 mM Bis-Tris pH 7,0, 0,02 % (w/v) Coomassie G) verwendet, der
nach ca. 4 Stunden gegen den Kathodenpuffer B (50 mM Tricine, 15 mM Bis-Tris pH 7,0) ausgetauscht
wurde. Als Anodenpuffer wurde 50 mM Bis-Tris pH 7,0 verwendet. Nach Beendigung des Laufes wurden
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die einzelnen Spuren mit einem Skalpell voneinander getrennt und fir 10 min in Solubilisierungspuffer
(66 mM Na,COj, 2 % (w/v) SDS, 0,67 % (v/v) B-Mercaptoethanol) inkubiert. Die beiden Spuren mit
mikrosomalen Proteinen der Linien 6M und PT wurden mittels SDS-Page weiter aufgetrennt (3.6.3.2.).
Als Marker wurde ein ,Prestained Protein Marker* (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) verwendet und die
Gele mit Silbernitrat gefarbt. Daflir wurden die Gele fir 20 min fixiert (Fixierer: 50 % Methanol, 12 %
Essigsaure), zweimal 5 min gewaschen (10 % Ethanol, 5 % Essigsaure), 5 min in Kaliumdichromat-
Lésung [1 % (w/v) Kaliumdichromat, 0,31 % (v/v) 65 %ige Salpetersaure, 1:10 verdinnt vor Gebrauch]
gefarbt und solange in H,O (bidest.) gewaschen, bis die Gelbfarbung verschwand (ca. 10 - 15 min).
Danach wurde mit Silbernitrat [2,04 % (w/v), AgNOs3, vor Gebrauch 1:10 verdiinnt] nachgefarbt, ca. 1 min
mit H,O (bidest.) gewaschen und dreimal mit Entwickler [2,96 % (w/v) Na,COj; 0,0185 % (w/v)
Paraformaldehyd] behandelt. Die Inkubation in der Entwicklerldsung erfolgte so lange, bis Proteinbanden
sichtbar wurden. Danach wurde die Farbereaktion mit Stopplésung (10 % Ethanol, 5 % Essigsaure)
beendet.
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3.7. Molekularbiologische Methoden

Die verwendeten molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders vermerkt, nach
Sambrook et al. (1989) durchgefiuhrt. Die im Umgang mit DNA und RNA verwendeten Materialien, wie
Plastik- und Glaswaren sowie alle Lésungen, wurden durch Autoklavieren (20 min bei 118°C; Autoklav:
Webeco Typ No. 5, Ludenscheid) sterilisiert. In seltenen Fallen wurden Glaswaren fir 3 h bei 180°C
ausgeheizt. Lésungen, wie z.B. Antibiotika, die nicht autoklaviert werden konnten, wurden sterilfiltriert
(Sartorius, Einwedfilter; Porengrof3e 0,2 um). Die Angabe H,O bezieht sich in allen Fallen auf hochreines
Wasser, das mit Hilfe einer E-Pure-Reinstwasseranlage (Barnsted, W.W. GmbH, Wete A wasser-
technische Anlagen, Leverkusen) tber Filterkartuschen von lonen befreit wurde und anschliel®end fir den
Umgang mit DNA einmal bzw. fiir den Umgang mit RNA zweimal autoklaviert wurde.

3.7.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden Zellen der L. album Suspensionskulturen 6M und PT der
Tage 4 - 6 geerntet, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Fir die Isolierung von geringen Mengen (< 20 mg) an Gesamt-RNA wurde das RNeasy Plant Mini Kit der
Firma Qiagen verwendet, dabei wurde nach den Anweisung des Herstellers vorgegangen. Die Menge
wurde photometrisch bestimmt und die Qualitdt der RNA mittels Formaldehyd-Agarose-Gelelektro-
phorese (3.7.3.) analysiert. Die mit dieser Methode isolierte RNA wurde fiir die cDNA Synthese mittels
,First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV), oder mittels ,MuLV Reverse Transkriptase’
(Sondenherstellung/Macroarray-Experimente, 3.7.11.) und als Ausgangsmaterial fir das ,BD SMART™
PCR cDNA Synthesis Kit’ verwendet.

GroRere Mengen an RNA wurden mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion nach Rosche und
Westhoff (1995) und Westhoff et al. (1991) gewonnen. Dafiur wurden 18 - 20 g Zellen je Zellinie unter
Zugabe von flissigem Stickstoff in einer Reibschale zu einem feinen Pulver zerrieben. Das Zellpulver
wurde mit 16 ml Extraktionspuffer (33 mM Sorbit, 200 mM Tris, 300 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10 mM
EDTA, 2 % (w/v) SDS, pH 9,0) unter Rihren vermischt und 8 ml puffergesattigtes Phenol (0,5 M Tris/HCI
pH 8,0) zugegeben. Beide Loésungen wurden zuvor auf 50°C erwarmt. Im Anschluss wurde fir
10 - 20 min bis zur vollstdndigen Resuspension geruhrt. Nach Zugabe von 8 ml Chloroform wurde die
Suspension fur 20 min gerthrt und zur Phasentrennung fir 10 min bei Rautemperatur und 7.000 Upm
zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5804 R, F34-6-38 Rotor). Die wassrige Phase wurde mit einer Pipette
entnommen und mit jeweils 8 ml Phenol und Chloroform unter Rihren versetzt. Nach 10 - 15 min wurde
erneut zentrifugiert (Raumtemperatur, 10 min, 7.000 Upm; Eppendorf Zentrifuge 5804 R, F34-6-38
Rotor), die wassrige Phase entnommen und diese mit 8 ml Phenol unter Rihren versetzt. Nach 10 min
Inkubation erfolgte die Phasentrennung mittels Zentrifugation und Vermischung der wassrigen Phase mit
1/10 Volumen 3 M Na-Acetat Lésung (pH 6,0) und 1 Volumen Isopropanol. Nach mehrfachem
vorsichtigem Invertieren wurden die Proben bei -20°C Uber Nacht gelagert. Die gefallten Nukleinsauren
wurden am nachsten Tag bei 10.000 Upm und 4°C fir 10 min pelletiert (Eppendorf-Zentrifuge 5804 R,
F34-6-38 Rotor). Die Uberstande wurden entfernt und die Pellets in 0,5 ml Boratpuffer (80 mM Tris, 5 mM
EDTA, pH eingestellt mit Borsaure) resuspendiert. Nach etwa 3 h wurden 1,5 ml Boratpuffer hinzugefiigt,
gut gemischt und fir 10 min bei 10.000 Upm und 4°C (Eppendorf-Zentrifuge 5804 R, F34-6-38 Rotor)
zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue 12 ml GefaRe Uberfiihrt, die Volumina bestimmt und die
RNA durch Zugabe von 1/3 Volumen 8 M LiCl-Losung Uber Nacht auf Eis prazipitiert. Nach Pelletieren
der RNA (Eppendorf-Zentrifuge 5804 R, F34-6-38 Rotor, 10 min, 10.000 Upm, 4°C) wurde diese zweimal
mit je 1 ml Ethanol (70 %) gewaschen, wobei nach jedem Waschschritt fir 5 min bei 10.000 Upm
zentrifugiert wurde. Die Uberstdnde wurden vollstandig entfernt und die getrockneten RNA-Pellets in
sterilem Wasser auf Eis geldst. Die mit dieser Methode isolierten RNA wurde fir die cDNA Synthese
mittels ,MuLV Reverse Transkriptase’ (Sondenherstellung/Macroarray-Experimente, 3.7.11.) verwendet.
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3.7.2. Ermittlung der Nukleinsaure Konzentration

RNA oder DNA Mengen wurden entweder photometrisch mit Hilfe des ,GeneQUANT II* der Firma
Pharmacia (Pharmacia Biotech) bestimmt, wobei es durch die Berechnung des Quotienten aus der
Absorption bei 280 und 260 nm mdglich ist, eine Aussage Uber die Reinheit der DNA-Praparation zu
treffen, oder Uber Agarose-Gelelektrophorese, bei der die Bandenintensitaten der aufgetrennten DNA-
Fragmente mit einem DNA-Massenstandard (Low DNA Mass™ Ladder, Invitrogen) verglichen wurden.

3.7.3. Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von RNA

Bei dieser denaturierenden Gelelektrophorese verhindert der Zusatz von Formaldehyd die Bildung inter-
und intramolekularer Wasserstoffbriickenausbildung der RNA-Molekile durch Reaktion zwischen den
Aminogruppen von Adenin, Guanin und Cytosin und der Aldehydgruppe des Formaldehyds unter Ausbil-
dung Schiff'scher Basen.

Vorbereitend wurde die Gelkammer Uber Nacht mit einer 0,1 % (w/v) SDS-Ldsung inkubiert und am
nachsten Tag grundlich mit zweifach autoklaviertem H,O ausgespiilt. Fir ein 0,9 %iges Gel (Gesamt-
volumen 40 ml) wurde 0,5 g Agarose in 10 ml 5 x MOPS-Puffer (0,2 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat,
10 mM EDTA, pH 7,0) und 30 ml H,O durch Aufkochen gelést. Diese Agaroseldsung wurde auf ca. 50°C
abgekiihlt und 8 ml auf 37°C vorgewarmtes deionisiertes Formaldehyd zugegeben. Nach dem GielRen
wurde das Gel innerhalb einer Stunde verwendet. 1 - 2 yg RNA wurden mit 30 pl Auftragsmix -
bestehend aus 15 pl deionisiertem Formamid, 6 pl deionisiertem Formaldehyd, 6 pl 5 x MOPS, 3 pl 10 x
Farbmix [0,5 mM EDTA, 0,125 % Bromphenolblau, 50 % (v/v) Glycerin in 10 x TBE-Puffer (0,89 M Tris,
0,89 M Borsaure, 31,8 mM EDTA, pH 8,2)] - vermischt. Vor dem Gelauftrag wurden die Proben fir 10 min
auf 95°C im Heizblock erhitzt und in Eiswasser abgekuhlt. Die Elektrophoresekammer wurde zunachst
bis zur Geloberkante mit 1 x MOPS-Puffer befiillt und die Elektrophorese fiir 10 min bei 70 Volt gestartet.
Danach wurde die Kammer vollstandig befillt und das Gel mit Puffer bedeckt. Als Marker wurden 2 pl
»High Range RNA Ladder” (MBI Fermentas) in 10 ul Auftragsmix aufgetragen.

3.7.4. Agarose-Gelelektrophorese

Agarosegele von 0,8 - 2 % (w/v) wurden in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1mM EDTA, pH 8,0 einge-
stellt mit Essigsaure) angesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 bis 1/10 des Probenvolumens mit DNA-
Probenpuffer (50 % (w/v) Saccharose, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau in TAE) versetzt. Die Elektro-
phorese erfolgte in TAE-Puffer bei 80 - 90 V. Nach Auftrennung der DNA-Fragmente wurden die Gele in
einem TAE-Ethidiumbromid Farbebad (TAE mit 0,3 mg/ml Ethidiumbromid) fir 20 - 30 min gefarbt und
auf einem UV-Tisch photographiert. Als GrélRenmarker wurden 5 pyl 1 Kb PLUS DNA Ladder (1:10-
Verdliinnung; Invitrogen Life Technologies) aufgetragen oder im Fall der DNA-Mengen Bestimmung der
DNA-Massenstandard (Low DNA Mass™ Ladder, Invitrogen) verwendet.

3.7.5. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten eingesetzt. Alle durch-
gefuhrten PCRs wurden nach dem Standardansatz (Tab. 3.18.) durchgefiihrt. Die jeweiligen Programme
sind in Tabelle 3.19. und 3.20. zu finden.

Alle PCRs wurden in einem Thermocycler von Biometra (UNO, Biometra, Géttingen) durchgefiihrt. Zur
Erhéhung der spezifischen Primerbindungen wurden die PCR-Reaktionen der C4H in einem ,Touch-
down“-Programm durchgefuhrt (Tab. 3.19.). Wahrend die Amplifikation der SSH-Fragmente in einem
einfachen PCR-Programm erfolgte (Tab. 3.20.).
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Tab. 3.18.: Zusammen- lEnE (e ) Ll
setzungen eines PCR-Standard- 10 x PCR-Puffer* 5ul
ansatzes 50 mM MgCl, 1,5l
je 5 mM dNTPs 2l
Tag-Polymerase** 1ul
cDNA 3l
Primer F (10 pmol/ul) 3l
Primer R (10 pmol/pl) 3l
H,0 31,5l
Gesamtvolumen 50 pl
* - PCR-Puffer: 10 x Reaktionspuffer (ohne MgCl,) Invitrogen Life Technologies

*k

- Tag-Polymerase: wurde von Arne Schwelm im Rahmen eines Praktikums mit Hilfe

eines Tag-Polymerase Uberexprimierenden E. coli Stammes hergestellt

Tab. 3.19.: PCR-Programme
C4H- und C4H nested - ,touch-
down“-Programm, die Annealing-
Temperatur® wird dabei in jedem
Zyklus um 0,5°C erniedrigt

Tab. 3.20.: PCR-Programme
Aktin-PCR, Analyse der Adapter-
ligation (PLR) und SSH-Programm
- einfache PCR;

** - semiquantitative PCR

Zeit Temperatur Anzahl Zeit Temperatur Anzahl
Programm o Programm
[sec] [°C] der Zyklen [sec] [°C] der Zyklen
120 94 1 120 94 1
30 94 30 94
30 46 — 50 (-0,5)" 8 Ati 30 46 25
75 72 in 30 72
C4H 30 94 120 72 1
30 46 24 © 20
75 & 300 75 1
180 72 Analys_e de_r %
. 20 1 Adaptorligation 94 27
PLR 30 65
20 o ] 150 68
30 94 120 94 1
30 50 «— 54 (-0,5) 8
Analyse der % 94 18
60 72 3 30 60
C4H Subtraktions-
nested 30 94 2 effizienz** 120 72
30 50 PLR 30 94
60 72 30 60 23/28/33
180 72 ] 120 72
© 20 180 94 1
30 94
30 55 30
SSH 120 79
300 72 1
© 20

Die Reinigung der Fragmente erfolgte mittels des QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) und/oder
mittels eines Low Melt Agarosegel gelelektrophoretisch. Die elektrophoretisch aufgetrennten Banden
wurde ausgeschnitten und mittels QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) aufgereinigt.

46



Methoden

3.7.6. Klonierung von PCR-Fragmenten

Die DNA Fragmente wurden zur weiteren Analyse (Sequenzierung oder Macroarray Experimente) in den
pGEMT®-T Vektor (Promega) nach Angaben des Herstellers kloniert. AnschlieRend wurden die ligierten
Fragmente in kompetente E. coli Zellen (DH5a) transformiert.

Die Herstellung kompetenter Bakterien erfolgte nach Hanahan (1983). 5 ml einer tber Nacht gewach-
senen Kultur wurden mit 100 ml frischem LB-Medium verdinnt und bei 37°C bis zu einer ODgqq (Uvikon
930 Spektrometer, Kontron Instruments, Tegimenta, Schweiz) von 0,6 kultiviert. Das Wachstum wurde
durch Inkubation auf Eis gestoppt und die Zellen bei 4°C und 3.000 Upm (GSA-Rotor, Sorvall-Zentrifuge
RC5B) pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet getrocknet und in 30 ml TFBI-Lésung (30 mM
Kaliumacetat, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 15 % Glycerin, pH auf 5,8 mit Essigsaure p.A.
eingestellt) resuspendiert. Nach Inkubation auf Eis fir 10 min wurde fir weitere 10 min bei 3.000 Upm
und 4°C zentrifugiert (GSA-Rotor, Sorvall-Zentrifuge RC5B). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 4 ml TFBII-Lésung (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15 % Glycerin, pH auf 7,0
mit NaOH eingestellt) aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde in Aliquots a 200 pl in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurde der Ligationsansatz zu 200 ul kompetenten DH5a Zellen gegeben und
vorsichtig gemischt. Die Transformationsansatze wurden fir 30 min auf Eis inkubiert und alle 10 min
invertiert. Anschlielend wurden die Bakterien flr 90 min einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und auf
Eis gestellt. Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium wurde fir weitere 45 min bei 37°C inkubiert und
zwischendurch gemischt. 100 pl des Transformationsansatzes wurden direkt auf eine LB/Amp/X-
Gal/IPTG-Platte (100 pug/ml Ampicillin, 125 yg/ml X-Gal, 0,5 uM IPTG; Blau-Weif3-Selektion) gegeben und
ausgestrichen. Der restliche Transformationsansatz wurde fir 1 min bei 7.000 Upm (Tischzentrifuge,
Eppendorf) pelletiert und in 100 pl Uberstand resuspendiert. Dieser konzentrierte Ansatz wurde auf einer
zweiten LB/Amp/X-Gal/IPTG-Platte ausgestrichen. Die Platten wurden bis zum nachsten Tag (12 - 14 h)
bei 37°C inkubiert.

3.7.7. Restriktionshydrolyse

Die Restriktionshydrolyse wurde in der Regel mit 5 - 7 yl der Plasmidpraparation, 1 ul der/des jeweiligen
Enzyme/s (Apal und Pstl; Spel; Sacll und Xbal), 2 pl des jeweiligen Puffers und 3 - 5 yl H,O angesetzt.
Die Inkubation erfolgte fiir 2 - 4 h bei 37°C. Die Analyse erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese
(3.7.4.).

3.7.8. Plasmidpraparationen

Die flr die Klonierungsexperimente und zur Sequenzanalyse bendétigte Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des
QIAprep® Spin Miniprep Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert.

Plasmidpraparationen, bei denen die Reinheit des Plasmides weniger bedeutend war (ldentifizierung von
positiven Transformanden) wurden nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit der TENS-Methode nach
Zhou et al. (1990) durchgefthrt. 1,5 - 2 ml der Gber Nacht gewachsenen transformierten E. coli Kulturen
wurden in ReaktionsgefalRe Uberfiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (30 sec 8.000 Upm, Tisch-
zentrifuge, Eppendorf) pelletiert und die Uberstande bis auf 50 - 100 ul verworfen. Nach Resuspendieren
wurde die Bakteriensuspension mit je 300 yl TENS-Lésung (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1TmM EDTA pH 8,0,
0,1 M NaOH, 0,5 % (w/v) SDS) vermischt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl
Kaliumacetat (3M, pH 5,2) wurden die Reaktionsansatze kurz gemischt und fir weitere 5 min auf Eis
inkubiert. Es folgte 5 minltige Zentrifugation bei 13.000 Upm (Tischzentrifuge, Eppendorf), Uberfiihren
der Uberstande in neue Reaktionsgefale und Zugabe von 900 pl Ethanol p.A.. Die Proben wurden durch
Invertieren gemischt und geféllte DNA durch Zentrifugation (13.000 Upm, 3 min, Tischzentrifuge,
Eppendorf) pelletiert. Die Pellets wurden mit 0,5 ml 70 % Ethanol p.A. gewaschen und nach erneuter
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Zentrifugation (13.000 Upm, 3 min, Tischzentrifuge, Eppendorf) und Entfernen der Uberstinde Luft
getrocknet. Die Resuspendierung erfolgte in 50 yl TE-RNaseA-Puffer (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA,
pH 7,4, 20 uyg/ml RNase A).

3.7.9. Kultivierungs-/Stammbhaltungsbedingungen der Bakterien

Bakterienstdmme wurden auf Agarplatten bei 37°C fur 14 h angezogen. Einzelkolonien wurden von
diesen Platten in Reagenzglaser Uberfihrt und in 2 - 4 ml LB/Amp-Medium Uber Nacht bei 37°C und
200 Upm kultiviert. Diese Bakteriensuspensionen waren Ausgangspunkt fir die Plasmidpraparation und
fur die Herstellung von Glycerinstocks.

Fir die Glycerinstocks wurden 1 - 2 ml der angezogenen Bakteriensuspension (siehe oben) fir 30 sec
bei 7.000 Upm (Tischzentrifuge, Eppendorf) zentrifugiert, die Uberstéande entfernt, die Pellets in 500 ul
LB/Glycerin (LB-Medium mit 60 % Glycerin) resuspendiert und bei -80°C gelagert.

3.7.10. Suppressive-Subtraktions-Hybridisierung (SSH)

Mit Hilfe der Suppressiven-Subtraktions-Hybridisierung (SSH) sollten die Genexpressionsprofile der
beiden Zellinien vergleichend untersucht werden. Eine anschliefende Macroarray-Analyse sollte dabei
zur Verifizierung der Daten dienen. Die cDNA-Synthese und SSH wurden unter Benutzung der Kits: BD
SMART™ PCR cDNA Synthesis und Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit der Firma Clontech
durchgefiihrt. Alle durchgefiihrten Schritte erfolgten strikt nach Herstellerangaben.

3.7.10.1. Isolierung von Gesamt-RNA

RNA wurde aus 4 - 6 Tage alten Zellen der Linien 6M und PT mit Hilfe des RNeasy Plant Kits von Qiagen
isoliert und die Qualitat der RNA mittels Formaldehyd-Gelelektrophorese (3.7.3.) analysiert.

3.7.10.2. cDNA Synthese

Fir die cDNA Synthese wurde das BD SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit von BD Biosciences verwen-
det, welches im Hinblick auf das folgende Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit dscDNA mit
spezifischen flankierenden cDNA Sequenzen lieferte.

Poly A* RNA . SMART II™ A Oligonucleotide
ERVAVAVAVLV VAV VAV AV L L T 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3'
5.-_.GGG :T Rsal
SMART 1A COS primer .
oligonucleotide First-strand 3' SMART™ CDS Primer Il A
synthesis by RT 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30)V N-3'
Rsal
5 urumuAununuuununues polya
R cicl iy
5= il 5' PCR Primer Il A
i 4C tailing by RT stap 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3
6 B A DolYA (N=AC,G,orT;V=A,G,orC)
5 - o
Template switching b)
and extension by RT
- Abb. 3.1.: Anleitung des BD SMART™ PCR
AV AVAVAVAVAVAY A VAV A A
ﬁ'-"'Gc%Eﬁ cDNA Synthesis Kit von BD Biosciences
- - a) Einzelschritte der Anleitung
l Amplify cDNA by LD PCR b) verwendete spezifische Primer flr die Bildung
a) with PCR primer der flankierenden Bereiche der cDNA Sequenzen

Double-stranded cONA
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Aus der Gesamt RNA wurden nur die RNAs mit polyA Anhang (mMRNAs) durch die Reverse Transkriptase
und den zugegebenen Primer 3’ SMART™ CDS Il A in sscDNA tiberfiihrt (Abb. 3.1.). An die sscDNAs
wurden durch die Reverse Transkriptase dC Basen angehangt. Diese so verlangerte sscDNA bildete das
Template fur die Bildung des komplementaren Stranges. Die dscDNA wurde mittels LD PCR (long
distance PCR) durch Zugabe des AdvantageT"’I cDNA PCR Polymerase Mix (BD Biosciences) und des
5 PCR Primer Il A amplifiziert. Nach Reinigung der PCR-Produkte mittels Chroma Spin 1000 Saulen (BD
Biosciences) wurden die cDNA Molekile mit Rsa I hydrolysiert, um verkirzte Einzelstrangenden zu
erhalten, die dadurch eine Adapterligation ermdglichten. Die Adapterligation bildete den Ausgangspunkt
fir das Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit (Abb. 3.2.). Vor der Ligation wurde der
Hydrolyseansatz mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt.

3.7.10.3. Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit

Die gereinigten cDNA Fragmente der Linie 6M und PT wurden jeweils getrennt voneinander mit Adapter
1 und 2 ligiert (Abb. 3.2. und 3.3.).

Tester cDNA Tester cDNA
+ ) +
Adaptor1 Driver cDNA Adaptor 2R
(in excess)
[ — B ———
—— ———

First hybridization

Abb. 3.2.: Prinzip der Suppressiven-
e Subtraktions-Hybridisierung
Zwei Tester Populationen werden mit zwei

Second hybridization:
Mix samples
+ Add fresh denatured driver
Anneal

o

Add primers dem
Amplify by PCR
a, d no amplification

no amplification

C linear amplification
h
5 I — 0
and g expenential amplification®
3" Il — T 5 . ) o
- *Although there is a primer binding sequence on both

ends of the type & molecules, the shorter averall
homelogy at the two ends effectively negates the

suppression PCR effect—except for very short molecules.

See Appendix A for more details on suppression PCR.

verschiedenen Adaptern versehen, wah-
rend die ,Driver cDNA keinen erhalt. Bei
der ersten Hybridisierung werden dif-
ferentiell exprimierte Sequenzen egalisiert
und angereichert. Bei der zweiten Hybridi-
sierung werden die Templates der diffe-
rentiell exprimierten Sequenzen generiert.
Nur mit e bezeichnete Sequenzen werden
bei der anschlieRenden PCR Amplifikation
exponentiell vermehrt. Die folgende zweite
PCR (in der Abb. nicht mehr dargestellt)
bewirkt die Reduzierung des Hinter-
grundes und die weitere Anreicherung von
differentiellen Sequenzen (Abb. entnom-
men aus der Kitanleitung).
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Ein Aliquot aus beiden Ligationsansatzen der Linie 6M und PT wurde als Ligationskontrolle entnommen,
wahrend die brigen Proben fiir die erste und zweite Hybridisierung mit dem entsprechenden ,Driver*
(cDNA Fragmente gewonnen aus der jeweils anderen Zellinie) versetzt wurden. D.h. cDNAs der Linie 6M
ligiert mit Adapter 1 und 2 wurden unabhangig voneinander mit cDNA der Linie PT (ohne Adapter)
hybridisiert (,forward subtraction® 1 und 2). Im Gegenzug wurden die cDNAs der Linie PT ligiert mit
Adapter 1 bzw. 2 mit cDNA der Linie 6M (ohne Adapter) hybridisiert (,reverse subtraction® 1 und 2; Abb.
3.3.). Im Anschluss wurden jeweils die Hybridisierungsansatze der ,forward subtraction 1 mit der
»forward subtraction“ 2 vermischt und weitere ,Driver* cDNA zugegeben. In einer anschlieenden PCR
wurden nur die cDNA Doppelstrange amplifiziert, deren Einzelstrdnge komplementar zueinander mit den
Adaptern 1 und 2 versehen waren (Abb. 3.2. e).

Wie in Abb. 3.3. vermerkt, wurde als Kontroll-Subtraktion (C) die Skelettmuskel-cDNA mit dem zugehori-
gen Rsa | Hydrolyseansatz hybridisiert. Zusatzlich wurde auch die Kontrolle des BD SMART™ PCR
cDNA Synthesis Kits (Human Placenta RNA) mit dem zugehdérigen Rsa | Hydrolyseansatz hybridisiert.
Beide Kontrollen dienten zur Identifikation, ob das SSH-Experiment erfolgreich durchgefihrt wurde.

Zusatzlich zu den beschriebenen Hybridisierungskontrollen, wurden Kontrollen zur Adapterligation-
und Subtraktionseffizienz nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Flr die Analyse der Adapterligation
der Humanen cDNA Kontrollen wurden die G3PDH 3’, 5’ und der PCR 1 (= T7) Primer verwendet, sowie
das dafiir beschriebene Cycler-Programm (3.7.5.). Fir die Analyse der Adapterligation der 6M und PT
cDNAs wurden die Primer fir das Gen LAPLRI 3’ und 5 (Pinoresinol/Lariciresinol Reduktase aus
L. album, von Heimendahl et al., 2005) in Kombination mit dem PCR 1 (= ZAPT7) Primer verwendet. Fur
die Analyse der Subtraktionseffizienz der 6M und PT cDNAs wurden die Primer LAPLRI 3’ und 5
verwendet (3.7.5.).

Linie 6M Linie PT Kontrolle
I[N rorwaro susTRACTION [E]  reversesusTRACTION CONTROL SUBTRACTION
. N N
- Exg&rll:‘lelll};:‘rll;slelrld. " Exp‘e_ri|;;e|1u|\{!@u;swlﬂl_ I c“m:c:;: : ﬁlle;?!::;:'?[ﬂ:lgg NA
(Prepared in Step IV.F.1 from Asa | digest) (Prepared in Step IV.F.1 from Rsa | digest] (Prepared in Step IV.F.2)
v ¥ \d v ¥ ¥
Tester Tester Tester Tester Tester Tester
1-1 1-2 2-1 2-2 H 3-2
« Mix with * Mix with * Mix with * Mix with * Mix with * Mix with
Adaptor 1 Adaptor 2R Adaptor 1  Adaptor 2R Adaptor 1 _ Adaptor 2R
Unsubtracted Unsubtractad Unsubtracted
tostar control 1-¢ testar control 2-C tostar control 3-¢
r " * " A ‘L Y ¢
i : Ligate to i : Ligata to L Ligate to
kldgate to Ligate to Adaptore Ligate to Ligate to Adaptors Ligate to Ligate to Adaptors
aptor 1 Adaptor 2R 1 and 2R Adaptor 1 Adaptor 2R 1and 2R Adaptor 1 Adaptor 2R 1 and IR
¥
Ligation Ligation Ligation Ligation Ligation Ligation
efficiency efficiency efficiancy efficiancy afficiancy efficiency
test test test test test test
Y A, k. Y
Add Add Add|{cDNA 1 A(I(I Add skeletal muscle  Add skeletal muscle
(as driver) (as driver) (as driver) (as driver) cDNA (as driver) cDMA (as driver)
First hybridization  First hybridization First hybridization  First hybridization First hybridization First hybridization
Add m[% driver) A(I(I[as driver) Add skeletal muscle ;DNA (as driver)
Second hybridization Second hybridization Second hybridization
¥ " ¥ ¥ L
\ PCR PCR ) PCR PCR PCR PR

.

/

N~

Abb. 3.3.: Anleitung des PCR-Select™ cDNA Subtraction Kits von BD Biosciences

Die ,forward subtraction wurde mit cDNAs der Linie 6M als Tester und cDNAs der Linie PT als ,Driver” durchgefiihrt.
Die ,reverse subtraction” wurde mit cDNAs der Linie PT als Tester und cDNAs der Linie 6M als ,, Driver* durch-
gefiihrt. Die Kontroll-Subtraktion C erfolgte mit Skelettmuskel-cDNA als ,Tester” und dem Rsa / Hydrolyseansatz als
LDriver®.
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Je ein Aliquot der subtrahierten cDNA Ansitze wurde in den pGEMT®-T Vektor (Promega) ligiert und in
kompetente DH5a-Zellen transformiert (3.7.6.). Von diesen transformierten Bakterien wurden insgesamt
671 Klone mit differentiellen SSH cDNA Fragmenten der Linie 6M und 563 Klone mit differentiellen SSH
cDNA Fragmenten der Linie PT gepickt und in je 300 yl LB/Amp (100 pg/ml Ampicillin) im 96 Well-
Plattenformat (Brand GmbH + Co KG, Wertheim) Uber Nacht bei 200 Upm und 37°C kultiviert. Am
nachsten Tag wurden die z.T. etwas eingetrockneten Bakterienkulturen mit 100 - 150 pl Glycerin
(100 % p.A.) versetzt. Sie bildeten die Glycerinstocks fir die folgenden Macroarray-Experimente.

3.7.11. Macroarray - Experimente

Die Verifizierung, d.h. der Ausschluss von Falsch-Positiv differentiell exprimierter cONA Fragmente der
Suppressiven-Subtraktions-Hybridisierung wurde nach Rebrikov (2003) durchgefiihrt. In einem Vor-
versuch wurden je 95 Klone mit SSH cDNA Fragmenten der Linie 6M und PT aus den Glycerinstocks in
2 ml LB/Amp-Medium (100 pg/ml Ampicillin) Gber Nacht vermehrt. Am Folgetag wurden die Plasmide
mittels TENS-Praparation (3.7.8.) isoliert und die SSH cDNA Fragmente mittels PCR amplifiziert (3.7.5.).

Nach gelelektrophoretischer Analyse in einem 2 %igen Gel (3.7.4.) wurden die PCR-Produkte mit einem
DOT-Blot Replikator (96 pins, @ 1,58, 0,2 ul; V&P Scientific IC., San Diego, CA, USA) auf Nylon-
membran (HybondTM-N+, positively charged; Boehringer, Ingelheim) aufgebracht. Nach dem Trocknen der
Membranen wurden sie fur 15 min in Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), 15 min in
Neutralisationslésung (1,5 M NaCl, 1 M Tris/HCI pH 7,5), 10 min in 2 x SSC-Lésung (0,3 M NaCl, 30 mM
Na-Citrat, pH 7,0) und 30 min bei 80°C inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran
wurden mit Prahybridisierungslésung [5 x SSPE (0,75 M NaCl, 0,05 M NazPO,4, 5 mM EDTA, pH 7,7),
5 x Denhardt's Losung (0,2 % (w/v) BSA, 0,2 % (w/v) Ficoll™, 0,2 % (w/v) PVP), 0,5 % (v/v) SDS,
100 ug/ml denaturierte Fischsperma-DNA (Roche, Mannheim)] fiir ca. 1 h bei 65°C abgesattigt. Nach der
Prahybridisierung wurde die Halfte der Losung verworfen und die radioaktiv markierte Sonden-DNA
zugegeben (Herstellung siehe unten). Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei 64 - 66 °C. In
mehreren Waschschritten bei der genannten Hybridisierungstemperatur wurden Uberschiussige und
unspezifisch gebundene Sonden-DNA von der Membran entfernt. Dabei wurde fir 10 - 15 min in
2 x SSPE (0,3 M NaCl, 0,02 M Na3zPQOg4, 2 mM EDTA, pH 7,7) mit 0,1 % SDS, fur 10 - 15 min in 1 x SSPE
(0,1 M NaCl, 0,01 M Na3zPO4, 1 mM EDTA, pH 7,7) mit 0,1 % SDS und fir 2 x 10 min in 0,2 x SSPE
(30 mM NaCl, 2 mM NazPOy, 0,2 mM EDTA, pH 7,7) mit 0,1 % SDS inkubiert. AbschlieBend wurden die
Blots kurz in 2 x SSPE mit 0,1 % SDS abgesplilt, abgetrocknet und die markierten Spots mittels
Autoradiographie detektiert. Der Rontgenfiim wurde zusammen mit den in Frischhaltefolie einge-
schlagenen Membranen in einer Filmkassette mit Verstarkerfolie fur 1 - 2 Tage bei -80°C inkubiert. Die
Filmentwicklung erfolgte jeweils fiir etwa 2 - 4 min in Entwicklerldsung (Kodak), H,O und Fixierer.

Die Sondenmarkierung mit radioaktivem a*?P-dATP fiir die Detektion der differentiellen cDNA
Fragmente wurde wie folgt durchgefiihrt. 2 ug RNA der Linie 6M bzw. PT wurden mit 2 pl 100 uM Oligo
dT-Primer und H,O (ad. 6 pl) vermischt, fur 10 min bei 70°C inkubiert und danach fir 5 min im
Eiswasserbad abgekiihlt. Zu diesem Ansatz wurden 5 ul 5 x PCR-Puffer (RevertAid™ H Minus M-MuLV
Reverse Transkriptase Puffer, Fermentas), 2 ul dNTPs (0,04 mM dATP, 5 mM dGTP, 5 mM dCTP, 5 mM
dTTP) und 1 pl RNasin (RNAse Inhibitor, Fermentas) zugegeben und nach Vermischen fir 1 min bei
42°C im Thermocycler (Biometra) inkubiert. Es folgte die Zugabe von 1 pl RevertAid™ H Minus M-MuLV
Reverse Transkriptase (200 u/ul, Fermantas), 5 ul a*?P-dATP (3000 Ci/mmol, Amersham Buchler) und
Inkubation fir 50 min bei 42°C und 15 min bei 70°C. Nach Zugabe von 0,5 pyl RNase A (Fermentas)
wurde fir weitere 30 min bei 37°C im Thermocycler inkubiert. Die Sondenreinigung erfolgte mit Hilfe des
QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen) nach Herstellerangabe unter zusatzlicher Verwendung von
35 % (w/v) Guanidinhydrochlorid. Die Sonden wurden mit 100 pl Puffer (QIAquick® PCR Purification Kit)
eluiert und zur Hybridisierungslésung gegeben.
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Die Sondenmarkierung fiir die Herstellung spezifischer Sonden erfolgte mit radioaktivem a*?P-dATP mit
Hilfe des Nick Translation PCR Kits (Invitrogen Life Technologies) nach Herstellangaben. Die Sonden-
reinigung erfolgte mittels des QIAquick® PCR Purification Kits (Qiagen) nach Herstellerangabe.

Die Auswertung der ersten DOT-Blots mit je 95 SSH cDNA Fragmenten ergab, dass zwei der Sequenzen
sehr haufig vertreten waren. Die Sequenzanalyse (3.7.12.) ergab Hinweise auf eine putative Catalase.
Aus den kodierenden Plasmiden wurden die betreffenden Sequenzen mittels Restriktionshydrolyse
(Spe I; Sac Il und Xba I, 3.7.7.) herausgetrennt, mittels QIAquick® PCR Purification (Qiagen) gereinigt
und je 300 ng dieser DNA fir die Sondenmarkierung mit radioaktiven a*’P-dATP mit Hilfe des Nick
Translation PCR Kits (Invitrogen Life Technologies) verwendet.

Im Anschluss daran wurden die restlichen Klone der Linie 6M (576) und PT (468) angezogen, die
Plasmide isoliert, die SSH cDNA Fragmente amplifiziert, auf Nylon-Membranen gespottet und mit
radioaktiven Sonden hybridisiert (siehe oben). Nach Auswertung dieser ersten Hybridisierung wurden die
Blots fir 30 min bei 80°C in 0,5 % (w/v) SDS-Lésung inkubiert, um die Sonden zu entfernen. Nach
weiteren Waschschritten fir 2 x 15 min in 2 x SSPE (0,3 M NacCl, 0,02 M Na NazPO,4, 2 mM EDTA,
pH 7,7) mit 0,1 % SDS bei Raumtemperatur wurden die Blots mit Prahybridisierungslésung behandelt
und schlieB3lich die spezifischen Sonden der putativen Catalase zugegeben. Die weitere Vorgehensweise
erfolgte wie zuvor beschrieben.

3.7.12. Sequenzanalyse

Nach Aufreinigung der Plasmid-DNA mittels QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) wurden die DNA-
Konzentrationen photometrisch bestimmt und die Plasmide an die Firma Macrogen (Gasan-dong,
Geumcheon-gu, Seoul, Korea) fur die Sequenzierung gegeben. Sequenzvergleiche wurden mit den
Programmen ,ClustalWW’ (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html; Version 1.82; nach EMBL-EBI
Einstellungen) und ,Emboss Pairwise Alignment Algorithms’ (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/; Method
Emboss - needle (global), Gap open - 10,0, Gap extend - 0,5, Matrix - Blossum 62) durchgefihrt.
Sequenzvergleiche mit Datenbanken wurden Uber eine NCBI-Blast Suche (http://www.ncbi.nim.nih.gov
/blast/) durchgefiihrt. Die Analyse der Peptide (+TOF MS Produkte) erfolgte mittels der Blast -
Proteindatenbank (search for short and nearly exact matches) und die Analyse der cDNA Sequenzen
mittels ,blastx’-Datenbank (translated query versus protein database). In fast allen Féllen wurde die
Suche zunachst auf die Datenbank der Viridaeplantae eingegrenzt. Konnte unter MalRgabe dieser
Einschréankung kein Ergebnis erhalten werden, so wurde die Suche auf ,all organism’ ausgeweitet. Die
,accession no.” der Sequenzen wurden jeweils angegeben.
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3.8. HPLC - Analytik

Die HPLC-Analysen (high performance liquid chromatography) wurden mittels Umkehrphasen Chromato-
graphie durchgefihrt. Als Laufmittelsystem wurde hochreines Wasser mit 0,01 % (v/v) o-Phosphorsaure
(85 %) (Laufmittel A), welches zuvor partikelfrei filtriert wurde, und Acetonitrii 100 % (Laufmittel B)
verwendet. Tabelle 3.21. gibt einen Uberblick (iber die verwendeten Programme und damit analysierten
Proben. Die Detektion der Lignane erfolgte bei A = 230 nm, die Detektion von p-Cumar- und Zimtsaure
bei 309 nm. Die ldentifizierung der einzelnen Proben erfolgte anhand der Retentionszeiten und Spektren
von Standards (Tab. 6.1.).

Tab. 3.21.: Ubersicht iiber die verwendeten HPLC-Programme und analysierten Proben

zu analysierende Proben Programm
Programm- Zeit Fluss Konzentration Konzentration
bezeichnung [min] [ml/min] Laufmittel A Laufmittel B
[%] [%]
Lignane - DOP, B-Peltatin, Podo1b 0 0,8 60 40
PAM, 6MPTOX, PTOX, 17 1,0 33 67
PTOX-Glucosid, 6MPTOX- 18 1.0 60 40
24 0,8 60 40
Glucosid;
p-Cumar- und Zimtséure C4H 0 0,8 65 35
30 1,0 45 55
32 1,0 20 80
34 0,8 65 35
38 0,8 65 35
Lignane - Matairesinol, 20040324 0 0,8 75 25
Hydroxymatairesinol, 10 08 62 38
. 28 1,0 57 43
Yatein;
33 1,0 45 55
44 1,0 75 25
48 0,8 75 25

3.9. LC/MS - Analytik

Die LC/MS Analysen wurden im Labor Prof. Dr. Schmidt von Dr. R. Ebel und Dr. R. Edrada durchgeflhrt
(Institut fir Pharmazeutische Biologie; HHU Disseldorf, Westfalische Wilhelms-Universitat Minster)
[HPLC-ESI/MS: Finnigan LCQ Deca XP Massenspektrometer (Thermo Finnigan, Dreieich); Agilent 1100
Series HPLC System (Waldbronn); Knauer Eurosphere RP C18 HPLC-Saule (250 x 2 mm, i.d. 5 pym;
Berlin); Laufmittel: Acetonitril (mit 0,1 % Formiat) / Wasser].
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4. Ergebnisse

4.1. Gewinnung von Deoxypodophyllotoxin

Fltterungsexperimente radioaktiver Vorstufen und biochemische Untersuchungen zur Deoxypodophyllo-
toxin 6-Hydroxylase (DOP6H) weisen auf Deoxypodophyllotoxin (DOP) als Vorstufe fiir die Biosynthese
des Podophyllotoxins (PTOX) und 6-Methoxypodophyllotoxins (6MPTOX) hin (Kuhlmann et al., 2002;
Molog et al., 2001; van Uden et al., 1995). Es mussten daher fir die Untersuchung der ,spaten“-Schritte
der Aryltetralin-Lignan Synthese, insbesondere der DOP6H und Deoxypodophyllotoxin 7-Hydroxylase
(DOP7H) Reaktionen, ausreichende Mengen an DOP zur Verfigung stehen. Da DOP jedoch nicht
kommerziell erhaltlich ist, musste es zunachst isoliert oder synthetisiert werden. Zwei Verfahren zur
Gewinnung, die in der Literatur beschrieben werden - die Isolierung und Anreinigung aus Anthriscus
sylvestris Wurzeln (van Uden et al., 1997) und die chemische Synthese aus PTOX (Jackson und Dewick,
1984), wurden getestet.

Die Extraktion aus getrockneten Anthriscus sylvestris Wurzelstiicken wurde stark vereinfacht
durchgefiihrt (3.2.1). Aus den eingesetzten 4 g getrockneten Pflanzenmaterials konnten nach saulen-
chromatographischer Reinigung insgesamt etwa 7,8 mg DOP extrahiert werden, was einem Anteil von
etwa 0,2 % des Trockengewichtes (TG) entspricht. Nach van Uden et al. (1997) sind in Rohextrakten
etwa 0,39 % des TG DOP enthalten. Da die DOP enthaltenden Fraktionen nach einfacher Kieselgel-
reinigung noch zu viele weitere Substanzen enthielten (Abb. 4.1.), was eine weiterfuhrende Reinigung
notwendig gemacht hatte, wurde die chemische Synthese zur Gewinnung vorgezogen.
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Abb. 4.1.: HPLC-Chromatogramm der vereinigten Fraktionen 11, 12 und 17 der saulenchromatographischen
Anreinigung - Gezeigt sind die Signalintensitat (in der Einheit mAU = Milli Absorption Units = Milliextinktionen)
gegen die Zeit (in Minuten) bei 290 nm. Die Retentionszeit von DOP liegt bei dieser HPLC-Methode (Podo1b - 3.8.)
bei etwa 14,9 min. Das Vorhandensein weiterer Peaks lasst auf einige Verunreinigungen in der Probe schlieRen.
Kleines Bild oben rechts - Spektrum des DOP-Standards (schwarz), Spektrum des DOPs aus Anthriscus sylvestris

(griin)

Im Gegensatz zu DOP ist PTOX kauflich erhaltlich und kann in einer chemischen Reaktion in DOP
Uberfuhrt werden. Dabei handelt es sich um eine katalytische Hydrierung, bei der die Hydroxylgruppe an
C7 im Austausch gegen Wasserstoff abgespalten wird (Abb. 4.2.). Da das Erhitzen von molekularem
Wasserstoff ein Explosionsrisiko darstellt, wurden die Originalreaktionsbedingungen (95 °C fiir eine
Stunde) dahingehend modifiziert, dass die Reaktion bei Raumtemperatur mit einem reaktiveren
Katalysator [Pd-C-OH (Palladiumhydroxid auf Kohlenstoffpulver) anstelle Pd-C] durchgefihrt wurde, bis
eine nahezu vollstdndige Umsetzung mittels Dinnschichtchromatographie detektiert werden konnte
(3.2.2.).
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Pd-C-OH/H,
| Essigséaure
, +H,0
6 ? Raumtemperatur 2
MeO OMe
OMe
(-)-Podophyllotoxin Deoxypodophyllotoxin

Abb. 4.2.: DOP-Synthese - Reaktionsgleichung der Hydrogenolyse
Die Hydroxylgruppe an C7 von PTOX wird abgespalten (vermutlich méglich durch eine Mesomerie-
stabilisierung des System) im Austausch gegen Wasserstoff, wobei DOP und Wasser entstehen.

Nach Beendigung der Synthese und Entfernen der Essigsdure wurde das erhaltene DOP mittels
Kieselgel-Saulenchromatographie gereinigt. Die HPLC-Analyse nach Anreinigung ergab eine durch-
schnittliche DOP Ausbeute von ca. 46 %, wobei die Fraktionen z.T. noch etwa 0,1 % PTOX enthielten
(Durchschnittswerte aus insgesamt 7 unabhangigen Synthesen) (Abb. 4.3.). Das Abwiegen der gewon-
nenen DOP-Menge im Vergleich zu den - anhand von Standards - berechneten Werten nach HPLC-
Analyse, ergab eine Differenz von ca. 20 %. Diese Differenz wurde als ,Verunreinigungsgrad“ ange-
nommen. Der DOP-Reinheitsgrad liegt somit bei etwa 80 %. Die von Prof. Dr. T. Schmidt durchgefiihrte
NMR-Analyse bestéatigte, dass es sich bei der gebildeten Substanz tatsachlich um DOP handelt, und
dass der Reinheitsgrad vermutlich etwas héher als 80% einzustufen ist (Prof. Dr. T. Schmitt, persénliche
Mitteilung, Spektren Anhang 10.3.). Die chemische Synthese ermdglichte die Gewinnung von insgesamt
500 mg der Vorstufe DOP auf einfachem Wege.
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Abb. 4.3.: HPLC-Chromatogramm der Fraktion 8 nach saulenchromatographischer Anreinigung

Gezeigt sind die Signalintensitat (in der Einheit mAU = Milli Absorption Units = Milliextinktionen) gegen die Zeit (in
Minuten) bei 230 nm. Die Retentionszeit von DOP liegt bei 14,2 min. Neben DOP sind einige wenige weitere
Substanzen in der Probe enthalten, deren Peakhdhen aber duf3erst gering sind. Die Retentionszeit von PTOX wiirde
bei dieser HPLC-Methode im Bereich von 9,3 min liegen, in dieser Fraktion ist aber kein Edukt mehr erkennbar.
Kleines Bild oben rechts Spektrum des DOP-Standards (schwarz), Spektrum des synthetisierten DOPs (griin)
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4.2. Charakterisierung der Zellsuspensionskulturen

Zwei Zellsuspensionskulturen von L. album wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Akkumulation von
Aryltetralinen ausgewahlt. Linie 6M synthetisiert fast ausschlielich 6MPTOX, wahrend Linie PT Uber-
wiegend PTOX, aber auch geringe Mengen an 6MPTOX akkumuliert (4.2.4.; Garden, 2004; Neumetzler,
2003). Zellkulturen konnen sich aufgrund von z.B. somaklonaler Variation in Bezug auf Aussehen,
Wachstum und Sekundarstoffwechselproduktion dndern. Diese Anderungen kénnen spontan auftreten
oder durch bereits geringste Veranderungen der Mediumszusammensetzung, der Kultivierungstempera-
tur oder der Schiittelgeschwindigkeit ausgeldst werden. Deshalb ist es notwendig, bestimmte Parameter,
wie Wachstum (Frisch- und Trockengewichte; FG und TG), Medium (pH-Werte, Leitfahigkeit, Brechungs-
index) und Aktivitat einiger Enzyme im Kulturverlauf von Zeit zu Zeit zu tberprifen (3.3.).
Charakterisierungsergebnisse liefern desweiteren wichtige Informationen Uber optimale Erntezeitpunkte
in Bezug auf maximale Lignangehalte, enzymatische Aktivitaten, Proteingehalte und mRNA-Spiegel von
Genen fir die Lignanbiosynthese. Eine vergleichende Charakterisierung sollte aulRerdem klaren, wie das
unterschiedliche Lignanakkumulierungsmuster zustande kommt.

4.2.1. Mediumsparameter

Neben dem pH-Wert wurden die Leitfahigkeit und der Zuckergehalt des Mediums ermittelt (Abb. 4.4.).
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Der pH-Wert des Mediums wird vor dem Autoklavieren auf 5,6 eingestellt und betragt nach dem
Abkuhlen etwa 4,2. Nach Zugabe von 5 g Zellen und anschlieRender direkter Ernte lagen die Werte fir
Linie 6M bei etwa 4,9 bzw. 4,7 fir Linie PT. Der Mediums-pH-Wert der Linie 6M veranderte sich zunachst
kaum, stieg ab Tag 4 auf etwa 5,8 an, um danach bis Tag 11 relativ konstant bei 5,6 - 5,7 zu bleiben. Ab
Tag 12 stieg der pH-Wert kontinuierlich bis zum letzten Erntetag auf 6,5. Der Mediums-pH-Wert der Linie
PT sank zunachst um fast eine pH-Einheit ab, stieg danach langsam und kontinuierlich bis Tag 14 auf
pH 6,5 und blieb dann bei etwa 6,4 konstant.

Die Leitfahigkeit des Mediums ist ein MaR fir die lonenkonzentration, wobei der Hauptanteil an lonen im
Medium Nitrat ist (NO3™: 1,9 g/l KNO3 und 1,65 g/l NH;NO3; 2.6., Tab. 2.1.; Garden, 2004). Das bedeutet,
dass die Leitfahigkeitswerte Uberwiegend Aufschluss Uber die Menge an Nitrat und Ammonium im
Medium geben kdnnen. Die Leitfahigkeit des Mediums betrug an Tag 0 in beiden Zellinien 5,4 mS/cm und
sank danach bis Tag 10 kontinuierlich auf 1,6 mS/cm ab. Die Abnahme der lonenkonzentration erfolgte in
Linie PT sigmoidal, wahrend sie in Linie 6M fast linear verlief. Nach Tag 10 stieg die Leitfahigkeit im
Verlauf von 11 Tagen auf 3,4 bzw. 3,7 mS/cm in den Linien PT bzw. 6M.

Der Zuckergehalt wurde naherungsweise Uber den Brechungsindex bestimmt. Denn neben Zucker
enthalt das Medium noch stérende lichtbrechende Substanzen. So zeigte der Brechungsindex vor dem
Autoklavieren des Mediums 3 %, wahrend er danach 3,2 % betrug. Beim Autoklaviervorgang werden
vermutlich Teile des Mediums bereits verandert, wie z.B. die Hauptkohlenstoffquelle Saccharose, die
leicht karamelisiert wird (Maillard Reaktion). Der Brechungsindex sank zunachst auf etwa 3 % innerhalb
von 2 bzw. 3 Tagen in beiden Linien. Innerhalb der folgenden 4 Tage fiel der Brechungsindex auf 0,3 %
ab und blieb bis Tag 12 (Linie 6M) bzw. Tag 13 (Linie PT) bei diesem Wert. Ab dem 14. Kultivierungstag
stiegen die Gehalte an lichtbrechenden Substanzen in Linie 6M auf 0,8 % und in Linie PT ab dem
12. Kultivierungstag auf 1,0 % an.

4.2.2. Wachstumsparameter

Die in Abb. 4.5. dargestellten Verlaufe von Frisch- (FG) und Trockengewicht (TG) zeigen das typische
Wachstumsprofil pflanzlicher Suspensionskulturen, bestehend aus lag-, log-, linearer, stationarer und
Sterbephase (Empt et al., 2000; Henges, 1999; Windhével, 2002). Beim Uberimpfen wurden 5 g Zellen
steril in frisches Medium Uberfihrt, wobei an den Zellen meist noch Medium ,haftete, welches mit-
Uberfuhrt wurde. Dadurch lag die tatsachliche Frischmasse bei 2,7 - 3 g.

Bei den Zellen der Linie 6M dauerte die Anlaufphase in der sich die Zellen an die neuen Mediums-
bedingungen anpassen lediglich einen Tag. Sie wuchsen dabei geringfligig um 0,5 g/Kolben, wahrend die
Trockenmasse um 0,1 g/Kolben zunahm. Zwischen Tag 1 und 2 befanden sich die Zellen in der
logarithmischen Wachstumsphase, in der das FG bis etwa 4,5 +/- 0,3 g/Kolben zunahm. Ab Tag 2 bis
Tag 7 befanden sich die Zellen in der linearen Phase ihres Wachstums. In dieser Zeit stieg das FG auf
14,9 +/- 0,5 g/Kolben, wahrend das TG bereits an Tag 5 sein Maximum mit 0,8 +/- 0,0 g/Kolben erreicht
hatte. Die nun einsetzende stationare Phase setzte sich bis etwa Tag 14 fort und endete mit der
Sterbephase, bei der das FG auf ca. 6,0 +/- 2,0 g/Kolben absank. Die Zunahme der Trockenmasse verlief
zundchst parallel zu der der Frischmasse, aber um einen Tag nach vorne versetzt. Sie stieg von
0,2 +/- 0,0 g/Kolben auf maximal 0,9 +/- 0,0 g/Kolben an den Tagen 5 und 6 an. Ab Tag 7 sank die
Menge an Trockenmasse langsam bis auf etwa 0,4 +/- 0,0 g/Kolben. Wie in Abb. 4.5. zu erkennen ist,
sind gerade an den letzten Tagen, die ermittelten Standardabweichungen der FG sehr hoch. Dies liegt
darin begriindet, dass das Wachstum in jeder Kultivierungs-zeit mehr oder weniger stark variiert. So kann
die maximale FG- oder TG-Menge z.T. um bis zu zwei Tage verschoben sein.

Die Zellen der Linie PT bendtigten etwas langer fur die Eingewdhnung in das neue Medium. Sie wuchsen
bis Tag 3 lediglich um 0,3 g/Kolben und gingen dann langsam ab Tag 4 in die lineare Phase uber, in der
das FG von 5,7 +/- 1,0 auf 13,2 +/- 1,0 g/Kolben bis Tag 7 zunahm. Von Tag 7 bis 10 naherte sich die
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Frischmasse ihrem Maximum von 18,2 +/- 0,4 g/Kolben und sank dann sukzessiv, ohne in einer eindeu-
tigen stationaren Phase zu verweilen, auf etwa 10,1+/- 3,0 g/Kolben ab. Die Zunahme der Trockenmasse
verlief auch in diesem Fall parallel zur Frischmasse, aber um einen Tag nach vorne versetzt. Die
Trockenmasse stieg von 0,2 auf 0,9 +/- 0,0 g/Kolben bis Tag 6 und 7 an. Bereits an Tag 7 war das Maxi-
mum mit 0,9 +/- 0,0 g/Kolben erreicht und die Absterbephase begann. Am Ende der Charakterisierung
(Tag 21) wurde ein TG von 0,5 +/- 0,0 g/Kolben erreicht.
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Abb. 4.5.: Frisch- und Trockengewichte der Linien 6M und PT Uber eine Kultivierungsperiode von
21 Tagen [Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Messreihen]

4.2.3. Enzymatische Aktivitaten uber den Kulturverlauf

Die Enzymaktivitdten der Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL), Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H) und
Coniferylalkohol Dehydrogenase (CAD) des ,Allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels® sowie der Deoxy-
podophyllotoxin 6-Hydroxylase (DOP6H) und B-Peltatin 6-O-Methyltransferase (BP60MT) der ,spaten‘-
Schritte der Aryltetralin-Lignan Synthese wurden Uber einen Kultivierungszeitraum von 16 Tagen ermittelt
(3.3.3.; 3.3.4.). Da fir die meisten Enzyme nach Tag 16 fast keine Aktivitat mehr feststellbar war, wurde
die Charakterisierung auf diesen Zeitraum verklrzt. Die gemessenen spezifischen enzymatischen
Aktivitaten in pkat/kg Protein geben Aufschluss Uber die Leistungsfahigkeit der jeweiligen Kultur in Bezug
auf verschiedene Stoffwechselprodukte. Fur den Fall der ,spaten“-Schritte ware dies die Produktion des
6-Methoxypodophyllotoxin (6BMPTOX), bzw. im Fall der PAL, C4H und CAD die Produktion des Coniferyl-
alkohols. Letztere wurden gezielt fur die Charakterisierung ausgewahlt: die PAL als sog. ,Eingangs-
enzym*® in den Phenylpropanstoffwechsel, die C4H als direktes Folgeenzym und Vertreter der Cytochrom
P450 Enzymklasse und die CAD als ,Endenzym” dieses Stoffwechselweges. Zudem sind ihre enzyma-
tischen Aktivitdten gut detektierbar bzw. die Enzyme PAL und CAD lassen sich fur Iangere Zeit bei -20°C
lagern.

4.2.3.1. Enzyme des ,,Allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels*

Durch die PAL wird Phenylalanin nichtoxidativ in trans-Zimtsaure uberflihrt. Die spezifische enzyma-
tische Aktivitat der PAL stieg in beiden Zellinien an Tag 1 zunachst an (Abb. 4.6.). Dies konnte durch
Uberimpfstress ausgelést werden, wobei die Standardabweichungen der einzelnen Messpunkte sehr
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grof waren. Dies wiederum kann daran liegen, dass die Stressantwort unterschiedlich stark ausfallen und
die maximale Aktivitdt um ein bis zwei Tage verschoben sein kann. Die spezifische enzymatische
Aktivitat stieg in Linie 6M zunachst von etwa 71 +/- 24 auf 94 +/- 11 pkat/kg Protein. Sie fiel in den
folgenden Tagen auf 65 +/- 14 pkat/kg Protein ab, um im Anschluss (Tag 5 - 6) auf ein Maximum von
210 +/- 20 pkat/kg Protein zu steigen. Danach sank die Enzymaktivitat der PAL relativ schnell, bis sie an
Tag 14 nicht mehr detektierbar war. In Linie PT stieg die spezifische enzymatische PAL Aktivitat
(vermutlich) stressinduziert von 125 +/- 24 auf etwa 209 +/- 34 pkat/kg Protein an. Sie fiel in Folge
geringfiigig ab, um an Tag 5 das Hauptmaximum von 212 +/- 27 ukat/kg Protein zu erreichen. Danach
nahm die Enzymaktivitat schnell ab, bis an Tag 12 keine Aktivitdt mehr detektierbar war.
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Bei der C4H handelt es sich um ein CYP Enzym, das in para-Position der trans-Zimtsaure eine Hydroxyl-
gruppe einflhrt und moglicherweise direkt mit der PAL assoziiert ist (Dixon und Reddy, 2003). Die C4H
Aktivitdten der Linie 6M waren zunachst relativ konstant mit ungefahr 62 +/- 16 pkat/kg Protein, sanken
an Tag 3 auf 40 +/- 7 pkat/kg Protein ab, um an den Tagen 4 - 6 81 +/- 52 ykat/kg Protein zu erreichen
(Abb. 4.7.). Im Folgenden fiel die spezifische enzymatische Aktivitat bis Tag 16 auf den Nullwert ab. Im
Vergleich dazu blieb die C4H Aktivitat in Linie PT nur bis Tag 1 auf einem Wert von 63 +/- 15 pkat/kg
Protein, fiel bis Tag 3 auf 35 +/- 1 ykat/kg Protein ab und stieg danach nochmals auf etwa 51 +/- 13 pkat/
kg Protein. Ab Tag 4 sank die Enzymaktivitat bis sie an Tag 14 nicht mehr detektier-bar war.

Die CAD kann Coniferaldehyd in Coniferylalkohol (berflihren, wobei im Falle dieses photometrischen
Tests, das bei der Ruckreaktion von Coniferylalkohol in Coniferaldehyd entstehende NADPH bei 400 nm,
detektiert wird. In Zellen der Linie 6M sank die enzymatische Aktivitdt, nachdem sie an Tag 1 von
146 +/- 15 auf 166 +/- 10 ykat/kg Protein angestiegen war, auf 99 +/- 6 pkat/kg Protein (Tag 3) ab (Abb.
4.8.). In Folge stieg sie an Tag 10 bis zu einem Maximum von 248 +/- 8 pkat/kg Protein an. Im Vergleich
zu den PAL, C4H, DOP6H und BP60OMT Aktivitaten war an Tag 16 noch immer eine Aktivitdt von
159 +/- 34 pkat/kg Protein detektierbar. Linie PT zeigte hingegen einen vollig anderen Aktivitatsverlauf.
Ausgehend von ca. 87 +/- 10 pkat/kg Protein sank die Aktivitdt vermutlich geringfiigig ab (aufgrund des
sehr gro3en Fehlerbalkens ist keine eindeutige Aussage hierzu zu treffen) und stieg dann im Verlauf des
dritten Tages auf das Maximum von etwa 176 +/- 45 pkat/kg Protein. Nach Tag 3 sank die Enzymaktivitat
bis Tag 14 und 16 auf 53 +/- 2 pkat/kg Protein.
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4.2.3.2. Enzyme der ,,spaten“- Schritte der Lignanbiosynthese

Bei der Synthese des 6MPTOX aus DOP mussen zwei Hydroxylierungen und eine Methylierung erfolgen.
Die Einflhrung der ersten Hydroxylgruppe an Position 6 wird von einem CYP Enzym katalysiert, der
DOP6H, die bisher nur in L. flavum und L. nodiflorum enzymatisch nachgewiesen wurde (Molog et al.,
2001; Kuhlmann et al., 2002). Diese freie OH-Gruppe wird im Anschluss von der BP60OMT methyliert
(gefunden in L. nodiflorum; Kranz und Petersen, 2003). Diese beiden Reaktionen von DOP zu S-Peltatin
und von B-Peltatin zu B-Peltatin-A-Methylether (PAM) konnten nun erstmals fur L. album Gber den Kultur-
verlauf von 16 Tagen beschrieben werden (Abb. 4.9. und 4.10.).

Die spezifischen enzymatischen Aktivitdten der DOP6H waren mit maximal 4 - 5 ykat/kg Protein fir Linie
6M sehr gering (Abb. 4.9.). Zellen der Linie 6M zeigten zwischen Tag 0 und 3 alternierende Aktivitaten im
Bereich 2 - 4 pkat/kg Protein. An den Tagen 5 bzw. 6 waren die maximalen Aktivitaten mit 4 +/- 1 pkat/kg
Protein erreicht. In Folge fiel die Aktivitat bis Tag 12 ab und konnte nicht mehr detektiert werden. In Linie
PT lagen die enzymatischen Aktivitaten hingegen zwischen 0,2 +/- 0,0 an Tag 0 und 0,1 +/- 0,0 pkat/kg
Protein an den Tagen 3 und 5.
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Die enzymatische Aktivitat der BP60OMT konnte in Zellen beider Linien nachgewiesen werden (Abb.
4.10.). In Linie 6M stieg die spezifische enzymatische SP60OMT Aktivitat zunachst von 11 +/- 2 auf etwa
14 +/- 2 ykat/kg Protein, sank an Tag 3 geringfiigig ab und erreichte an den Tagen 4 - 6 ein Maximum mit
13,6 - 13,2 +/- 2 pkat/kg Protein. Die Aktivitat der BP60MT aus Zellen der Linie PT stieg ab Tag 3 von
9 +/- 0 auf etwa 14 +/- 1 pkat/kg Protein. Nach Tag 6 nahm die Aktivitdt des Enzyms langsam und parallel
zu dem aus Linie 6M ab.
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4.2.4. Lignangehalte

Wie bereits erwdhnt wurden die beiden Zellsuspensionskulturen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Akkumulation von Aryltetralinen ausgewahlt. Wahrend Linie 6M fast ausschlieRlich 6MPTOX synthetisiert,
wird in Linie PT neben geringen Mengen an 6MPTOX Uberwiegend PTOX gebildet (Abb. 4.11.). Neben
den beiden ,Hauptlignanen® konnten auch die Vorstufen DOP, B-Peltatin und PAM nach HPLC-Analyse
der Lignanextrakte detektiert werden (Abb. 4.12.). Die postulierte Vorstufe (DOP) der ,Hauptlignane®
PTOX und 6MPTOX konnte in Zellen beider Linien gefunden werden.
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Die Lignanextraktion aus getrockneten Zellen erfolgte in diesem Fall unter wassrigen Bedingungen und
unter Zugabe von B-Glucosidase (3.3.5.). Dies ermdglichte die Detektion des Gesamtgehaltes an Lignan-
aglyka der Zellen und nicht nur eines Teiles, der moglicherweise in glucosilierter Form vorliegt (4.5.1.).

Der 6MPTOX-Gehalt in Linie 6M sank zunachst im Verlauf der Tage 0 bis 3 von 3,2 +/- 0,1 auf
1,8 +/- 0,5 mg/g TG ab, stieg danach bis zu einem Maximum von 5,4 +/- 0,2 mg/g TG (Tag 11) an und
sank erneut auf 2,6 +/- 0,2 mg/g TG (Tag 21). Der PTOX-Gehalt in Linie 6M war mit 0,05 +/- 0,04 mg/g
TG an den Tagen 8 - 14 vergleichsweise gering. Linie PT akkumulierte hingegen zunehmend héhere
Gehalte an PTOX mit einem Maximum von etwa 2,5 - 2,6 +/- 0,5 mg/g TG an den Tagen 12 - 16 und bis
zu 0,5 +/- 0,2 mg/g TG 6MPTOX an den Tagen 8 und 16.

In Linie 6M stiegen die Gehalte an DOP innerhalb von 2 Tagen auf ein Maximum von etwa
11,2 +/- 2,2 ug/g TG und sanken bis Tag 8 unter die Nachweisgrenze (Abb. 4.12. a). In Linie PT traten
hingegen erstmals an Tag 3 geringe Mengen an DOP auf, die an Tag 4 - 6 ein Maximum von
4,4 +/- 1,7 pyg/g TG erreichten. Ab Tag 11 war in Linie PT zunachst kein DOP mehr detektierbar. In
beiden Linien traten DOP und B-Peltatin nach Tag 16 erneut verstarkt auf. Dieser Anstieg lasst sich durch
die Freisetzung der verschiedenen Inhaltsstoffe nach dem Absterben der Zellen erklaren, was bereits
unter 4.2.1. fiir den Anstieg der Mediumsparameter angefihrt wurde.

Die Gehalte an B-Peltatin waren in Zellen der Linie 6M schwankend. Sie sanken zunachst bis Tag 4 von
6,9 +/- 2,6 auf etwa 0,7 +/- 0,8 ug/g TG, stiegen danach erneut auf 6,9 +/- 2,6 mg/g TG an den Tagen 7
und 8 an und sanken bis Tag 18 unter die Nachweisgrenze (< 1 ug). Die B-Peltatin-Gehalte der Linie PT
stiegen hingegen kontinuierlich von 8,0 +/- 4,1 ug/g TG an Tag 0 auf ca. 25,9 +/- 2,1 ug/g TG an Tag 5
an. Nach einer kurzen Plateauphase zwischen Tag 6 und 8 mit 22,0 +/- 3,1 ug/g TG fielen die Gehalte
auf 7,0 +/- 0,4 ug/g TG bis Tag 14 ab, um bis Tag 21 erneut auf etwa 19,5 +/- 6,5 ug/g TG anzusteigen.

Wahrend in Zellen der Linie PT kein PAM gefunden werden konnte, waren die Gehalte in Linie 6M stark
schwankend. An den Tagen 2 und 7 wurden maximale PAM-Gehalte mit 30,4 und 26,9 +/- 12,5 pg/g TG
in den Zellen gefunden.

64



Ergebnisse

4.3. Biochemische Charakterisierung der DOP6H

Die Umsetzung von DOP zu B-Peltatin konnte in-vitro mit Mikrosomensuspensionen aus L. flavum und
L. nodiflorum gezeigt werden. Erstmals ist dies nun auch in mikrosomaler Rohfraktion von L. album
Zellsuspensionskulturen gelungen (4.2.3.2). Das entstandene [-Peltatin wurde mittels LC/MS im
Vergleich zu einer Standard-B-Peltatin Losung auf seine Identitat Uberprift. Obwohl die Menge an
gebildetem B-Peltatin relativ gering war, konnte die ldentitdt aufgrund des Fragmentierungsmusters
eindeutig bestatigt werden (siehe Anhang 10.4.). Samtliche Enzymteste wurden mittels HPLC analysiert
und die Retentionszeiten und Spektren des erhaltenen Produktes mit denen einer Standard-B-Peltatin
Lésung verglichen. Desweiteren wurden verschiedene Kontrollexperimente durchgefiihrt, um die Richtig-
keit der enzymatischen Reaktion zu belegen. 0-Kontrollen, wie die Inkubation der Enzymteste mit
gekochtem Protein, ohne NADPH, ohne das Substrat DOP, oder direktes Abstoppen des Testes ohne
Inkubation bestatigten, dass der Umsatz von DOP zu B-Peltatin eine echte enzymatische Reaktion ist.

Wie die Charakterisierung der beiden Zellinien 6M und PT Uber den Kulturverlauf ergab, kann dieses
Enzym fast ausschlielich in der Zellinie 6M detektiert werden. Aus diesem Grund wurden nur die Eigen-
schaften der DOP6H aus Zellen der Linie 6M naher untersucht und das pH- und Temperaturoptimum
sowie die Protein- und Zeitabhangigkeit betrachtet (3.4.1.). Die dabei erhaltenen Informationen dienten
zugleich als Vorarbeiten fur die folgenden Enzymkinetiken und Hemmexperimente (4.3.2. und 4.3.3.).

4.3.1. Bestimmung allgemeiner Parameter

Das pH-Optimum wurde im Bereich 6 - 9 untersucht. Die Enzymaufarbeitungen erfolgten in 0,1 M
Tris/HCI Puffer mit verschiedenen pH-Werten. Dies diente im Wesentlichen dazu, den optimalen
Aufarbeitungspuffer fir die enzymatische Reaktion zu finden. Die tatsachlichen pH-Werte der Enzymteste
bei 30°C betrugen 6,4; 6,6; 7,0; 7,0; 7,8; 8,3 und 8,9 (anstelle der Puffer pH-Werte: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0;
8,5 und 9,0). Innerhalb des verwendeten Pufferbereiches war kein eindeutiges Maximum erkennbar,
sondern lediglich ein relativ breiter Bereich zwischen pH 7,5 und 8,5, bei dem die Aktivitdt maximal war
(Abb. 4.13. a)). Alle weiteren Enzymaufarbeitungen und -teste erfolgten daher bei pH 7,5.

Die Suche nach der optimalen Proteinkonzentration diente der Ermittlung der maximalen Produktaus-
beute innerhalb des linearen Bereiches. Vorversuch 1 (Experiment 1) zeigte, dass bis zu einer
Proteinmenge von 500 ug (unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen) der lineare Aktivitats-
bereich noch nicht verlassen wurde (Abb. 4.13. b)). Bei der Wiederholung (Experiment 2) war dies jedoch
zwischen 300 und 400 pg der Fall. Um eine mdglichst hohe Ausbeute an B-Peltatin bzw. Aktivitat der
DOPG6H zu erzielen, wurden die folgenden Experimente mit 338 ug Protein/Enzymtest durchgefihrt.

Das Temperaturoptimum wurde durch die Inkubation der einzelnen Testansatze bei Temperaturen
zwischen 0 und 100°C bestimmt (Abb. 4.13. c)). Die maximalen spezifischen enzymatischen Aktivitaten
lagen im Bereich zwischen 28 und 34°C (Experiment 1) bzw. 30°C (Experiment 2). Alle weiteren
Enzymteste wurden deshalb bei 30°C inkubiert.

Bei der Untersuchung der Zeitabhéangigkeit wurden die Enzymteste zu verschiedenen Zeiten abgestoppt
und die Bildung des Produktes analysiert (Abb. 4.13. d)). Die Menge des gebildeten B-Peltatin erreichte
nach 60 min noch nicht das Maximum. Der Vergleich beider Experimente zeigte, dass die Aktivitaten der
DOPG6H von einer Aufarbeitung zur nachsten stark schwanken kdnnen. Bei Experiment 1 brach der
lineare Aktivitatsbereich bei 20 min ab und stieg anschlielend erneut linear weiter an. Bei Experiment 2
erfolgte dieser Einbruch nach 40 min. Aus diesem Grund wurde fur die Bestimmung der Ky- und
Vmax-Werte eine Inkubationszeit von 20 min gewahlt.
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Abb. 4.13.: Charakteristika der DOP6H

Abhangigkeit der spezifischen enzymatischen DOP6H-Aktivitdt a) vom pH-Wert des Puffers und c) von der Inkuba-
tionstemperatur; Bildung von B-Peltatin [nmol/Test] in Abhangigkeit von der b) eingesetzten Proteinmenge und
d) Inkubationszeit [Mittelwerte und Standardabweichungen aus einer Messreihe mit Doppelproben]

4.3.2. Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten fiir DOP und NADPH

Kinetische Daten geben wichtige Informationen Uber die Wechselwirkung zwischen einem Enzym und
dem jeweiligen Substrat, sie kdnnen mit dem Michaelis-Menten-Modell erklart werden. Allerdings gilt
dieses Modell nur fur Reaktionen 1. Ordnung, bei denen sich ein Enzym mit einem Substratmolekil zu
einem Enzym-Substrat-Komplex zusammenfindet. Bei der DOP6H Reaktion handelt es sich jedoch um
eine Reaktion 3. Ordnung, da die Reaktion nur dann ablaufen kann, wenn sich Enzym, DOP, NADPH und
Sauerstoff zu einem Komplex zusammengefunden haben. Fur die Ermittlung der apparenten Ky- und
Vmax-Werte der DOP6H aus mikrosomaler Proteinrohfraktion wurden deshalb die Versuchsbedingungen
so gewahlt, dass immer eines der bendtigten Substrate (DOP oder NADPH) in Sattigung vorlag, bzw. flr
Sauerstoff wurde angenommen, dass er immer in ausreichender Form in den Testansatzen geldst zur
Verfugung stand (3.4.2.). Alle Testansatze wurden fir 20 min bei 30°C inkubiert und zur besseren
Sauerstoffversorgung zwischendurch vorsichtig geschittelt. Auf diese Weise wurde eine Reaktion
Pseudo 1. Ordnung geschaffen, auf die sich die Michaelis-Menten-Gleichung anwenden lasst. Insgesamt
wurde die Bestimmung der apparenten Ky- und vy.-Werte finfmal unabhangig voneinander durchge-
fihrt, denn wie in Folge zu erkennen ist (Abb. 4.14. und 4.15.), treten auch bei diesen Enzymtesten je
nach Enzymaufarbeitung die bereits erwahnten Aktivitdtsschwankungen auf.
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Mit steigender DOP bzw. NADPH Konzentration steigen die spezifischen enzymatischen Aktivitaten
exponentiell an und nahern sich asymptotisch ihren Maximalwerten (Abb. 4.14. und 4.15.). Diese sind
graphisch schlecht zu bestimmen, da bei zu hohen Substrat- oder Cosubstrat-Gaben eine Abnahme der
Aktivitat eintreten kann. Eine Substrathemmung, die durch sterische Behinderung an der Substrat-
bindetasche auftreten kann, konnte bei der Ermittlung der DOP6H Kinetik bis zu einer Konzentration von
200 uM DOP bzw. 500 yM NADPH nicht beobachtet werden.

Die apparente Michaelis-Menten-Konstante Ky und die vp.-Werte fir DOP und NADPH wurden
graphisch mit dem Programm SigmaPlot 2001 (10.2.3.) und rechnerisch nach Lineweaver-Burk, Hanes-
Woolf und Eadie-Scatchard ermittelt, die die erhaltenen Messwerte z.T. unterschiedlich stark gewichten.
Die Werte der einzelnen Testreihen wurden gemittelt (Tabelle 4.1.).

Die ermittelten v,,.,-Werte der Testreihen, sowohl bei den Experimenten der Substrat- als auch der Co-
substrat-Abhangigkeit waren innerhalb der Testreihen stark unterschiedlich (Abb. 4.14. und 4.15.). So
lagen z.B. die Werte der DOP-Abhéangigkeit zwischen 4 und 7 pkat/kg Protein (Auswertung der einzelnen
Messreihen aus Abb. 4.14. mittels SigmaPlot). Der Vergleich der Mittelwerte der Substrat- mit denen der
Cosubstrat-Abhangigkeits-Testreihen zeigte jedoch, dass die vp.-Werte untereinander kongruent sind
und im Bereich von 5,1 - 6,0 +/- 1,7 pkat/kg Protein liegen (Tab. 4.1.). Die apparenten Ky-Werte fir DOP
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liegen im Bereich von 1,0 - 2,8 +/- 1,2 yM, wahrend sie fir NADPH etwa im Bereich von
20 - 40 +/- 13,6 uM zu finden sind.

Tab.: 4.1.: Michaelis-Menten-Konstanten der DOP6H

Lapparenter Ky-Wert fur“ bezeichnet die erhaltenen Werte bei der Bestimmung der Substrat- bzw. Cosubstrat-
Abhangigkeit - Die Viymax- und Ky-Werte wurden mit vier verschiedenen Methoden ausgewertet, die Ergebnisse aller
Testreihen gemittelt und die Standardabweichungen der Mittelwerte bestimmt.

Kalkulationsart apparenter Ky -Wert Vmax [Mkat/kg apparenter Ky -Wert Vmax: [Mkat/kg
nach fiir DOP [uM] Protein] fiir NADPH [uM] Protein]
SigmaPlot (10.2.3.) 1,6 +/- 0,4 52+/-1,3 25,8 +/- 6,2 54 +/-1,3
Lineweaver-Burk 2,8 +/-1,2 59 +-1,7 40,9 +/- 13,6 6,0 +/-1,6
Hanes-Woolf 1,0 +/- 0,6 4,9+/-1,0 18,4 +/-7,6 5,1+/-1,0
Eadie-Scatchard 2,3+4/-0,9 55+/-1,4 37,0 +/- 10,9 59 +/-1,5

Vmax' - Wert ermittelt bei variabler DOP-Konzentration
vmax2 - Wert ermittelt bei variabler NADPH-Konzentration

4.3.3. Bestimmung der Inhibition der DOP6H

CYP Enzyme sind durch verschiedene spezifische Hemmstoffe inhibierbar. Jeder CYP Inhibitor scheint
dabei fur eine spezielle CYP Familie effizient und spezifisch zu sein, wobei hohe Konzentrationen eine
Familien-Ubergreifende Wirkung haben kénnen (Rademacher et al., 1987; Zhang et al., 2002).

In einem Vorversuch wurden verschiedene Hemmstoffe zu den Standardenzymtesten zugegeben, da-
runter die Dioxygenase Hemmstoffe Pyridindicarboxylsaure 2,4 (PCA2,4), Pyridindicarboxylsdure 2,5
(PCA2,5) und Trinexapac-Ethyl (Trinex) und die CYP Hemmstoffe Tetcyclacis (NDA), Clotrimazol (CLOT)
und Aminobenzotriazol (ABT). Dabei konnte in den Testansatzen mit 10° M CLOT oder NDA eine
Senkung der spezifischen enzymatischen Aktivitdt um 50 % im Vergleich zu den Kontrollen ohne Hemm-
stoffzugabe beobachtet werden, wahrend die Zugabe von 10" M CLOT oder NDA zu einer vollstandiger
DOP6H Hemmung fuhrte. Alle anderen Hemmestoffe, mit Ausnahme von ABT, zeigten keinen Einfluss auf
die Umsetzung von DOP zu B-Peltatin (Daten nicht gezeigt). ABT verursachte bei der maximal einge-
setzten Konzentration von 0,5 mM lediglich ein Absinken der spezifischen enzymatischen Aktivitat von
20 %.

Bei der stufenweisen Erhéhung der CLOT oder NDA Konzentration konnte bereits bei Gabe von 1 yM
eine Hemmung der DOP6H Reaktion beobachtet werden (Abb. 4.16. a) und b)). Dabei nahm die spezi-
fische enzymatische Aktivitdt exponentiell ab und néherte sich asymptotisch dem Wert 0. Eine 50 %ige
Hemmung der DOP6H Reaktion wurde durch Zugabe von etwa 10 yM NDA oder 10 - 20 yM CLOT
erreicht. Die Abnahme der DOP6H Aktivitat mit steigender Cytochrom c (Cyt c) Konzentration verlief
hingegen sigmoidal (Abb. 4.16. c)). Erst ab einer Konzentration zwischen 0,5 - 0,75 yM Cyt ¢ nahm die
spezifische enzymatische Aktivitat ab, sank dann fast linear auf etwa 50 % der Aktivitdt ohne Hemmstoff-
zugabe und lieR sich danach nicht weiter durch héhere Hemmstoffgabe vermindern.

Der spezifische Einfluss der Inhibitoren NDA und CLOT auf die DOP6H Aktivitat wurde mit Hemm-
kinetiken eingehender untersucht (3.4.3.). Dabei wurden zu den Standardenzymtesten die Hemmstoffe
und das Substrat DOP in variablen Konzentrationen zugegeben. Diese Experimente wurden zweimal mit
jeweils Doppelproben durchgefiihrt. Auf Grund der bereits erwahnten DOP6H Aktivitatsschwankungen
sind die erhaltenen vy.-Werte der Vergleichsmessreihen stark unterschiedlich. Die Tendenzen der
Hemmung bzw. der Kurvenverldufe waren jedoch weitestgehend identisch. Im Folgenden wird daher
jeweils nur ein Beispiel (bestehend aus Doppelproben) einer Messreihe vorgestellt (Abb. 4.17. und 4.19.).
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Abb. 4.16.: Inhibiton der DOP6H

Abhangigkeit der spezifischen enzymatischen DOP6H
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Konzentration, ¢) Cyt c-Konzentration [Mittelwerte und
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Abb. 4.17.: NDA-Hemmkinetik

a) Abhangigkeit der spezifischen enzymatischen
DOP6H Aktivitat von der DOP-Konzentration bei
Gabe von 0, 2, 10, 50, 100 und 200 uM NDA, b)

Lineweaver-Burk-Diagramm, c¢) Hanes-Woolf-Dia-
gramm [Mittelwerte und Standardabweichungen aus
je einer Messreihe mit Doppelproben]
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Mit steigender NDA-Konzentration wurden die ermittelten v.,..-Werte kleiner. Die graphische Auswertung
mit dem Programm SigmaPlot2001 (10.2.3.) ergab, dass die Ky-Werte geringfligig sanken (Abb. 4.17.
a)), wohingegen bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf und Eadie-Scatchard die Ky-
Werte geringfiigig anstiegen (Werte 10.5.). Die vp.-Werte sanken im Mittel von etwa 13 auf 0,5 pkat/kg
Protein. Bei der Auswertung nach Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf treffen sich die Geraden der
doppelt reziproken Auftragung der Geschwindigkeit gegen die Substratkonzentration, bzw. der reziproken
Auftragung der Substratkonzentration zur Geschwindigkeit gegen die Substratkonzentration, anndhernd
in einem Punkt (Abb. 4.17. b) und c)). Die Ordinatenschnittpunkte bei der Lineweaver-Burk Auswertung
lagen dabei zwischen -0,1 und -0,24 pM'1, wahrend sich die Geradenschnittpunkte in einem Bereich von -
0,1 bis -0,5 pM'1 befinden (Abb. 4.17. b)). Trotz dieser geringen Ungenauigkeit der Geradenschnitt-
punkte und des geringfligigen Anstiegs der Ky-Werte, deutet die Hemmekinetik auf eine nicht-kompetitive
oder gemischte (,mixed-type“) Hemmung hin (nach Dixon und Webb, 1964).

Unter dieser Annahme, dass es sich bei der Hemmung der DOP6H mit NDA um eine nicht-kompetitive
oder gemischte Inhibition handelt, kann die Inhibitionskonstante (Ki) nach Dixon und Webb (1964)
graphisch ermittelt werden. Dabei ergibt sich der Ki-Wert aus den Geradenschnittpunkten bei -Ki nach
Auftragung der reziproken Geschwindigkeit, ermittelt bei verschiedenen Substrat- und Inhibitorkonzen-
trationen gegen die Inhibitorkonzentration (Abb. 4.18.). Bei dieser Auftragung war eine geringe positiv-
kooperative Tendenz erkennbar, die dazu fihrte, dass die Schnittpunkte der ,unbereinigten” Ausgleichs-
geraden (Abb. 4.18.a)) in einem Bereich von -11,9 bis +5,7 uyM zu finden waren. Gemittelt ergab sich ein
Ki-Wert von 1,5 +/- 6 yM. Unter Nichtbeachtung der Gerade der 1 yM DOP-Konzentration und der
Erstellung der Ausgleichsgeraden zwischen den Messwerten 0 bis 50 uM NDA, ergab sich ein Diagramm
von ,bereinigten® Ausgleichsgeraden (Abb. 4.18. b)). Ausschlusskriterien fir diese ,bereinigten® Aus-
gleichsgeraden waren, dass kleine Fehler in v bei kleinen S-Werten eine grofle Abweichung in 1/v
ergeben und daher geringer gewichtet (bzw. vernachlassigt) werden sollten (Bode et al., 2005). In diesem
Fall schneiden sich alle Geraden in einem Bereich von -3,4 bis +2,4 yM, was einen Ki-Mittelwert von
2,8 +/- 0,6 uM ergibt.
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Abb. 4.18.: Ki-Wert Ermittlung nach Dixon

Aufgetragen sind die spezifischen enzymatischen DOP6H Aktivitaten bei einzelnen DOP-Konzentrationen gegen die

NDA-Konzentration. a) Ermittlung der Ki-Werte aus den ,Rohdaten®, b) Ermittlung der Ki-Werte unter Ausschluss

einiger Daten (Gerade der 1 yM DOP-Konzentration und die Ausgleichsgeraden wurden zwischen die Messpunkte
von 0 bis 50 yM NDA gelegt anstelle zwischen 0 bis 200 uM)

Bei Betrachtung der Abb. 4.18 b) (Ki-Wert Ermittlung nach Dixon ,bereinigt’) fallt auf, dass der
Schnittpunkt der Geraden nicht auf der x-Achse erfolgt, was nach Dixon und Webb (1964) auf eine
Hemmung des gemischten Typs hindeutet. Es ist noch anzumerken, dass strenggenommen zwei
Konstanten fir diesen Inhibitionstyp relevant sind. Ki definiert die Bindung des Enzyms mit dem Inhibitor,
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wahrend Kis die Bindung des Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes beschreibt. Da fur den Vergleich mit
Literaturdaten ausschlief3lich die Ki-Werte relevant sind, wurde der Kis-Wert nicht berechnet.

Der Einfluss von CLOT auf die DOP6H Reaktion unterscheidet sich von der des NDAs hinsichtlich der
Vmax- und Ky-Werte. Mit steigender CLOT-Konzentration wurden die ermittelten v,.«-Werte stark
vermindert. Bei CLOT-Konzentrationen zwischen 0 und 10 uM sanken die vy.-Werte von etwa 3,2 auf
maximal 1,7 pkat/kg Protein, wahrend sie bei 50 yM CLOT zwischen 0,3 und 0,7 pkat/kg Protein lagen.
Ab einer Konzentration von 100 uM war fast keine DOP6H Aktivitat mehr messbar (Abb. 4.19. a)).
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Abb. 4.19.: CLOT-Hemmkinetik
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Im Gegensatz dazu stiegen die Ky-Werte nach Auswertung mit dem Programm SigmaPlot2001 (10.2.3.),
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf und Eadie-Scatchard im Mittel von 1,4 auf 10,4 uM (Werte 10.5.). Bei der
Auswertung nach Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf treffen sich die Geraden der doppelt reziproken
Auftragung der Geschwindigkeit gegen die Substratkonzentration, bzw. der reziproken Auftragung der
Substratkonzentration zur Geschwindigkeit gegen die Substratkonzentration, in keinem gemeinsamen
Punkt (Abb. 4.19. b) und c)). Dadurch ist keine eindeutige Aussage Uber den vorliegenden Hemmtyp
moglich.

Unter der Annahme, dass es sich moglicherweise bei der Hemmung der DOP6H mit CLOT um eine
gemischte Inhibition handeln koénnte, wurde mittels Auftragung der reziproken Geschwindigkeit bei
verschiedenen Substrat- und Inhibitorkonzentrationen gegen die Inhibitorkonzentration versucht, Ki-Werte
aus den Geradenschnittpunkten bei -Ki zu erhalten. Der Bereich der Geradenschnittpunkte liegt dabei
zwischen -6,3 und -0,5 uyM (Abb. 4.20. a)). Unter Nichtbeachtung des reziproken Wertes der Geschwin-
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digkeit bei der 1 yM DOP- und 50 yM CLOT-Konzentration ergibt sich ein Diagramm von ,bereinigten®
Ausgleichsgeraden (Abb. 4.20. b)). In diesem Fall wiirden sich alle Geraden in einem Bereich von -5,8 bis
-0,1 uM schneiden, was einem Ki-Mittelwert von 1,7 +/- 1,7 uM entsprechen wiirde.
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Abb. 4.20.: Ki-Wert Ermittlung nach Dixon

Aufgetragen sind die ermittelten spezifischen enzymatischen DOP6H Aktivitaten bei einzelnen DOP-Konzentrationen
gegen die CLOT-Konzentration. a) Ermittlung der Ki-Werte aus den ,Rohdaten®, b) Ermittlung der Ki-Werte unter
Ausschluss einiger Daten (Gerade der 1, 50 und 100 yM DOP-Konzentration)

4.4. Biochemische Charakterisierung der B-Peltatin
6-O-Methyltransferase

Die Methylierung der freien OH-Gruppe am (-Peltatin erfolgt durch die B-Peltatin 6-O-Methyltransferase
(BP60OMT), die ebenfalls in L. nodiflorum gefunden und charakterisiert wurde (Kranz und Petersen, 2003).
Erstmals ist dies nun auch in der Rohproteinfraktion von L. album Zellsuspensionskulturen gelungen
(4.2.3.2). Das entstandene PAM wurde mittels LC/MS im Vergleich zu einer Standard-PAM L&sung auf
seine Identitat Uberprift, wobei diese aufgrund des Fragmentierungsmusters eindeutig bestimmt werden
konnte (10.6.). Samtliche Enzymteste wurden mittels HPLC analysiert und die Retentionszeiten und
Spektren der erhaltenen Produkte mit denen einer Standard-PAM Ldsung verglichen. Desweiteren
wurden verschiedene Kontrollexperimente durchgefiihrt, um die Richtigkeit der enzymatischen Reaktion
zu belegen. 0-Kontrollen, wie die Inkubation der Enzymteste - mit gekochtem Protein, ohne S-Adenosyl-
L-Methionin (SAM), ohne das Substrat B-Peltatin, oder direktes Abstoppen der Teste ohne Inkubation
bestatigten, dass der Umsatz von B-Peltatin zu PAM eine ,echte” enzymatische Umsetzung ist.

Die Aktivitat der BP60OMT konnte, wie unter 4.2.3.2. gezeigt in Zellinien PT und 6M gefunden werden.
Aus diesem Grund wurden pH- und Temperaturoptimum sowie die Protein- und Zeitabhangigkeit in
beiden Zellinien betrachtet (3.5.1.). Die dabei erhaltenen Informationen dienten zugleich als Vorarbeiten
fur die folgenden Enzymkinetiken und Hemmexperimente (4.4.2. und 4.4.3.). Es ist anzumerken, dass die
Aktivitdtsschwankungen der BP60OMT bei den einzelnen Enzymaufarbeitungen relativ gering waren. Aus
diesem Grund wurden die Ergebnisse der Parallel-Experimente gemittelt und die Standardabweichung
der Einzelmesswerte bestimmt.

4.4.1. Bestimmung allgemeiner Parameter

Das pH-Optimum wurde im Bereich 5,4 - 8,8 untersucht. Die Enzymaufarbeitungen erfolgten in 0,1 M
Tris/HCI Puffer mit verschiedenen pH-Werten. Dies diente im Wesentlichen dazu den optimalen Aufar-
beitungspuffer fir die enzymatische Reaktion zu finden. Die tatsachlichen pH-Werte der Enzymteste bei
30°C betrugen 6,3; 6,3; 6,4; 6,9; 7,4; 7,8; 8,4 und 8,7 (anstelle der Puffer pH-Werte: 5,4; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
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8,0; 8,5 und 8,8). Innerhalb des verwendeten Pufferbereiches waren fir die BP60OMT aus beiden Zellinien
keine eindeutigen Maxima erkennbar, sondern lediglich Bereiche maximaler Aktivitat (Abb. 4.21. a)). Der
pH-Optimumsbereich der BP60OMT aus Proteinrohextrakt der Linie 6M lag in etwa zwischen pH 7,5 und
8,5 und fur Linie PT um pH 7. Alle weiteren Enzymaufarbeitungen und -teste wurden fir beide Zellinien
bei pH 7,5 durchgefihrt, um die erhaltenen Ergebnisse mit den Charakterisierungsdaten (ebenfalls bei
pH 7,5 ermittelt) zu vergleichen. Die Verluste der spezifischen enzymatischen Aktivitdt der BP60OMT aus
Linie PT bei den Enzymaufarbeitungen und -testen bei pH 7,5 waren im Vergleich zu den Enzymtesten
bei pH 7 um etwa 20 % geringer.

Bei der Ermittlung der optimalen Proteinkonzentration, bei der eine maximale Produktausbeute inner-
halb des linearen Bereiches erreicht wurde, zeigte sich flr Linie PT, dass bereits bei mehr als 100 ug
Protein pro Enzymtestansatz weniger PAM gebildet wurde (Abb. 4.21. b)), wohingegen fir Linie 6M die
Zunahme der PAM-Menge bis 150 ug Protein fast linear erfolgte. Ab 150 pg Protein pro Enzymtest-
ansatz nahm auch in Linie 6M die PAM-Menge nicht weiter zu. Um eine mdglichst hohe und vergleich-
bare Produktausbeute bzw. BP60MT-Aktivitat zu erhalten, wurden die folgenden Experimente mit 100 ug
Protein durchgefinhrt.
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Abb. 4.21.: Charakteristika der BP60OMT

Abhangigkeit der spezifischen enzymatischen BP60OMT Aktivitat a) vom pH-Wert des Puffers und c¢) von der Inkuba-
tionstemperatur; Bildung von PAM [nmol/Test] in Abhangigkeit von der b) eingesetzten Proteinmenge und d) Inkuba-
tionszeit [Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Messreihen mit Doppelproben]

Das Temperatur-Optimum wurde durch die Inkubation der einzelnen Testansatze bei Temperaturen
zwischen 0 - 100°C bestimmt (Abb. 4.21. c¢)). Die maximalen spezifischen enzymatischen Aktivitaten der
BPBOMT aus beiden Zellinien wurden bei 50°C gefunden. Die Inkubation von in-vitro Enzymtesten bei
Temperaturen um 50°C birgt die Gefahr von sehr hohen Verdunstungsverlusten. Zur Vermeidung von zu
groRen Wasserverlusten wurden die Enzymteste bei 37°C inkubiert.
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Bei der Untersuchung der Zeitabhdngigkeit wurden die Enzymteste zu verschiedenen Zeiten abgestoppt
und die Bildung des Produktes analysiert. Wie in Abb. 4.21. d) zu erkennen ist, erfolgte die Produkt-
zunahme des gebildeten PAMs bis etwa 45 min linear. Danach war fir Linie PT die Plateauphase
erreicht, in der keine weitere Produktzunahme erfolgt. Die BP60OMT aus Linie 6M kann im Vergleich dazu
noch weiteres PAM bilden. Um im linearen Produktbildungsbereich zu liegen, wurden die folgenden kine-
tischen und Inhibitions- Experimente fiir 20 min inkubiert.

4.4.2. Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten fiir g-Peltatin und SAM

Bei der BP60OMT Reaktion handelt es sich um eine Reaktion 2. Ordnung, da fir die Umsetzung von
B-Peltatin in PAM SAM als Cosubstrat benétigt wird. Fur die Ermittlung der apparenten Ky- und viax-
Werte aus der Poteinrohfraktion wurden deshalb die Versuchsbedingungen so gewahlt, dass immer eines
der bendtigten Substrate in Sattigung vorlag (3.5.2.). Alle Testansatze wurden fir 30 min bei 37°C
inkubiert und zur besseren Durchmischung vorsichtig geschiittelt. Auf diese Weise wurde eine Reaktion
Pseudo 1. Ordnung geschaffen, auf die sich die Michaelis-Menten-Gleichung anwenden lasst. Insgesamt
wurde die Bestimmung der apparenten Ky-und v,.x-Werte dreimal unabhangig voneinander durchgefiihrt,
die Ergebnisse gemittelt und die Standardabweichungen der einzelnen Messwerte bestimmt.

Mit steigender B-Peltatin bzw. SAM Konzentration stiegen die spezifischen enzymatischen Aktivitaten
exponentiell an und ndherten sich asymptotisch ihren Maximalwerten (Abb. 4.22.). Die maximale spezi-
fische BP6OMT Aktivitat wurde fir Linie 6M ab etwa 40 yM B-Peltatin und 100 - 150 yM SAM erreicht.
Fir Linie PT war dies zwischen 25 - 50 yuM B-Peltatin und 50 - 80 yM SAM der Fall. Bis zu einer Konzen-
tration von 200 uyM B-Peltatin und SAM konnte keine Substrathemmung beobachtet werden (Abb. 4.22.).
Die apparente Michaelis-Menten-Konstante Ky und die vp.-Werte fur S-Peltatin und SAM wurden
graphisch mit dem Programm SigmaPlot 2001 (10.2.3.) und rechnerisch nach Lineweaver-Burk, Hanes-
Woolf und Eadie-Scatchard ermittelt (Tab. 4.2. und 4.3.).
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Abb. 4.22.: Substrat- und Cosubstrat-Abhéngigkeit der BP60MT Reaktion

Die spezifischen enzymatischen SP60OMT Aktivitaten in pkat/kg Protein wurden bei steigenden a) -Peltatin- und b)
SAM-Konzentrationen ermittelt. Zur besseren Ubersicht sind in Abb. a) die Ergebnisse zwischen 150 und 200 pM mit
einer Unterbrechung dargestellt [Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Messreihen mit
Doppelproben].

Die apparenten Ky-Werte fir 8-Peltatin und SAM der Linie 6M lagen im Vergleich zu denen der Linie PT
etwa doppelt so hoch. Fir Linie 6M wurden apparente Ky-Werte fir g-Peltatin zwischen 12 - 20 uyM
ermittelt, hingegen fir Linie PT 5 - 11 uM. Die apparenten Ky-Werte fir SAM lagen fir Linie 6 M im
Bereich 25 - 37 yM und fir Linie PT zwischen 12 - 15 yM (Tab. 4.2. und 4.3.).
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Tab.: 4.2.: Michaelis-Menten-Konstanten der BP60OMT der Linie 6M

.apparenter Ky-Wert fir“ bezeichnet die erhaltenen Werte bei der Bestimmung der Substrat- bzw. Cosubstrat-
Abhéngigkeit; Ky und vpax wurden mit vier verschiedenen Methoden ausgewertet, die Ergebnisse aller Testreinen
gemittelt und die Standardabweichungen der Mittelwerte bestimmt.

Kalkulationsart

nach

SigmaPlot (10.2.3.)
Lineweaver-Burk
Hanes-Woolf
Eadie-Scatchard

11,8 +/- 3,2
19,7 +/- 8,2
13,2 +/-4,8
19,8 +/-7,3

apparenter Ky -Wert
fiir B-Peltatin [uM]

Vmax [Mkat/kg apparenter Ky -Wert Vmax: [Mkat/kg
Protein] fiir SAM [uM] Protein]
22,3 +/-2,2 24,5 +/-6,0 23,9 +/-4,6
24,9 +/- 3,6 36,8 +/- 13,9 37,4 +/-6,0
21,8 +/-2,4 25,6 +/-7,9 24,1 +/- 3,9
23,2+/-1,9 32,6 +/-9,9 26,0 +/-4,6

vmax1 - Wert ermittelt bei variabler §-Peltatin-Konzentration
Vmax - Wert ermittelt bei variabler SAM-Konzentration

Tab.: 4.3.: Michaelis-Menten-Konstanten der BP60MT der Linie PT

.apparenter Ky-Wert flir“ bezeichnet die erhaltenen Werte bei der Bestimmung der Substrat- bzw. Cosubstrat-
Abhangigkeit; Ky und vpax wurden mit vier verschiedenen Methoden ausgewertet, die Ergebnisse aller Testreihen
gemittelt und die Standardabweichungen der Mittelwerte bestimmt.

Kalkulationsart

nach

SigmaPlot (10.2.3.)
Lineweaver-Burk
Hanes-Woolf
Eadie-Scatchard

4,9 +/-0,6
58 +/-0,5
3,6+/-18
11,0 +/- 0,4

apparenter Ky -Wert
fiir B-Peltatin [uM]

Vmax [Mkat/kg apparenter Ky -Wert Vmax’ [Mkat/kg
Protein] fiir SAM [uM] Protein]
12,4 +/- 0,9 12,3 +/-2,2 13,0 +/- 1,8
12,5 +/-1,3 15,1 +/- 3,7 13,4 +/- 2,1
11,9 +/- 11 11,8 +/- 2,0 12,7 +/-1,6
13,4 +/-11 14,7 +/- 3,3 13,3+/-2,0

Vmax' - Wert ermittelt bei variabler B-Peltatin-Konzentration
vmax2 - Wert ermittelt bei variabler SAM-Konzentration

4.4.3. Bestimmung der Inhibition der BP60OMT

O-Methyltransferasen sind durch das entstehende Coprodukt S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH)
reversibel hemmbar. Der Einfluss von SAH wurde durch Gabe verschiedener Konzentrationen im Stan-
dardenzymtest ermittelt (3.5.3.). Die spezifische enzymatische Aktivitat der BP60OMT nahm exponentiell
ab und naherte sich asymptotisch dem Wert 0 (Abb. 4.23.). Eine 50 %ige Hemmung der BP6OMT
Reaktion wurde durch Zugabe von etwa 200 uM SAH erreicht.
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Abb. 4.23.: Inhibiton der BP60OMT

Abhangigkeit der spezifischen enzymatischen Aktivi-
tat von der SAH-Konzentration. [Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Mess-
reihen mit Doppelproben]
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4.5. Suche nach den ,,unbekannten®“ Hydroxylierungsreaktionen

Bei den ,spaten“-Schritten der Lignanbiosynthese sind die enzymatischen Vorgange bei der Synthese
des PTOX aus DOP und 6MPTOX aus PAM bisher nicht bekannt. Auf der Suche nach diesen ,unbe-
kannten“ Hydroxylierungsreaktionen an Position 7 des Lignangeristes wurden verschiedene metho-
dische Ansatze aus den Bereichen der Phytochemie und Enzymatik angewandt.

4.5.1. Biotransformation in Zellkulturen von L. album und Behandlung mit
verschiedenen Hemmstoffen

Unter dem Begriff der Biotransformation versteht man im Allgemeinen die Aufnahme und Umwandlung
von Stoffen durch Lebewesen oder Zellen mittels enzymatischer Prozesse. Die Zugabe von DOP zu Zell-
kulturen von Podophyllum hexandrum resultierte in der Bildung von PTOX, die Zugabe von DOP zu
Zellkulturen von L. flavum in der Bildung von 6MPTOX, bzw. in der Bildung ihrer Glucoside (van Uden et
al., 1995). A. Henges (1999) fand heraus, dass die Gabe von DOP zu einer Zellinie von L. album, die
Uberwiegend nur PTOX produzierte, ebenfalls in der Produktion von PTOX resultierte. Die folgenden
Biotransformationsexperimente dienten der Klarung, ob diese Ergebnisse auch auf die verwendeten
L. album Zellsuspensionskulturen 6M und PT zutreffen. In kombinierten Futterungs- und Hemmstoff-
experimenten wurde versucht die ,spaten“-Schritte der Lignanbiosynthese selektiv zu hemmen, um so
Hinweise auf involvierte Enzyme zu erhalten.

4.5.1.1. Vorversuch zur Léosungsmittelvertraglichkeit

In einem Vorversuch wurden die Zellen der Linien 6M und PT zunachst auf ihre Sensitivitat gegenlber
Lésungsmitteln getestet (3.6.1.1.). Dabei wurden die Zellen nach Subkultivierung an Tag 3 mit verschie-
denen Methanol- und DMSO-Konzentrationen versetzt und an Tag 7 die Auswirkungen auf die Leitfahig-
keit, die Zuckergehalte und die pH-Werte der jeweiligen Medien, sowie die Trockengewichte und Lignan-
gehalte der Zellen ermittelt (Abb. 4.24.).

Die Zugabe von 2 - 4 % Methanol und DMSO erhdhten die Brechungsindices der Medien in beiden
Zellinien (Abb. 4.24 a) und b)). Dies war bei Methanol behandelten Zellen der Linie 6M weniger stark der
Fall, als fir die DMSO behandelten Zellen der gleichen Zellinie. Der starke Anstieg des Brechungsindex
als Mal} fir einen erhdhten Zuckergehalt des Mediums korrelierte mit dem verminderten Zellwachstum
(ausgedrickt in FG- und TG) der Methanol behandelten Zellen der Linie 6M, aber nicht mit dem der
DMSO enthaltenden Parallelproben (Abb. 4.24. c)). Die erhaltenen Brechungsindices der DMSO behan-
delten Proben traten vermutlich aufgrund des hohen ,Eigenbrechungsindex von DMSO auf, was durch
refraktometrische Messung einer DMSO-Ldsung bestatigt werden konnte.

Die Leitfahigkeit der Medien der Linie 6M &nderte sich kaum mit zunehmender Methanolmenge
(Leitfahigkeitswerte zwischen 2,6 bis 2,8 +/- 0,1 mS/cm), wahrend sie mit steigender DMSO Konzen-
tration von 2,8 +/- 0,1 mS/cm in der Kontrolle ohne Zugabe (0-Kontrolle) geringfiigig auf 2,1 +/- 0 mS/cm
absank (Abb. 4.24. a)). Geringe Lésungsmittelkonzentrationen (0,5 % Methanol, 0,5 - 1 % DMSO) fuhrten
bei Linie PT zum Absinken der Leitfahigkeit des Mediums von 2,2 +/- 0 auf etwa 1,7 +/- 0,2 mS/cm. Hohe
Konzentrationen zeigten hingegen keinen Einfluss (Abb. 4.24. b)).

Die pH-Werte des Mediums der Linie 6M stiegen mit zunehmender DMSO Menge von 5,9 auf
6,5 +/- 0,2 Einheiten an. Methanol zeigte hingegen kaum einen Einfluss auf den pH-Wert. Bei Linie PT
fuhrten jedoch geringe Losungsmittelmengen (0,5 - 1 % Methanol und DMSQ) im Durchschnitt zur Er-
héhung der pH-Werte um 1,1 Einheiten. Hohe L&sungsmittelgabe beeinflusste den pH-Wert weniger
stark.

Die Wachstumsparameter, FG und TG, waren bei Linie 6M durch Lésungsmittelzugabe nur geringflgig
beeintrachtigt (Abb. 4.24. c)). 4 % Methanol verringerten das Wachstum um etwa 20 % im Vergleich zur
0-Kontrolle. 2 - 4 % DMSO verursachten eine 10 %ige Abnahme der FGs, aber nicht der TGs. Linie PT
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reagierte hingegen etwas sensitiver auf die Lésungsmittelzugabe. 1 - 4 % Methanol senkten die Menge
an FG um etwa 20 % und die des TG um etwa 10 %. Mit 2 - 4 % DMSO sanken die Menge an FG bzw.
TG um etwa 27 % bzw. 22 % (Abb. 4.24. d)).

Die Lignangehalte der Zellen veranderten sich nach Ldsungsmittelzugabe unterschiedlich stark. Der
PTOX-Gehalt der Linie 6M blieb in etwa gleichbleibend gering (0,02 +/- 0,00 mg/g TG). Der B-Peltatin-
Gehalt sank mit steigender Losungsmittelmenge. Dies galt auch fir den PAM-Gehalt allerdings nur bei
DMSO-Zugabe. Methanol-Zugabe fuhrte zum Ansteigen des PAM-Gehaltes. Die 6MPTOX-Gehalte der
Zellen der Linie 6M sanken mit steigender Losungsmittelmenge von 4,11 +/- 0,02 auf 2,23 +/- 0,12 mg/g
TG mit 4 % Methanol bzw. 1,86 +/- 0,00 mg/g TG mit 4 % DMSO.

Linie 6M Linie PT
7,0 _ 7,0
= 6,0 = . E 6,0
=5 xo =
25 50 = 2 50
= = E¢e
g % E 4,0+ g = 2 4,0
%% s =
2T 30 - 2x=T 30
[E 4 o
SE ° I
@ 1,04 " ]
9 3 1,0
) 0,0- Mg i b) 0,0
a N O G W £ Ne o0 W e 0,
le) O .0 {4 ) O o% o > O .0 Y%
“‘0&‘;‘“ e°|° e°le‘x\eolo‘x&?‘ W 0“‘6 0“‘600\"%0 o ‘(~°&‘6°l°“\eo|o ea|» eoh\m: 0“‘6 0\“6 0\"500&\50 9
02 AT T AT gt T sle T sl ol 02 AT T BT et ol ol ol
Linie 6M L.
16,0+ 16,0 Linie PT
g 14,0 o 14,04
§ == .E.12,07 % '_‘f_‘, '_‘12,07
£82 8100 5§50 5100
228 83 8,0 8%
Sx ox & Do 250
255D 60 cX 2x
Esx= 2022
8 40 £7%
= 2,0 =

o ot ¥ o O .0 A
RE °I°‘keco)| o® N 0“900“\50 (Xl
B Q,‘-’ o, olo _,Lvlo b‘ulg

Linie PT

Lignangehalte [mg/g TG]

Abb. 4.24.: Losungsmittelvertraglichkeit der Zellen der Linien 6M und PT

die Zuckergehalte (Bl), die Leitfahigkeitswerte (LF) und die pH-Werte (pH) der Linien 6M (a)) und PT (b)); die FG und
TG der Linien 6M (c)) und PT (d)); die Lignangehalte der Zellen der Linien 6M (e)) und PT (f)); die Zellen wurden wie
folgt behandelt (im Diagramm von links nach rechts): ohne Lésungsmittelzugabe (Kontrolle), Zugabe von 0,5, 1, 2
und 4 % Endkonzentration Methanol und 0,5, 1, 2 und 4 % Endkonzentration DMSO [Mittelwerte aus einer Messreihe
mit Doppelproben, Standardabweichungen sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt, sind aber dem Text
zu entnehmen; die TGs wurden zur besseren Darstellung mit Faktor 10 multipliziert].
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In Linie PT flhrten geringe L&sungsmittelkonzentrationen (0,5 %) zu einer geringen Erhéhung der
Lignangehalte im Vergleich zur 0-Kontrolle. Die PTOX-Gehalte stiegen geringfligig von 1,76 +/- 0,13 auf
1,95 +/- 0,1 mg/g TG, die B-Peltatin-Gehalte um 0,01 +/- 0,00 mg/g TG und die 6MPTOX-Gehalte von
0,53 +/- 0,07 auf 0,70 +/- 0,10 mg/g TG. Bei einer Konzentration von 1 % Methanol und 2 % DMSO
waren die PTOX-Gehalte mit 1,01 +/- 0,22 und 0,76 +/- 0,06 mg/g TG am geringsten. Die (-Peltatin-
Gehalte sanken mit steigender Losungsmittelzugabe, wahrend die 6MPTOX-Gehalte lediglich bei der
Gabe von 2 % DMSO geringer wurden.

4.5.1.2. Biotransformation von DOP und PTOX

Die Zellen der Linie PT zeigten im Vorversuch, dass sie wesentlich sensitiver gegentiber Lésungsmittel-
zugabe waren als Zellen der Linie 6M. Dies aulierte sich in geringerem Wachstum und verminderter
Lignanakkumulation. Aus diesem Grund wurden die folgenden Fitterungs- und Hemmstoffexperimente
mit maximal 2 % Methanol (oder 1,5 % DMSOQO) durchgefihrt (3.6.1.2.). Da aulerdem nur eine begrenzte
Menge der Hemmstoffe NDA und ABT (4.5.1.3.) zur Verfigung stand, wurden die Experimente in 25 ml
Medium mit 2,5 g Zellen durchgefiihrt (1/2 der normalen Zellkultivierung). Pro Kolben wurden etwa
2,5 mg DOP bzw. PTOX (geldst in 250 pl Methanol) zugegeben. Die Zugabe von PTOX bzw. DOP
erfolgte an Tag 5, um der Kultur die Méglichkeit zu geben, in die lineare Wachstumsphase zu gelangen
und maximale Enzymaktivitaten ausnutzen zu kénnen (4.2.). Neben Kontrollexperimenten ohne Sub-
stanz-Zugabe (0-Kontrolle) wurden Kontrollen mit entsprechenden Lésungsmittelmengen (MeOH-Kon-
trolle) durchgefiihrt. Das Zugabeschemata des Biotransformationsexperimentes von DOP und PTOX zu
Zellen der beiden Linien ist aus Abb. 4.25. ersichtlich.
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Abb. 4.25.: Lésungsmittel-, DOP- und PTOX-Vertraglichkeit der Zellen der Linien 6M und PT

Die Zuckergehalte (Bl), die Leitfahigkeits- (LF) und pH-Werte (pH) der Linie 6M (a)) wurden an den Tagen 7 und 12
und die der Linie PT (b)) an den Tagen 7 und 14 ermittelt, sowie die FGs (c)) und TGs (d)) beider Linien. In Linie 6M
wurden versehentlich die Medien der Methanol und DOP behandelten Zellen vereinigt (Abb. a) MeOH+DOP)
[Mittelwerte aus einer Messreihe mit Doppelproben, Standardabweichungen sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit
nicht gezeigt, sind aber dem Text zu entnehmen; die TGs wurden zur besseren Darstellung mit Faktor 10 multi-
pliziert].
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Die Ernte der Zellen erfolgte fur Linie 6M an den Tagen 7 und 12 und fur Linie PT an den Tagen 7 und
14. Die Lignanextraktion wurde auf zwei verschiedene Arten durchgefihrt: Lignanextraktionsmethode A
(3.3.5.) und Lignanextraktionsmethode B (3.6.1.2.). Bei der modifizierten Methode B erfolgte die
Extraktion in 100 % Methanol p.A., wodurch verhindert wird, dass zelleigene Glucosidasen aktiv werden.
Dies ermdglicht die Extraktion von 6MPTOX- und PTOX-Glucosiden.

Bei Gabe von Methanol, DOP und PTOX zu Zellen der Linien 6M und PT im Vergleich zu den 0-Kon-
trollen zeigten sich kaum Unterschiede in den Zuckergehalten und pH-Werten (Abb. 4.25. a) und b)).
Lediglich die Leitfahigkeitswerte waren nach Gabe von DOP und PTOX an Tag 7 geringfiigig gesenkt.
Die Mengen an FG der Linie 6M waren nach Zugabe von DOP bzw. PTOX an Tag 7 vermindert, was
jedoch an Tag 12 nicht mehr erkennbar war (Abb. 4.25. c¢)). Die FG-Mengen der Linie PT waren im
Vergleich zu denen der Linie 6M um etwa 5,2 g/Kolben geringer. Die Kultur zeigte aber an Tag 7 kein
vermindertes Wachstum (Abb. 4.25. d)). Das vermeintlich verminderte FG beider Linien an Tag 12 bzw.
14 nach Methanol-Gabe lag in der Schwankungsbreite des Mittelwertes von durchschnittlich 0,5 g/
Kolben. Die FG-Zunahme der Zellen von Tag 7 bis 12/14 betrug etwa 2 g/Kolben. Im Gegensatz dazu
wiesen die TGs beider Linien konstante Werte von etwa 0,5 g/Kolben an Tag 7 auf, wahrend sie an Tag
12/14 bei etwa 0,4 g/Kolben lagen.

Die Zugabe von PTOX zu Zellen der Linie 6M fiihrte zu erhdhten PTOX und PTOX-Glucosidgehalten
(Abb. 4.26. a)). Wahrend an Tag 7 0,83 +/- 0,02 mg/g TG PTOX und 0,77 +/- 0,14 mg/g TG PTOX-
Glucosid gefunden wurden, lagen an Tag 12 nur noch 0,31 +/- 0,08 mg/g TG in Form von PTOX vor,
hingegen 1,47 +/- 0,00 mg/g TG PTOX-Glucosid (Abb. 4.26. a)). Im Gegensatz zur 0-Kontrolle zeigten
die Ansatze mit Methanol, DOP und PTOX nach 7 Tagen erhéhte 6MPTOX-Gehalte von durchschnittlich
0,85 +/- 0,21 mg/g TG. Die 6MPTOX-Glucosid-Gehalte nach DOP-Gabe waren in Anbetracht der hohen
Standardabweichung des Mittelwertes von 1,17 +/- 0,40 mg/g TG nicht als vermindert anzusehen, ins-
besondere da die 6MPTOX-Glucosid-Gehalte an Tag 12 vergleichbar mit der 0-Kontrolle und den
Ansatzen mit Methanol- und PTOX-Zugabe waren. Die Zugabe von DOP zu Zellen der Linie 6M flihrte bis
Tag 12 nicht zur Erhdhung der 6MPTOX-Gehalte, sondern zur 2,4-fachen Steigerung der PTOX-,
12-fachen Steigerung der B-Peltatin- und 850-fachen Steigerung der PAM-Gehalte im Vergleich zur
MeOH-Kontrolle (Abb. 4.26. a) und c)).

Die in Abb. 4.26. b) und d) dargestellten Ergebnisse der wassrigen Extraktion A (mit B-Glucosidase
Zugabe) der Linie 6M zeigen die fast vollstandige Freisetzung der PTOX- und 6MPTOX-Aglyka (b)),
sowie geringfligig erhohte B-Peltatin-Gehalte nach DOP Zugabe an Tag 7 und 12 mit 0,02 +/- 0,00 mg/g
TG im Vergleich zur MeOH-Kontrolle (0,00 +/- 0,00 mg/g TG; 4.26.d)).

Die Zellen der Linie PT enthielten 0,53 +/- 0,16 mg/g TG PTOX-Glucosid und 0,07 +/- 0,01 mg/g TG
6MPTOX-Glucosid in unbehandelten Zellen (Abb. 4.26. €)). Durch Zugabe von DOP und PTOX konnte
die PTOX-Glucosid Menge an Tag 7 auf 2,04 +/- 0,04 bzw. 2,13 +/- 0,15 mg/g TG erhdht werden, aber
nicht die BMPTOX bzw. 6MPTOX-Glucosid Menge. Die Zellen enthielten an Tag 14 in den 0- und MeOH-
Kontrollen durchschnittlich 1,37 +/- 0,17 mg/g TG PTOX-Glucosid. Die Zugabe von DOP oder PTOX
fuhrte zur Erhéhung des PTOX-Glucosid-Gehaltes auf durchschnittlich 2,59 +/- 0,04 mg/g TG. Neben den
Lignanen PTOX, 6MPTOX und deren Glucosiden konnte an Tag 14 in den Proben mit zugegebenem
DOP noch nicht umgesetztes DOP (0,003 +/- 0,005 mg/g TG) gefunden werden (Abb. 4.26. g)). Bei der
wassrigen Extraktion (A) wurden etwas geringere PTOX-Gehalte gefunden als nach methanolischer
Extraktion (B) (Abb. 4.26. e) und f)). Dennoch schien eine vollstandige Umsetzung der Glucoside in ihre
Aglyka erfolgt zu sein. Nach methanolischer Lignanextraktion (B) wurden geringe Gehalte an B-Peltatin
gefunden, wahrend sie nach wassriger Extraktion (A) z.T. um ein Vielfaches erhéht waren. So stiegen die
B-Peltatin-Gehalte an Tag 7 bzw. 14 in den 0-Kontrollen um das 24- bzw. 47-fache an.

Die glucosylierten Endprodukte PTOX und 6MPTOX wurden zuséatzlich mittels LC/MS analysiert und ihr
Fragmentierungsmuster mit Literaturdaten verglichen, was das Vorliegen der 6MPTOX- und PTOX-
Glucoside bestatigte (10.9.; Schmidt et al., 2006; Vasilev et al., 2007).
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Abb. 4.26.: Auswirkung der Losungsmittel-, DOP- und PTOX-Zugabe auf die Lignanakkumulation der Zellen
der Linien 6M und PT - Lignangehalte erhalten nach Extraktionsmethode B (ohne Wasser- und B-Glucosidase-
Zugabe): PTOX, PTOX-Glucosid, 6MPTOX und 6MPTOX-Glucosid Linie 6M a), Linie PT e); B-Peltatin, DOP und
PAM Linie 6M c), Linie PT g); Lignangehalte erhalten nach Extraktionsmethode A (mit Wasser- und 8-Glucosidase-
Zugabe): PTOX, PTOX-Glucosid, BMPTOX und 6MPTOX-Glucosid Linie 6M b), Linie PT f); B-Peltatin, DOP und
PAM Linie 6M d), Linie PT h) [Mittelwerte aus einer Messreihe mit Doppelproben, Standardabweichungen sind aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt, sind aber dem Text zu entnehmen]
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4.5.1.3. Biotransformation von DOP und Behandlung mit verschiedenen Hemmstoffen

Wie bereits im vorhergehenden Versuch gezeigt wurde, kdnnen Zellen der Linie 6M DOP in PAM
Uberfihren und Zellen der Linie PT DOP in PTOX. Diese Umwandlungen wurden nun zusammen mit der
Gabe von verschiedenen Hemmstoffen untersucht. Die Hemmstoffe wurden bereits unter 4.3.3. bei der
in-vitro Inhibition der DOP6H eingesetzt, wobei sich die Cytochrom P450 Hemmstoffe NDA, CLOT und
ABT als wirkungsvoll fur die Hemmung der DOP6H herausstellten. Zusatzlich wurden die bereits vorge-
stellten Dioxygenase Hemmstoffe PCA2,4, PCA2,5 und Trinex in parallel verlaufenden Experimenten
verabreicht, mit dem Ziel einen Hinweis auf den an der 7-Hydroxylierung beteiligten Enzymtyp zu
erhalten.

Die Zellen wurden wie unter 4.5.1.2. beschrieben in 25 ml Medium kultiviert und mit maximal 2 %
Lésungsmittel behandelt. Eine Verringerung der Lésungsmittelmenge war nicht moglich, da einzelne
Hemmstoffe (wie NDA und PCA2,5) und DOP eine begrenzte Loslichkeit in Methanol oder DMSO
aufweisen. An Tag 4 wurden NDA, PCA2,4 und PCA2,5 zu 20 mM in DMSO gel6st und 125 pl dieser
Lésung zu den Zellkulturen zugegeben. ABT, CLOT und Trinex wurde zu 10 mM in Methanol gelést und
250 pl dieser Losung verabreicht. An Tag 5 wurden pro Kolben 2,25 mg DOP (gel6st in 250 pl Methanol)
gefittert. Neben Kontrollexperimenten ohne Substanz-Zugabe (0-Kontrolle) wurden Kontrollen mit 500 pl
Methanol (MeOH-Kontrolle) und 250 pl Methanol zusammen mit 125 yl DMSO (MeOH+DMSO-Kontrolle)
angesetzt. Die Lignanextraktion wurde nach Methode A (3.3.5.) durchgefiihrt und somit nur die Gehalte
der Aglyka betrachtet. Die Zugabeschemata zu Zellen der beiden Linien sind aus Abb. 4.28. und
Abschnitt 3.6.1.3. (Tab. 3.12.) ersichtlich.

Die PTOX-Bildung in Linie 6M wurde durch die Zugabe von Lésungsmitteln nicht beeintrachtigt, wahrend
die DOP-Ftterung die PTOX-Synthese von 0,02 +/- 0,00 (0-Kontrolle) auf 0,07 +/- 0,01 mg/g TG erhdhte
(Abb. 4.27. a) und b)). Auf die PTOX-Synthese konnte kein Einfluss durch die Zugaben von CLOT,
PCA2,4 und Trinex beobachtet werden. Bei Zugabe von NDA oder PCA2,5 sank die PTOX Akkumulation
geringfigig (auf 0,01 +/- 0,00 mg/g TG) und die Zugabe von PCA2,4 + DOP und PCA2,5 + DOP flihrte zu
einer geringen Erhéhung um 0,01 mg/g TG im Vergleich zur DOP-Kontrolle. Eine sehr starke Erhéhung
der PTOX Akkumulation wurde durch Zugabe von NDA + DOP, CLOT + DOP, ABT + DOP und ABT
(1,07 +/- 0,07, 0,26 +/- 0,04, 0,39 +/- 0,04 bzw. 0,13 +/- 0,01 mg/g TG) erreicht.

B-Peltatin konnte in der 0-Kontrolle und den Ansatzen mit NDA, CLOT, ABT und PCA2,5 nicht gefunden
werden. Die Fitterung von DOP fiihrte zur Bildung von 0,11 +/- 0,02 mg/g TG B-Peltatin, wahrend die
zusatzliche Gabe von NDA + DOP, CLOT + DOP und ABT + DOP lediglich 0,01 - 0,03 +/- 0,02 mg/g TG
erkennen lie. Die hdochsten B-Peltatin-Gehalte konnten durch Zugabe von PCA2,4 + DOP, PCA2,5 +
DOP und Trinex + DOP mit 0,16 +/- 0,02 mg/g TG gefunden werden.

Die PAM-Gehalte der 0-Kontrolle, der DMSO-Kontrolle und der Ansatze mit NDA, CLOT und ABT waren
in Linie 6M mit 0,002 mg/g TG sehr gering. Die MeOH-Kontrollen enthielten geringe Mengen an PAM mit
einer sehr hohen Standardabweichung (0,12 +/- 0,16 mg/g TG). Nach Zugabe von DOP war der PAM-
Gehalt auf 1,40 +/- 0,00 mg/g TG erhoéht. Geringe PAM-Gehalte wurden nach Zugabe von NDA + DOP
(0,02 +/- 0,00 mg/g TG), CLOT + DOP (0,18 +/- 0,09 mg/g TG), ABT + DOP (0,37 +/- 0,15 mg/g TG),
PCA2,4 (0,04 +/- 0,06 mg/g TG) und Trinex (0164 +/- 0,01 mg/g TG) beobachtet. Stark erhéhte PAM-
Gehalte wurden nach Zugabe von PCA2,4 + DOP (2,19 +/- 0,04 mg/g TG), PCA2,5 + DOP
(1,53 +/- 0,09 mg/g TG) und Trinex + DOP (1,62 +/- 0,05 mg/g TG) erzielt.

Die 6MPTOX-Gehalte der Linie 6M wurden hingegen kaum beeinflusst. In den 0-Kontrollen lag der
6MPTOX-Gehalt bei 2,85 +/- 0,12 mg/g TG und in den Ansatzen mit Methanol und DMSO bei etwa
1,9 +/- 0,2 mg/g TG. Nach DOP-Zugabe erhdhte sich die 6MPTOX-Bildung im Vergleich zu den Lésungs-
mittelkontrollen geringfligig auf 2,39 +/- 0,03 mg/g TG. Nach PCA2,4- und PCA2,5-Gabe erhdhte sich der
6MPTOX-Gehalt im Vergleich zu den Losungsmittelkontrollen um 0,7 bzw. 0,6 +/- 0,3 mg/g TG, wahrend
nach Gabe von NDA + DOP, PCA2,5 + DOP und Trinex + DOP der Gehalt um 0,3 +/- 0,2 mg/g TG im
Vergleich zur DOP-Kontrolle vermindert war.

81



Ergebnisse

3,0
W Linie 6M

1 0

2,5-
2,04
1,51

1,04

\m’ Lignangehalte [mg/g TG]

Linie PT [ ]

Lignangehalte [mg/g
TG]
w
°

) — =

o0 00 oP o® &2
o \x\ 8\ o7 W0 ' ooF P?’«,‘oo? @2

“\QO “0 0\’0“ ‘&‘
7,01 Linie 6M
=E 80
X L i
=% 5,0
SES 40
s5 =
x 1 3,0
290
o < 2,0+
S g ’
NS 1,0
|
) 0,0-
e ec&ﬁ
\3 t&’ 0
4~°‘:Q\ 8 10 °°\*° \> *o° e"'da? 2
e e ‘
W ? P ?GP‘ “.\‘\e
0,6 -
Linie 6M

Trockengewicht [g/Kolben]

O OQ Q OQ Q " Q o+ ed
9) SSPITESS SIS
& @ @ & @ w &
§§00 o ¥ o?' <&

TG] Lignangehalte [mg/g TG]

w
o
|

Zuckergehalt [%];
Leitfahigkeit [mS/cm];

0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 -

L

inie 6M

-

Linie

>
o
|

%
Q
'0
.7
DA
x
O
2%
2
"o
?%
%
O,

N

D

>

LR

AN
©

PT

pH-Wert

" =
w 1,‘ 0% ~@
> 2 <
‘3\00 N\ 0\,0 Peﬂ*?gk*%"z*o%‘“?"o? G/’?&
> GF'IA ‘“e‘ﬁ
? A

0,6 -
= Linie PT
8 05
]
X
5 04
£ 03
E
S 0,2 1
c
£
o 0,14
£

0,0 -

e R PRFFERERERER &+ K
RO F O ® k ° &

Abb. 4.27.: Losungsmittel-, DOP- und Hemmstoffvertraglichkeit der Zellen der Linien 6M und PT und die
Wirkung der Hemmstoffe in der Konzentration 10* M auf die Lignanakkumulation - Wirkung der CYP-Hemm-
stoffe auf die Lignangehalte der Zellen der Linien 6M a) und PT c); Wirkung der Dioxygenase-Hemmstoffe auf die
Lignangehalte der Zellen der Linien 6M b) und PT d); die Zuckergehalte (Bl), die Leitfahigkeitswerte (LF) und pH-
Werte (pH) der Linien 6M e) und PT f); die Trockengewichte der Linien 6M g) und PT h) [Mittelwerte aus einer
Messreihe mit Doppelproben, Standardabweichungen nur fir TG gezeigt]
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Die PTOX-Gehalte der Linie PT sanken von 2,03 +/- 0,48 mg/g TG in der 0-Kontrolle und in den
Lésungsmittelkontrollen auf 1,80 +/- 0,38 bzw. 1,55 +/- 0,23 mg/g TG (Abb. 4.27. c) und d)). Bei Gabe der
Hemmstoffe NDA, PCA2,4 und Trinex sanken die PTOX-Gehalte im Vergleich zu den L&sungsmittel-
kontrollen auf jeweils 1,04 +/- 0,03, 1,12 +/- 0,03 und 1,14 +/- 0,07 mg/g TG. Ob die Hemmstoffzugabe
von PCA2,5 ebenfalls ein Absinken verursachte kann nicht beantwortet werden, da die Standard-
abweichungen von 0,46 mg/g TG zu hoch waren. Die DOP-Zugabe fiihrte zur Erhdhung der PTOX-
Akkumulation auf bis zu 5,00 +/- 0,10 mg/g TG, welche durch die zusatzliche Gabe der Hemmstoffe
ABT + DOP und Trinex + DOP noch verstarkt wurde auf bis zu 5,7 +/- 0,56 bzw. 5,9 +/- 0,08 mg/g TG.
Eine Verminderung der PTOX-Bildung konnte nach Gabe von CLOT + DOP (4,09 +/- 0,59 mg/g TG),
PCA2,4 + DOP (3,82 +/- 0,08 mg/g TG) und PCA2,5 + DOP (4,06 +/- 0,17 mg/g TG) beobachtet werden.
Die B-Peltatin-Gehalte der Zellinie PT waren mit 0,02 +/- 0,00 mg/g TG in der 0-Kontrolle, in der MeOH-
Kontrollen und in den Ansatzen mit zugegebenem DOP sehr gering. Die Zugaben von NDA, NDA + DOP,
CLOT, ABT, ABT + DOP, PCA2,4, PCA2,4 + DOP, PCA2,5, PCA2,5 + DOP und Trinex verursachten ein
Absinken auf 0,01 +/- 0,00 mg/g TG B-Peltatin, wahrend die Gabe von Trinex + DOP eine Erhéhung auf
0,05 +/- 0,01 mg/g TG ergab.

Die 6MPTOX-Gehalte der Linie PT lagen in der 0- und MeOH-Kontrolle, sowie in den Ansatzen mit zuge-
gebenem DOP bei etwa 0,22 +/- 0,07 mg/g TG, wahrend die Zugabe von DMSO ein Absinken auf
0,15 +/- 0,01 mg/g TG verursachte. Im Vergleich zu dieser DMSO-Kontrolle flihrten die Zugaben von
NDA (0,11 +/- 0,01 mg/g TG), PCA2,4 (0,13 +/- 0,01 mg/g TG) und PCA2,5 (0,13 +/- 0,00 mg/g TG) zu
noch geringeren 6MPTOX-Gehalten. Im Vergleich zu den Ansatzen mit DOP sank der Gehalt an
6MPTOX nach Gabe von NDA + DOP (0,13 +/- 0,03 mg/g TG), PCA2,4 + DOP (0,12 +/- 0,04 mg/g TG)
und PCA2,5 + DOP (0,13 +/- 0,00 mg/g TG) ebenfalls, wahrend die Zugabe von Trinex + DOP den
Gehalt auf 0,39 +/- 0,02 mg/g TG erhéhte.

Es ist noch anzumerken, dass in den Anatzen mit CLOT + DOP noch gréRere Mengen an nicht
transformiertem DOP von 0,15 +/- 0,09 mg/g TG (Linie 6M) bzw. 2,42 +/- 0,74 mg/g TG (Linie PT)
gefunden werden konnten.

Die Mediums- und Wachstumsparameter wiesen darauf hin, dass einige Substanzen wachstums-
hemmende Wirkung auf die Zellen beider Linien hatten (Abb. 4.27. e)-h)). Die TGs der Linie 6M sanken
nach Zugabe von DOP, NDA, ABT + DOP und PCA2,4 + DOP geringfligig und wesentlich starker nach
Zugabe von NDA + DOP, CLOT, CLOT + DOP. Die Zellen der Linie PT zeigten eine verminderte TG-
Akkumulation nach Behandlung mit DOP, NDA + DOP, CLOT, CLOT + DOP, ABT, ABT + DOP und
Trinex + DOP. Diese Wachstumsverminderung spiegelte sich in den erhdhten Zuckergehalten und
Leitfahigkeitswerten der Medien wider. Die pH-Werte der Medien der Linie 6M wurden durch die Zugabe
der Dioxygenase Hemmstoffe etwas erhoéht, wahrend dies fir Linie PT nur fir Trinex der Fall war.
NDA + DOP und CLOT + DOP verminderten sie hingegen.

4.5.1.4. Behandlung der Zellen mit hohen Hemmstoffkonzentrationen

Zusatzlich wurde die Wirkung von héheren NDA und Trinex Konzentrationen auf die Zellen der Linien 6M
und PT getestet. Dabei wurden 5 x 10" M NDA und 1 x 10® M Trinex an Tag 4 verabreicht und die
Mediumsparameter, die Lignangehalte und TGs der Zellen betrachtet (3.6.1.4.). Die Gabe von Trinex zu
Zellen der Linie 6M verursachte eine Hemmung der PTOX-, B-Peltatin- und PAM-Akkumulation, wahrend
die Gabe von NDA ausschliel3lich die Akkumulation von B-Peltatin und PAM verminderte (Abb. 4.28. a)).
Bei Zellen der Linie PT wurde die Bildung von 6MPTOX und B-Peltatin durch Gabe beider Hemmstoffe
gesenkt (Abb. 4.28. b)). Die PTOX Akkumulation schien hingegen in beiden Zellinien nur durch NDA
vermindert zu werden. Allerdings zeigten die Werte der Mediumsparameter und der TGs bei den Zellen,
die mit den Hemmstoffen behandelt wurden, starke Unterschiede im Vergleich zu den Lésungsmittel-
kontrollen (Abb. 4.28. c) und d)). Neben erhdhten Zuckergehalten und Leitfahigkeitswerten wurden
verminderte TGs und FGs, ebenso wie Verschiebungen der pH-Werte (nicht gezeigt) ermittelt.
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Abb. 4.28.: Losungsmittel-, DOP- und Hemmstoffvertraglichkeit der Zellen der Linien 6M und PT und die
Wirkung der Hemmstoffe in hoher Konzentration auf die Lignanakkumulation - Neben der 0-Kontrolle wurden
250 pl Methanol (MeOH), 125 yl DMSO, 5 x 10* M NDA und 1 x 10° M Trinex zugegeben. Wirkung der Hemmstoffe
auf die Lignangehalte der Zellen der Linien 6M a) und PT b); die Zuckergehalte (BI), die Leitfahigkeitswerte (LF) und
pH-Werte (pH) der Linien 6M c) und PT d); die Trockengewichte der Linien 6M e) und PT f) [Mittelwerte aus einer
Messreihe mit Doppelproben, Standardabweichungen nur fiir die TG gezeigt]

Es ist noch anzumerken, dass die Zellen z.T. auch ihre Farbe anderten. Zellen, die mit NDA behandelt
wurden, verfarbten sich leicht pink und Zellen mit Trinex wurden weilllich. Diese Ergebnisse lieRen
vermuten, dass die Hemmstoffe den Zellen sehr stark schadeten. Aus diesem Grund wurden Vitalitats-
tests nach Towill und Mazur (1974) durchgefihrt (3.6.1.5.). Dabei wird 2,3,5-Triphenyltetrazolium Chlorid
(TTC) nur durch lebende Zellen zu Formazan reduziert, welches dann photometrisch bei 485 nm gemes-
sen werden kann. Zwischen Tag 4 und Tag 7 wurden taglich Kontrollen mit DMSO oder Methanol, sowie
Zellen, die mit NDA (geldst in DMSQO) oder Trinex (geldst in Methanol) behandelt wurden, geerntet. Nach
Durchfiihrung des TTC-Testes wurden die Extinktionswerte photometrisch ermittelt und in Prozent der
Gesamtvitatlitat der Zellen, bezogen auf die jeweiligen Methanol/DMSO-Kontrollen der jeweils gleichen
Tage angegeben (Abb. 4.29. a) und b)). Es wurden jeweils Dreifachproben pro Tag und zugegebener
Lésung angesetzt. Dennoch waren die erhaltenen Standardabweichungen extrem hoch. Dies liegt darin
begriindet, dass die Zellen in Aggregaten wachsen und somit den Lésungsmitteln bzw. Hemmstoffen
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unterschiedlich stark ausgesetzt waren. Wie bereits erwahnt, farbten sich die NDA behandelten Zellen
leicht pink. Je nach dem, welcher Zellverband fir den Vitalitatstest verwendet wurde, waren die Zellen
starker oder schwacher eingefarbt als andere und erschienen somit weniger oder starker vital.

Beide Hemmestoffe fugten den Zellen beider Linien einen betrachtlichen Schaden zu. Die Vitalitat der
Zellen der Linie 6M sank mit NDA an Tag 6 unter 20 %. An Tag 7 lagen die ermittelten Vitalitdten von
Zellen der Linie 6M nach NDA-Gabe um 40 % und nach Trinex-Gabe um etwa 30 %. Die Vitalitadtswerte
der Zellen der Linie PT lagen an Tag 7 nach Behandlung mit NDA unter 20 % und mit Trinex unter 5 %.

Linie 6M Linie PT
100 - I I I 100 - 1— o =
80 - 80 -
= 60 - = 60 -
o B
T 40 g 40
S 5
20 - H 20 4 l l
o T T T T T T T T T T T T 1 0 B T T T T
a) Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7 b) Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
Abb. 4.29.: Vitalitit der Zellen der Linien 6M und PT nach Gabe von . DMSO-Kontrolle
5x 10 M NDA und 1 x 10 M Trinex NDA
An den Tagen 4 - 7 wurden jeweils Proben geerntet und die Vitalitat mittels TTC- Methanol-Kontrolle
Trinex

Test ermittelt; Linie 6M a), Linie PT b) [Mittelwerte und Standardabweichungen
aus einer Messreihe von Dreifachproben].
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4.5.2. Enzymatische Suche

4.5.2.1. DOP7H - Eine Cytochrom P450 Monooxygenase?

A. Henges (1999) fand in einer PTOX produzierenden Zellinie (X4) eine geringe CYP-Aktivitat, die DOP
in PTOX uberfihrte und in Futterungsexperimenten durch NDA gehemmt werden konnte. Allerdings liel3
sich diese Reaktion schwer reproduzieren und die Aktivitdt war mit 0,1 - 0,2 pkat/kg Protein gering.
Aufgrund dieser Tatsache wurde zunachst versucht diese Aktivitat in Linie PT nachzuweisen. Hierfir
wurden 4 - 7 Tage alte Zellen verwendet. Diese wurden mittels Morsern aufgeschlossen und die Enzym-
teste nach dem Standardenzymtest der DOP6H (3.4.1.) durchgefiihrt. Bei langeren Inkubationszeiten von
2 - 12 h wurde regenerierendes System (3.6.2.3.) zugeflugt.

Die Enzymaufarbeitung erfolgte grundsatzlich wie fur die DOP6H beschrieben (3.6.2.1.). Abweichend
davon wurden die Mikrosomen teilweise mittels Ultrazentrifugation anstelle der MgCl,-Fallung pelletiert.
Neben 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 (DTT, DIECA), 0,1 M Tris/HCI pH 8,0 (DTT, DIECA), 0,1 M KPi pH 8,0
(DTT, DIECA) und 0,1 M KPi pH 7,3 (DIECA, EDTA, Mannit) wurde 0,1 M Tris/HCI pH 8,0 (MgCl,, KCI,
EDTA, Saccharose, DTT, Na-Ascorbat) als Aufarbeitungspuffer verwendet. In einigen Fallen entsprach
der Resuspendierungspuffer flir die Mikrosomen nicht dem Aufarbeitungspuffer [Mikrosomenpuffer -
0,1 M Tris/HCI pH 8,0 (MgCl,, KCI, EDTA, Saccharose, DTT, Na-Ascorbat)]. Die Mikrosomenfraktion
wurde zum Vergleich mittels PD10 Saulen entsalzt, um evtl. stérendes MgCl, und vorhandenes PTOX zu
entfernen (3.6.2.1.).

Nach Mikrosomenpraparation in 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 (DTT, DIECA), Inkubation der Teste flir 7 h mit
regenerierendem System und Proteinmengen von 675 bzw. 1240 ug pro Testansatz konnten erhéhte
PTOX-Gehalte von 1,8 bzw. 5,0 +/- 0,0 nmol/Testansatz (bzw. 0,11 - 0,12 +/- 0,01 pkat/kg Protein)
detektiert werden. Dabei wurde die Mikrosomenfraktion zuvor nicht entsalzt. Die Berechnung der PTOX-
Gehalte (bzw. der spezifischen enzymatischen Aktivitat) erfolgte durch Abzug der parallel durchgefiihrten
0-Kontrollen (Stopp vor Start). Wie bereits erwahnt erfolgte die Mikrosomenpraparation zusatzlich mittels
Ultrazentrifugation, um auszuschlieRen, dass MgCl,-lonen die mdgliche DOP7H Aktivitdt hemmen. Bei
den zugehdrigen Enzymtesten konnten PTOX-Gehalte von 9,2 +/- 0,4 nmol/Testansatz gefunden werden
im Vergleich zu 2,2 +/- 0,1 nmol/Testansatz in den Kontrollen mit gekochtem Protein.

Im Vergleich dazu lieferte auch die Zugabe von 10 mM a-Ketoglutarsdure oder 5 mM H,O, zu dieser
Proteinaufarbeitung und Inkubation der Teste fir 3 h hohe PTOX-Gehalte von 8,8 +/- 0,1 bzw.
8,5 +/- 0,0 nmol/Testansatz. In den 0-Kontrollen mit gekochtem Protein fanden sich 1,6 +/- 0,6 (mit
a-Ketoglutarsaure) bzw. 1,9 +/- 0,3 nmol PTOX/Testansatz (mit H,0,).

Bei weiteren Testreihen erfolgte die Enzymaufarbeitung wie oben beschrieben, aber die Mikrosomen-
pellets wurden in 0,1 M Tris/HCI pH 8,0 (MgCl,, KCI, EDTA, Saccharose, DTT, Na-Ascorbat) resus-
pendiert und die Inkubationszeiten auf 60 min verkiirzt. Die PTOX-Gehalte der jeweiligen Doppelproben
waren z.T. sehr stark schwankend und weitere 0-Kontrollen, wie das Weglassen des Substrates (DOP)
oder des Cosubstrates (NADPH) ergaben die gleichen PTOX-Gehalte wie mit Substrat- und Cosubstrat-
Zugabe. Es ist anzumerken, dass dies fir die jeweils parallel durchgefiihrten DOP6H Teste nicht
beobachtet wurde.

Die hohen Mengen an PTOX in den Kontrollansatzen ohne DOP- und/oder NADPH-Zugabe und nach
Zugabe von a-Ketoglutarsaure oder H,O, wiesen darauf hin, dass die Inkubation bei 30°C alleine aus-
reichte, um erhéhte PTOX-Gehalte in den Testansatze zu verursachen. Aus diesem Grund wurde nach
Alternativen gesucht, um die mdgliche Aktivitdt dieses Enzyms zu erhéhen. van Firden et al. (2005)
gelang es durch Zugabe von Methyljasmonat zu Zellen der Linie X4SF die Produktion von PTOX um das
10-fache zu erhdhen, was vermuten lie®, dass moglicherweise die involvierten Enzyme ebenfalls in
erhdhtem Mal} vorhanden sein kdnnten. Analog zur Elicitierung von Zellkulturen mit Methyljasmonat
fanden Berim et al. (2005) heraus, dass Zellkulturen von L. nodiflorum nach Gabe des modifizierten
Pilzelicitors Coronalon einen 10-fach héheren Gehalt an 6MPTOX enthielten und die enzymatischen
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Aktivitaten der DOP6H und BP60OMT um das 22- bzw. 15-fache erhéht waren. Die Idee bestand nun darin
durch Zugabe dieser Elicitoren die Aktivitat der DOP7H zu steigern.

In Enzymtesten mit Proteinen aus 5 Tage alten Zellen der Linie X4SF, die 5 h mit 100 yM Methyljasmonat
behandelt wurden, konnte eine geringe, aber nicht signifikante Erhéhung der PTOX-Gehalte (um 0,8 +/-
0,5 nmol/Testansatz) im Vergleich zu Enzymtesten, die ohne Substratzugabe inkubiert wurden, gefunden
werden. Bei Enzymtesten deren Ausgangszellen fiir 42 h mit Methyljasmonat behandelt wurden, konnte
keine Erhéhung der PTOX-Gehalte detektiert werden. In Enzymtesten mit Proteinen aus 7 Tage alten
Zellen der Linie PT, die 4 Tage mit 25 yM Coronalon behandelt wurden, konnten generell erhéhte PTOX
Gehalte, im Vergleich zu Enzymtesten deren Ausgangszellen nicht elicitiert waren, gefunden werden
(Abb. 4.30). Die mikrosomalen Fraktionen konnten dabei nicht mittels PD10-Saulen entsalzt werden, da
die Proteinlésung sehr zahflissig war. Die Inkubation erfolgte flir 3 h. Innerhalb der Testreihen (Aus-
gangszellen elicitiert oder nicht-elicitiert) konnten geringfligig erhohte PTOX-Gehalte in Testansatzen mit
regenerierendem System, im Vergleich zu Testansatzen ohne regenerierendes System, ohne NADPH
oder ohne das Substrat DOP, gefunden werden (Abb. 4.30.). Wie auch hier zu erkennen ist (Ausgangs-
zellen elicitiert), waren die PTOX-Gehalte der Kontrollen Stopp vor Start und mit gekochtem Protein
deutlich geringer als die der Ubrigen Testansatze. Als zusatzliche Kontrollen (auf Aktivitat dieser
Mikrosomen-Praparation) wurden die Aktivitaten der C4H und DOP6H ermittelt. Diese konnten mit
1,82 +/- 0,00 (C4H) bzw. 0,04 +/- 0,00 pkat/kg Protein (DOP6H) in Testansatzen mit elicitierten und
2,30 +/- 0,01 (C4H) bzw. 0,02 +/- 0,14 ukat/kg Protein (DOP6H) in Testansatzen mit nicht-elicitierten
Ausgangszellen eindeutig detektiert werden.
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Abb. 4.30.: PTOX-Gehalte pro CYP-Enzymtestansatz

a) Enzymteste mit Mikrosomen gewonnen aus Zellen, die mit Coronalon elicitiert wurden. b) Enzymteste mit
Mikrosomen gewonnen aus nicht-elicitierten Zellen. Legende: CypDOP - Standardenzymtest (fir DOPG6H),
CypDOPreg - Standardenzymtest (fir DOP6H) mit regenerierendem System, 0.NADPH - ohne NADPH, 0.DOP -
ohne DOP, Stopp - Stopp vor Start (direkte Zugabe von 50 ul 6 N HCI, ohne Inkubation), Prot.gekocht - Enzymtest
mit gekochten Mikrosomen [Mittelwerte und Standardabweichungen aus je einer Messreihe mit Doppelproben]

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der DOP6H und C4H auch in der Rohprotein-
fraktion detektiert werden kann. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Zellen mittels Mérser oder Schlag-
messerhomogenisator aufgeschlossen wurden (Aufarbeitung siehe 3.6.2.1. und 4.5.3.1. Tab. 4.5.). Aller-
dings konnte in dieser Rohproteinfraktion kein Hinweis auf ein CYP-Enzym gefunden werden, welches an
der DOP7H Reaktion beteiligt ist. Dialyse oder (NH,),SO4-Fallung (0 - 80 %) des Rohproteins sollte
zeigen, ob mdglicherweise eine inhibierende Substanz die DOP-Umsetzung zu PTOX verhindert. Doch
weder nach Dialyse noch (NH,4),SO4-Fallung zeigten sich signifikante enzymatische CYP-Aktivitaten.

Obwohl in den vorgestellten CYP-Enzymtesten die Bildung von PTOX erfolgte, schien dies nicht auf eine
enzymatische Aktivitat hinzudeuten. Auch im folgenden Kapitel werden diese Schwierigkeiten deutlich.
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4.5.2.2. DOP7H - Eine Dioxygenase?

Wie in den Biotransformationsexperimenten gezeigt wurde, konnte die PTOX-Synthese in Zellinie PT
nach Zugabe von DOP in Kombination mit den Hemmstoffen CLOT, PCA2,4 oder PCA2,5 geringflgig
gehemmt werden. Desweiteren fiihrte in Linie 6M die Hemmung der DOP6H durch Zugabe von NDA,
CLOT und ABT zur Bildung von PTOX. Dieser Befund, zusammen mit der Angabe, dass CYP-Enzyme
selten an gesattigten C-C - Bindungen Hydroxylierungen vornehmen (Prof. Dr. J. Schrdder, personliche
Mitteilung), sprach firr die Tatsache, dass ein anderer Enzymtyp die Hydroxylgruppe an Position 7 des
DOP-Molekiils einfiihren kénnte.

In Anlehnung an Hausinger (2004) beschrankte sich die ,Enzymatische Suche® nach einer involvierten
Dioxygenasereaktion ausschlieRlich auf a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen. Die Enzymaufarbei-
tungen wurden mit 4 - 7 Tage alten Zellen, vorwiegend der Linie PT, durchgefiihrt. Dabei wurde neben
der Rohproteinfraktion auch die I6sliche Proteinfraktion fur die Enzymteste verwendet (3.6.2.1.) Die im
einzelnen verwendeten Puffer und deren Zusatze sind aus Tab. 3.13. ersichtlich, die Zusammensetzung
der Enzymteste aus Tab. 3.14. (3.6.2.3.). Eisensulfat wurde in Form von (NH,),Fe(SO,), (Mohr'sches
Salz) verabreicht. Nach Angabe von Dr. G. Schréder (personliche Mitteilung) ist dieses Eisensalz
oxidationsstabiler als Andere.

Nach Praparation der |6slichen Proteinfraktion in 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 (DTT, DIECA), Inkubation der
Enzymteste fur 8,3 h und Proteinmengen von 400 bzw. 800 pg pro Testansatz konnten erhdhte PTOX-
Gehalte von 3,0 +/- 1,1 bzw. 7,2 +/- 1,6 nmol/Testansatz (bzw. 0,3 +/- 0,1 pkat/kg Protein) detektiert
werden. Die Enzymtestansatze mit 400 ug Protein enthielten dabei 10 mM a-Ketoglutarsaure, 7,5 uM
Ascorbat und 100 pyM Eisensulfat. Die Enzymtestansatze mit 800 pg Protein enthielten jeweils die
doppelte Konzentration an Cosubstraten. Die Berechnung der PTOX-Gehalte pro Testansatz erfolgte
auch in diesem Fall durch Abzug der parallel durchgefiihrten 0-Kontrollen (Stopp vor Start).

Bei der Wiederholung dieser Testreihe konnten 10,5 +/- 0,9 bzw. 19,9 +/- 0,7 nmol PTOX/Testansatz in
Dioxygenase-Enzymtesten mit 400 bzw. 800 ug Protein gefunden werden. In Kontrollexperimenten mit
gekochtem Protein konnten 2,9 +/- 0,2 bzw. 4,8 +/- 0,3 nmol PTOX/Testansatz und in nicht inkubierten
Testansatzen (Stopp vor Start) 6,4 +/- 0,1 bzw. 14,2 +/- 0,2 nmol PTOX/Testansatz gefunden werden.
Berechnet man die entstandene PTOX-Menge abziiglich der Kontrollansatze mit gekochtem Protein, so
wirden diese 4,1 +/- 0,9 (fir 400 ug Protein) und 5,7 +/- 0,7 nmol/Testansatz (fir 800 ug Protein)
betragen. Die spezifische enzymatische Aktivitdt I1dgen in diesem Fall bei 0,8 bzw. 0,9 +/- 0,1 pkat/kg
Protein. Dieses Ergebnis lieferte einen weiteren Hinweis, dass es Unterschiede in den PTOX-Gehalten
zwischen den 0-Kontrollen Stopp vor Start und den Enzymtesten mit gekochtem Protein gab.

Wahrend der Suche nach dem optimalen Puffer und Puffer-pH-Wert fir die mdgliche Dioxygenase
Aktivitét, wurde dies noch deutlicher (Abb. 4.31.). Jeweils 6 Tage alte Zellen der Linie PT wurden in
verschiedenen Puffern aufgearbeitet. Ein Teil der Zellen wurde mit 0,1 M Tris/HCI (DTT) Puffer pH 6, 7,5
bzw. 8,8; ein Anderer in 0,1 M KPi (DTT) Puffer pH 6, 7 bzw. 8; ein Teil in 0,1 M MOPS (DTT) Puffer pH
6, 7 bzw. 8 und ein Weiterer in 0,1 M HEPES (DTT) Puffer pH 6,5, 7,5 bzw. 8,5 aufgearbeitet. Von der
jeweiligen Proteinrohfraktion wurde jeweils 600 ug fir die Enzymteste verwendet. Die vollstandigen
Dioxygenasetestansatze enthielten 40 mM a-Ketoglutarsaure, 10 mM Ascorbat und 200 uM Eisensulfat.
Als Kontrolle wurden die Ansatze Stopp vor Start, mit gekochtem Protein und ohne die Zugabe der
Cofaktoren (a-Ketoglutarsaure, Ascorbat und Eisensulfat) durchgefihrt.

Unter Verwendung des Tris/HCI Puffers bei pH 6 lagen die PTOX-Gehalte der Stopp vor Start Kontrolle
und mit gekochtem Protein mit 5,5 +/- 0,6 bzw. 7,2 +/- 1,0 nmol/Testansatz unter Berticksichtigung der
Standardabweichungen dicht zusammen (Abb. 4.31. a)). Die geringflgig erhéhten PTOX-Gehalte des
Testansatzes ohne Cosubstrat-Zugabe lieRen sich damit erklaren, dass bei der Verwendung einer Roh-
proteinfraktion zellinterne Cofaktoren zu einem Umsatz beitragen kdnnen.
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In den Testansatzen mit Tris/HCI Puffer pH 7,5 waren hingegen die PTOX-Gehalte in der Stopp vor Start
Kontrolle im Vergleich zu den anderen Kontrollen wesentlich niedriger (4.31. a)). Diese Tendenz wurde
bei der Betrachtung der Enzymteste, die in Tris/HCI Puffer pH 8,8 durchgefiihrt wurden noch deutlicher.
Im Gegensatz zu den Enzymtesten bei pH 6 und 7,5 waren bei pH 8,8 die PTOX-Gehalte mit
9,9 +/- 2,3 nmol/Testansatz im Vergleich zu allen Kontrollansatzen sehr hoch. Die Verhaltnisse der
PTOX-Gehalte unter Verwendung des KPi und MOPS Puffers bei pH 6, 7 oder 8, sowie des HEPES
Puffers bei pH 6,5, 7,5 und 8,5 waren hingegen vergleichbar (Abb. 4.31. b), ¢) und d)). In diesem Fall
zeigten die Kontrollen mit gekochtem Protein mit zunehmendem pH-Wert Abweichungen von den Gbrigen
Kontrollen.

Da der vollstandige Dioxygenaseenzymtest in Tris/HCI| Puffer bei pH 8,8 der Einzige war, der eine
positive Tendenz auf eine mogliche DOP7H Aktivitat zeigte, wurde er wiederholt und mit zusatzlichen
Kontrollen vervollstandigt (Tab. 4.4.). Neben den Kontrollansatzen Stopp vor Start, mit gekochtem Protein
und ohne Cofaktor-Zugabe wurden Kontrollen ohne a-Ketoglutarsaure, ohne Ascorbat, ohne Eisensulfat
und ohne das Substrat DOP durchgefiihrt. Wahrend in den Kontrollen Stopp vor Start, Protein gekocht,
ohne Cofaktor-Zugabe und ohne a-Ketoglutarsaure nur geringe Mengen an PTOX vorlagen, befanden
sich in den Testansatzen ohne Ascorbat, ohne Eisensulfat, ohne das Substrat DOP und in den
vollstandigen Dioxygenasetestansatzen zwischen 11,2 - 12,1 +/- 0,6 nmol/Testansatz (Abb. 4.32.). Der
Vergleich der Spektren und Retentionszeiten mit einer PTOX-Standardlésung, sowie die Analyse des
Produktes mittels LC-MS (10.7.) bestatigte das Vorliegen von PTOX.

Tab.: 4.4.: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Dioxygenaseenzymtestansitze und Kontrollen;
Legende siehe Abb. 4.32.

Testansatz Konz. Stopp g:kr:tt:.ht fa‘l)(.t(;:t;n o.Keto | o.Asc. o.Fe 0.DOP Diox.
Puffer 0,1 M Tris/HCI pH 8,8 X X X X X X X X
Protein 400 ug X gekocht X X X X X X
a-Ketoglutarat 1M (10 mM) X X - - X X X X
Ascorbat 1M (7,5 mM) X X - X - X X X
(NH,4),Fe(SO,), 10 mM (100 uM) X X - X X - X X
DOP 2,5 mM (50 uM) X X X X X X - X
HCI +0,6N X - - - - - - -

Abb. 4.32.: PTOX-Gehalte pro Dioxygenase-Enzym-

§ 0,1 M Tris/HCI pH 8,8  testansatz; Enzymtest durchgefiihrt in 0,1 M Tris/HCI
% 15,0 1 pH 8,8. Legende: Stopp - Stopp vor Start (direkte Zuga-
E 12,0 - be von 50 pl 6 N HCI, ohne Inkubation); Prot.gekocht -
3 9,0 - Enzymtest mit gekochtem Protein; o.Cofaktoren - ohne
,E, 6,0 - die Cofaktoren a-Ketoglutarsaure, Ascorbat, Eisensulfat;
E o.Keto - ohne a-Ketoglutarsdure; o.Asc. - ohne Ascor-
8 307 bat, o.Fe - ohne Eisensulfat, 0.DOP - ohne DOP (Sub-
g 00~ strat); Diox. - vollstandiger Dioxygenasetest [Mittelwerte
& éoQQ ‘96}"& ,@@9 :lj,@ ?g," °‘<° oo‘2 o\o“" und Standardabweichungen aus je einer Messreihe mit
& o\’s" ° ° ° Doppelproben]
€ o

Nachtraglich wurde der pH-Wert in der Proteinrohfraktion nach Zellaufschluss in 0,1 M Tris/HCI Puffer bei
pH 8,8 vor und nach Zugabe von a-Ketoglutarsdure bestimmt. Dabei lag der pH-Wert im Enzym-
testansatz vor der Zugabe etwa bei 8,2 und nach der Zugabe zwischen pH 4 - 5, was eine extreme pH-
Wert Verschiebung in den Testansatzen bedeutete. Das Lésen von a-Ketoglutarsaure im jeweiligen
Aufarbeitungspuffer anderte nichts an den vorgestellten Ergebnissen. Die Zugabe von a-Ketoglutarat
(Na-Salz) veranderte hingegen den pH-Wert der Testansatze weniger stark (pH-Wert Verschiebung auf
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8,5 - 8,7). Die Kombination bzw. Variation von a-Ketoglutarsaure, a-Ketoglutarat, Ascorbinsdure und
Ascorbat ergab in einer weiteren Testreihe, dass die Zugabe von a-Ketoglutarsdure zusammen mit DOP
als Substrat die hochsten PTOX-Gehalte von 5,8 +/- 0,0 nmol/ Testansatz lieferte. Die zweith6chsten
Werte wurden mit a-Ketoglutarsdure in Kombination mit Ascorbat (ohne DOP-Zugabe) mit
5,3 +/- 0,0 nmol/Testansatz erreicht, gefolgt von 5,0 +/- 0,2 nmol/Testansatz in Enzymtesten die aus-
schliel3lich a-Ketoglutarsaure enthielten. In allen weiteren Testansatzen wurden deutlich geringere PTOX-
Gehalte gefunden bzw. die Einzelwerte schwankten z.T. sehr stark um den Mittelwert. Aus diesem Grund
wurden alle folgenden Enzymteste weiterhin mit a-Ketoglutarsaure (in jeweiligem Aufarbeitungspuffer
geldst) durchgefihrt.

Wie unter 4.5.2.1. beschrieben, wurde auch in diesem Fall versucht durch Zugabe der Elicitoren
Coronalon und Methyljasmonat die enzymatische Aktivitat der DOP7H zu erhéhen. Dabei waren die
PTOX-Gehalte in den Testansatzen mit I6slichen Proteinen, isoliert aus nicht-elicitierten Zellen, héher als
aus elicitierten Zellen (Abb. 4.33.). Neben Ascorbat schien vor allem wie zuvor gezeigt a-Ketoglutarsaure
fur die Bildung von PTOX notwendig zu sein. Die Dioxygenasetestansatze ohne DOP zeigten im Fall der
Coronalon und Methyljasmonat Elicitierungen geringere PTOX-Gehalte als die vollstandigen Dioxy-
genasetestansatze, wobei aber z.T. starke Schwankungen um ihren Mittelwert zu verzeichnen waren
(Abb. 4.33. a) und c)). In den nicht-elicitierten Parallelproben war dies nicht der Fall (Abb. 4.33. b)). Die
PTOX-Gehalte der Enzymteste Stopp vor Start waren in allen Testansatzen dieser Testreihe sehr gering.
Es ist zudem anzumerken, dass sich die Reproduzierbarkeit dieser Testreihe als schwierig erwies.
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~§40 Methyljasmonat  App. 4.33.: PTOX-Gehalte pro Dioxygenaseenzym-
s testansatz; Enzymteste durchgefiihrt mit I6slichen
§ 3,0 - Proteinen, Zellen zuvor elicitiert mit a) Coronalon, c)
s Methyljasmonat oder b) nicht-elicitiert; Legende: Diox. -
E 2,0 1 vollstandiger Dioxygenasetest, o.Fe - ohne Eisensulfat,
5 1.0 0.DOP - ohne DOP (Substrat); 0.Asc. - ohne Ascorbat,
L sV
é I:l 0.0-Keto - ohne a-Ketoglutarsaure; Stopp - Stopp vor Start
5 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ (direkte Zugabe von 50 pl 6 N HCI, ohne Inkubation);

5+ o o NS & Prot.gekocht - Enzymtest mit gekochtem Protein [Mittel-
I N T e ‘ng‘ g y ! g om | [ .
C) ° o ° \Q@ werte und Standardabweichungen aus je einer Messreihe
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In einigen Fallen wurde zusatzlich als Reduktionsaquivalent NADPH oder in Anlehnung an Bouwmeester
et al. (1998) FAD und FMN zugegeben. Da einige enzymatische Reaktionen sensitiv auf Methanol
(Lésungsmittel fur die Substrate) reagieren, wurde teilweise das Substrat vor dem Ansetzen der Enzym-
teste in die ReaktionsgefalRe Uberflhrt, anschlieRend zur Trockne eingeengt und dann erst die Enzym-
testkomponenten zugegeben. Im Zuge weiterer Untersuchungen mit der Rohproteinfraktion wurde
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versucht, mdgliche Stoérfaktoren auszuschlieRen. Zur Entfernung stérender Salze, unbekannter Sub-
stanzen und hoher Lignangehalte wurden die Proteinfraktionen z.T. mittels Pd10 Saulen entsalzt, einige
Fraktionen wurden fir 4 - 12 h dialysiert oder einer fraktionierten (NH,4),SO,4 Fallung unterzogen. Keine
dieser MaRnahmen flihrte zu einer Verbesserung bisweilen sogar eher zu einem Verlust der vermeint-
lichen DOP7H Aktivitat.

4.5.2.3. DOP7H - Eine Peroxidase?

L. album Zellsuspensionskulturen weisen hohe Peroxidaseaktivitaten auf, die bereits im Kulturmedium
detektiert werden kdénnen (Dr. J. Windhoével, persénliche Mitteilung). Dies lie sich durch einen photo-
metrischen Enzymtest nach Baier und Dietz (1999; 3.6.2.3.) bestatigen. Sowohl in den Mediumsproben,
als auch in den Proteinlésungen war die Bildung des Guajacol-Tetramers innerhalb von 1 - 2 min abge-
schlossen. Die Suche nach einer spezifischen enzymatischen DOP7H Aktivitat erfolgte in Roh- oder
I6slichen Proteinfraktionen parallel zu den Dioxygenaseenzymtesten. Im Gegensatz zu diesen konnten
jedoch fur Peroxidasen keine erhéhten PTOX-Gehalte in Vergleich zu verschiedenen Kontrollen gefun-
den werden.

4.5.2.4. PAM7H - Cytochrom P450 Monooxygenase oder Dioxygenase?

Bei der PAM7H handelt es sich um das zweite Enzym der ,spaten“-Schritte der Lignanbiosynthese,
dessen Existenz bisher unbekannt ist. Dieses Enzym ist fir die Einfihrung einer Hydroxylgruppe an
Position 7 von PAM verantwortlich. Dabei handelt es sich um die gleiche Hydroxylierungsposition, wie
auch bei der DOP7H Reaktion. Aufgrund dessen sind zwei Moéglichkeiten denkbar - entweder es exis-
tieren zwei verschiedene Enzyme mit sehr hohen Substratspezifitaten oder es gibt nur ein Enzym,
welches beide Substrate (DOP und PAM) hydroxylieren kann.

Die Suche nach der PAM7H erfolgte parallel zu der Suche nach der DOP7H d.h., alle Enzymaufar-
beitungen und -teste wurden wie unter 4.5.2.1. und 4.5.2.2. beschrieben durchgefiihrt. Dabei konnte bis
auf eine Ausnahme kein Hinweis auf eine PAM7H Aktivitdt gefunden werden. Die Ausnahme bezog sich
auf die mikrosomale Aufarbeitung von Zellen der Linie PT nach Coronalon-Elicitierung und anschlies-
senden CYP-Enzymtesten. Dabei konnten geringfiigig erhdhte 6MPTOX-Gehalte nach 3 stiindiger In-
kubation von 0,09 +/- 0,0 nmol/Testanstz im Vergleich zu Kontrollen ohne NADPH mit 0,02 +/- 0,0 nmol/
Testansatz oder ohne PAM mit 0,03 +/- 0,0 nmol/Testansatz detektiert werden. Aber wie bereits flr die
DOP7H Enzymteste beschrieben, waren diese Ergebnisse nicht reproduzierbar.

4.5.2.5. Versuche zur Auffindung weiterer Hydroxylierungen

Der in Abb. 1.5. dargestellte Lignanbiosyntheseweg von PTOX und 6MPTOX ist bisher nur hypothetisch.
Es konnte nicht sicher nachgewiesen werden, ob DOP tatsachlich eine Vorstufe von PTOX ist, da das
zugehorige Enzym bisher noch nicht biochemisch charakterisiert werden konnte (4.5.2.1., 4.5.2.2.). Im
Gegensatz dazu konnte zweifelsfrei gezeigt werden (biochemisch und mittels Fitterungsexperimenten),
dass DOP die Vorstufe von B-Peltatin ist.

Die Hydroxylgruppe an Position 7 des PTOX-Molekiils kénnte theoretisch bereits sehr viel ,friher im
Biosyntheseweg eingefuhrt werden, z.B. auf Stufe von Matairesinol, Yatein, 4’-Demethyl-DOP,
4’-Demethylyatein oder eines Thujaplicatins. Fir die Suche nach solchen Hydroxylierungsreaktionen
standen die Substrate Matairesinol, Yatein und 4’-Demethyl-DOP zur Verfligung. In der mikrosomalen
Fraktion (CYP-Enzymteste) als auch mit I16slicher oder Rohproteinfraktion (Dioxygenaseenyzmteste) von
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Zellen der Linien 6M und PT konnte jedoch keine Umsetzung dieser Substrate in ihre hydroxylierten
Produkte beobachtet werden.

Im Zusammenhang mit der Suche weiterer Hydroxylierungsreaktionen stellte sich auch die Frage, ob die
DOP6H neben DOP noch weitere Substrate wie PTOX, B-Peltatin oder a-Peltatin als Substrate in ihre
hydroxylierten Produkte Uberfihren kann. Dafir wurden mikrosomale Proteine der Linie 6M verwendet
und in CYP-Enzymtesten die genannten Substrate angeboten. Als einziges Substrat wurde dabei DOP
akzeptiert und in B-Peltatin umgesetzt, wahrend alle Ubrigen Substrate nicht in ihre hydroxylierten
Produkte Uberfihrt wurden.

4.5.2.6. Glucosidase- bzw. Glucosyltransferase-Aktivitat

Bei der vermeintlichen Dioxygenaseaktivitat scheint PTOX durch alleinige Zugabe von a-Ketoglutarsaure
zu entstehen. Um eine Erklarung fur diese de-novo Entstehung zu erhalten, wurde eine Glucosidase-
reaktion in Betracht gezogen. In der Zelle vorliegendes PTOX-Glucosid kénnte dabei von zelleigenen
Glucosidasen in PTOX und aktivierte Glucose Uberfuhrt werden.

Aus diesem Grund wurden verschiede Proteinfraktionen bei dem pH-Wert der Aufarbeitung (0,1 M
Tris/HCI pH 7,5 oder 8,0) und nach Titrieren auf pH 5,0 fir 3h bei 30°C mit B-Glucosidase inkubiert.
Dabei konnten aber keine erhéhten PTOX-Gehalte gefunden werden.

Wie die Futterungsexperimente zeigten, lagen nach Lignanaufarbeitung ohne B-Glucosidase Zugabe
PTOX und 6MPTOX fast ausschlieBlich in ihren glucosylierten Formen vor, was auf eine zellinterne
Glucosyltransferase schliefen lie. Enzymteste mit UDP-Glucose, PTOX und Rohproteinfraktion aus
Zellen der Linie PT ergaben zunachst kein eindeutiges Ergebnis (3.6.2.6.). Nach fraktionierter (NH;)>SO4-
Fallung konnte jedoch eine Glucosyltransferaseaktivitdt in Fraktion 5 (Pellet der 50 - 60 %igen
(NH4),S0O,4-Fallung) mit 1,8 +/- 0,2 pkat/kg Protein gefunden werden. Die Berechnung der enzymatischen
Aktivitdten erfolgte durch Abzug der Kontrollen bei der keine UDP-Glucose zugegeben wurde. Das
entstandene PTOX-Glucosid wurde mittels LC/MS analysiert und das Fragmentierungsmuster mit
Literaturdaten verglichen, was die Identitdt des PTOX-Glucosids bestétigte (10.8.; Schmidt et al., 2006;
Vasilev et al., 2007).

Glucosyltransferase-Aktivitat . .
Abb. 4.34.: spezifische enzymatische
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4.5.3. Proteinanalytik

4.5.3.1. Vergleichende Proteomanalyse der Zellinien 6M und PT

Die Zellen der Linie 6M und PT unterscheiden sich in der ZellaggregatgroRe und der Farbe (Abb. 2.1.).
Zellen der Linie 6M wachsen in plattchenartigen Aggregaten und sind gelblich, wahrend Zellen der Linie
PT blassgelb aussehen und in feinen Zellklimpchen wachsen. Beide Linien unterscheiden sich in der
Lignanakkumulation und der enzymatischen DOP6H Aktivitdt. Es ist daher denkbar, dass die Unter-
schiede der enzymatischen DOP6H Aktivitat auf einer héheren Anzahl der DOP6H Proteinmolekiile in
Linie 6M beruhen kénnte. Da auflerdem Zellen der Linie PT Uberwiegend PTOX akkumulieren, ist es
moglich, dass in diesen Zellen anstelle der DOP6H, die DOP7H Proteinmolekile in groerer Anzahl
vorhanden sind. Sollten diese Annahmen zutreffen, so kdnnte eine vergleichende Proteomanalyse
Hinweise auf die genannten Proteine geben.

Nach Zellaufschluss von Zellen beider Linien wurden die Proteine durch fraktionierte (NH,4),SO,4 Fallung
separiert (3.6.3.1.). Die fraktionierte (NH,4),SO, Fallung wurde in sieben Schritten von 0 - 20, 20 - 30, 30 -
40, 40 - 50, 50 - 60, 60 - 70 und 70 - 80 % durchgefuhrt und die enzymatischen Aktivitdten der jeweiligen
Proteinfraktion nach Entsalzen ermittelt (Tabelle 4.5.). Dabei wurden die enzymatischen Aktivitaten der
C4H, DOP6H und BP60OMT betrachtet und schlieRlich die Fraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese
analysiert (3.6.3.2.).

Tab.: 4.5.: Spezifische enzymatische Aktivitditen der C4H, DOP6H und BP60OMT der einzelnen Protein-
fraktionen nach Ammoniumsulfat-Fallung; Die Hauptaktivitdten der Enzyme in den jeweiligen Fraktionen wurden
farbig markiert [Mittelwerte und Standardabweichungen einer Messreihe mit Doppelproben].

Linie 6M Linie PT
spezifische spezifische
enzymatische Aktivitat enzymatische Aktivitat
[ukat/kg Protein] [ukat/kg Protein]

Proteinfraktion C4H C4H
Rohproteinfraktion 14,9 +/-4 1 2,7+/-0,8
0-20 % (NH4)2SO04 17,8 +/- 0,6 17,4 +/- 0,7
20-30 % (NH4)2S04 6,6 +/- 0,7 3,9+/-0,6
30-40 % (NH4)2S04 4,9 +/-0,1 2,2+/-0,1
40-50 % (NH4)2S04 0,0 0,0
50-60 % (NH4)2SO04 0,0 0,0
60-70 % (NH.)2S04 0,0 0,0
70-80% (NH4)2S04 0,0 0,0
Proteinfraktion DOP6H DOP6H
Rohproteinfraktion 0,01 +/- 0,00 0,01 +/- 0,01
0-20 % (NH4)2SO4 1,20 +/- 0,01 0,12 +/- 0,01
20-30 % (NH4)2S04 0,56 +/- 0,02 0,04 +/- 0,02
30-40 % (NH4)2S04 0,52 +/- 0,02 0,02 +/- 0,00
40-50 % (NH4)2SO04 0,01 +/- 0,00 0,01 +/- 0,00
50-60 % (NH4)2S04 0,01 +/- 0,00 0,02 +/- 0,01
60-70 % (NH4)2S04 0,00 0,00
70-80% (NH4)2SO04 0,00 0,02 +/- 0,02
Proteinfraktion BPEOMT BPEOMT
Rohproteinfraktion 3,3+/-0,3 4.5 +/-0,7
0-20 % (NH4)2S04 2,6 +/- 0,1 2,1+/-0,1
20-30 % (NH4)2S04 1,9 +/- 0,0 1,4 +/- 0,1
30-40 % (NH4)2S04 3,9+/-0,1 1,5 +/-0,0
40-50 % (NH4)2SO04 9,2 +/-0,1 7,6 +-0,4
50-60 % (NH4)2SO04 9,3+/-0,2 8,4 +/-0,2
60-70 % (NH4)2SO04 0,8 +/- 0,0 4,6 +/-0,4
70-80% (NH4)2S04 0,1+/-0,1 0,3 +/-0,0

Die enzymatischen Aktivitaten der C4H, DOP6H und BP6OMT wurden bestimmt wie unter 3.3.4.1. und
3.4.1. beschrieben. Auf die Durchfihrung von 0-Kontrollen (Stopp vor Start) wurde in diesem Fall
verzichtet, da in vorhergehenden Experimenten gezeigt werden konnte (Daten nicht gezeigt), dass die
Akkumulation der gesuchten Produkte (p-Cumarsaure, S-Peltatin und PAM) in 5 Tage alten Zellen <1 %
betrug.
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Die Hauptaktivitdten der CYP-Enzyme C4H und DOP6H wurden fur beide Zellinien in der 20 %
(NH,4),SO, gefallten Proteinfraktion gefunden. Die ermittelten enzymatischen C4H Aktivitaten lagen in
beiden Linien zwischen 17 und 18 +/- 1 pkat/kg Protein. Die Aktivitdt der DOP6H lag in Linie 6M mit
1,2 +/- 0,0 pkat/kg Protein zehnmal hoher als in Linie PT. Die hdchsten BP60OMT Aktivitdten konnten in
den 50 und 60 % (NH4),SO, geféllten Proteinfraktionen mit 9 bzw. 8 +/- 0 pkat/kg Protein gefunden
werden.

Die nachfolgende vergleichende SDS-Gelelektrophorese der jeweiligen Proteinextrakte beider Zellinien
zeigte, dass die Zellen auf Proteinebene ebenfalls einige Unterschiede aufwiesen (Abb. 4.35.). Da die
enzymatische DOP6H Aktivitat vor allem in der 20 % (NH,),SO, gefallten Proteinfraktion gefunden wurde,
war diese Fraktion von besonderem Interesse. Die einzelnen (NH,;),SO, geféllten Proteinfraktionen der
Linien 6M und PT wurden nebeneinander aufgetragen und direkt miteinander verglichen.
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Abb.: 4.35.: Coomassie geféarbte SDS-Gele (10 %) der verschieden (NH.),SO,4 geféllten Fraktionen der Linien
6M und PT; Schwarze Pfeile markieren Unterschiede in der Proteinbandenstérke der gegenibergestellten
Proteinlésungen. M - GrélRenmarker; oberes Gel: Spur 1, 3, 5 und 7 - 20, 30, 40 und 50 % (NH4)2>SO4 Linie 6M, Spur
2,4,6,8-20, 30, 40, 50 % (NH4)2S04 Linie PT; unteres Gel: Spur 1, 3, 5 und 7 - 60, 70, 80% und Uberstand der
(NH4)2S0, Fallung Linie 6M, Spur 2, 4, 6 und 8 - 60, 70, 80% und Uberstand der (NH,;),SO4 Fallung Linie PT; Es
wurden 25 ug Protein/Spur aufgetragen.

Insgesamt waren 85 Proteinbanden als unterschiedlich starke Banden mit bloRem Auge sichtbar. Die
GroRe von CYP-Enzymen liegt im Bereich von 45 - 62 kDa, wahrend die GroRe von pflanzlichen
Dioxygenasen etwa 38 - 43 kDa betragt (Abb. 1.13.). Fir CYP-Enzyme konnten in der 20 % (NH,4),SO,
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gefallten Proteinfraktion drei bis finf verschiedene Proteinbanden erkannt werden, die in Linie 6M starker
zum Vorschein kamen, als in Linie PT. Da sich somit lediglich die 20 % (NH,),SO, gefallte Proteinfraktion
in Bezug auf CYP-Enzyme als interessant erwies, wurden die mikrosomalen Proteine im Folgenden
genauer untersucht.

4.5.3.2. Vergleichende Mikrosomenanalyse der Zellinien 6M und PT

Mikrosomale Proteine wurden wie unter 3.3.3.2. beschrieben aufgearbeitet und mittel SDS-Gelelektro-
phorese analysiert (3.6.3.2.). Insgesamt 18 Banden konnten als differentielle Banden identifiziert werden
(in Abb. 4.36. beschriftet mit 1 - 15 und A - C), welche fast ausschlie3lich (bis auf die Banden 4, 6 und 13)
nur in Linie PT erkennbar waren.

Abb.: 4.36.: Coomassie gefarbtes SDS-Gel (10 %) mit mikroso-
malen Proteinfraktionen der Linien 6M und PT

Die Proteinbanden der mikrosomalen Proteinfraktionen wurden
verglichen und Unterschiede mit 1 - 15 und A - C kenntlich gemacht.
Banden 4, 6 und 13 sind nur in Linie 6M erkennbar, wahrend sie in
Linie PT fehlen. M - Grékenmarker; Spur 1 - Mikrosomen Linie 6M
(176 pg), Spur 2 - Mikrosomen Linie PT (120 pg);

116 kDa "

45 kDa W

35 kDa s J A

Alle unterschiedlich aussehenden Banden wurden zweifach aus parallel aufgetragenen Mikrosomen-
I6sungen der Linien 6M und PT herausgeschnitten. Ein Teil davon wurde zunachst gelelektrophoretisch
in einem 8 %igen SDS-Gel auf Reinheit analysiert (Abb. 4.37.).
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Abb.: 4.37.: Silbernitrat gefarbtes SDS-Gel (8 %) mit spezifischen Proteinbanden herausgetrennt aus dem

oben abgebildeten SDS-Gel; M - Grolkenmarker; Banden 1 - 15 und A - C entsprechen der Beschriftung der Abb.
4.36.; Die mit Stern markierten Banden wurden fiir die weitere Untersuchung ausgewahit.
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Das in Abb. 4.37. gezeigte SDS-Gel wurde mittels Silbernitrat gefarbt. Dabei zeigte sich, dass die zuvor
ausgeschnitten Banden groftenteils frei von Verunreinigungen mit anderen Proteinen waren. Die Banden
6, 7, 11, 14 und 15 zeigten jedoch einen etwas breiteren Bandenbereich, was vermuten lieR, dass
eventuell mehr als ein Protein enthalten sein kdnnte. Aus diesem Grund wurden nur die Banden 10 und
13, als mogliche Vertreter der CYP-Klasse, zusammen mit den Banden 3 und 4 als Kontrollen fiir eine
genauere Untersuchung ausgewahlt. Die GroRen der in den Banden 3, 4, 10 und 13 enthaltenen Proteine
betrugen 89, 85, 59 und 49 kDa. Diese Proteine wurden in den jeweiligen Gelstlicken tryptisch verdaut
und die erhaltenen Peptide mittels Nanoelektrospray Tandem-Massenspektrometrie untersucht. Die
Ergebnisse der Peptidanalysen und der anschlieRenden Blast-Suche sind in den folgenden Tabellen
(Tab. 4.6. - 4.9.) dargestellt. Die Blast-Suche erfolgte in der GenBank -http://www.ncbi.nim.nih.gov - mit
der Suchoption blastp (,short nearly exact matches’) und der Datenbank der Viridaeplantae.

Tab.: 4.6.: Ergebnisse der Peptidanalyse der Bande 3 (+TOF MS Produkte; ca. 89 kDa) und der Blastp-Suche;
Fir jede Einzelpeptidsequenz wurde eine Blastp-Suche durchgefiihrt und die Sequenzidentitat (Sl) und Sequenz-
&hnlichkeit (SA) zu bereits bekannten Proteinen aus anderen Pflanzen angegeben.

Name der Pflanze Enzym NC.BI SI | SA
accession no.

+ TOF MS Produkt (652.4) / VLQEGAFGDVLR

Citrus unshiu sucrose synthase BAA89049 81% | 90%

Citrus unshiu sucrose synthase BAA88905 81%  90%

Eucalyptus grandis sucrose synthase ABB53602 72% @ 90%

Pisum sativum sucrose synthase AAC28107 72% @ 90%
(nodule-enhanced)

Glycine max sucrose synthase P13708 72% @ 90%
(Sucrose-UDP glucosyltransferase)

Vigna radiata var. radiata sucrose synthase Q01390 72% | 90%
(Sucrose-UDP glucosyltransferase)

Medicago sativa sucrose synthase 065026 72% | 90%

(Sucrose-UDP glucosyltransferase)
+ TOF MS Produkt (603.9) / LSGDGVEFLNR

Coffea arabica sucrose synthase CAJ32596 100% 100%
Arabidopsis thaliana sucrose synthase-like protein BAE99649 100% 100%
Coffea canephora sucrose synthase CAI56307 100% 100%
Arabidopsis thaliana sucrose synthase-like protein NP_566865 100% 100%
Eucalyptus grandis sucrose synthase ABB53602 1% | 78%
Viscum album subsp. album  sucrose synthase ABF50715 1% @ 78%
Beta vulgaris sucrose synthase AAR19769 1% @ 78%
+ TOF MS Produkt (657.9) / VYGTQYSDLLR

Carica papaya sucrose synthase AAL16016 81% | 100%
Gossypium hirsutum sucrose synthase AAD09568 81% 100%
Citrus unshiu sucrose synthase BAA89049 81% 100%
Citrus unshiu sucrose synthase BAA88905 81% 100%
Arabidopsis thaliana sucrose synthase-like protein BAE99649 72% | 90%
Arabidopsis thaliana putative sucrose synthase AAK59464 72% @ 90%
Arabidopsis thaliana sucrose synthase-like protein NP_566865 72% @ 90%
+ TOF MS Produkt (605.9) / FEVWPYQK

Eucalyptus grandis sucrose synthase ABB53602 100% | 100%
Fragaria x ananassa sucrose synthase BAF33368 100% | 100%
Coffea arabica sucrose synthase CAJ32596 100% 100%
Arabidopsis thaliana sucrose synthase-like protein BAE99649 100% 100%
Viscum album subsp. album  sucrose synthase 2 ABF50716 100% 100%
Nicotiana langsdorffii x sucrose synthase isoform 2 AAY89387 100% | 100%
Nicotiana sanderae

Nicotiana langsdorffii x sucrose synthase isoform 1 AAY89384 100% 100%

Nicotiana sanderae
+ TOF MS Produkt (489.3) / FQDLGLER

Mesembryanthemum sucrose synthase AAC14180 87% 100%
crystallinum

Phaseolus vulgaris sucrose synthase AANT76498 87% 100%
Diospyros kaki lycopene epsilon-cyclase BAE94036 87% 100%
Adonis palaestina lycopene epsilon-cyclase AAKO07431 87% | 100%
Eucalyptus grandis sucrose synthase ABB53602 75% | 100%
Coffea arabica sucrose synthase CAJ32596 75%  100%
Arabidopsis thaliana sucrose synthase like protein BAE99649 75%  100%
+ TOF MS Produkt (515.8) / DELVSLLSR

Craterostigma plantagineum | sucrose synthase BAE99649 88% 100%
Actinidia deliciosa sucrose synthase AAQ18911 88% | 100%
Citrus unshiu sucrose synthase BAA88981 88%  100%
Craterostigma plantagineum | sucrose synthase CAB38022 88%  100%
Pisum sativum sucrose synthase 2 024301 77% | 100%
Thlaspi caerulescens sucrose synthase ABI81471 77% | 100%
Coffea arabica sucrose synthase CAJ32597 77% 100%
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Tab.: 4.7.: Ergebnisse der Peptidanalyse der Bande 4 (+TOF MS Produkte; ca. 85 kDa) und der Blastp-Suche;
Fir jede Einzelpeptidsequenz wurde eine Blastp-Suche durchgefihrt und die Sequenzidentitat (SI) und Sequenz-
ahnlichkeit (SA) zu bereits bekannten Proteinen aus anderen Pflanzen angegeben.

Enzym NCBI Sl | SA

Name der Pflanze }
accession no.

+ TOF MS Produkt (669.4) / SLLDSGVGFTK

98

Oryza sativa (japonica) ankyrin repeat protein chloroplast BAD37889 55% @ 55%
precursor-like

Anthirrhinum majus RNA polymerase IV largest subunit AAY89361 72% | 81%

Oryza sativa (japonica) HSP 90-like proetin NP_001052020 72% | 90%

Oryza sativa (japonica) heat shock protein 90 BAD04054 72% @ 90%

Zea mays heat shock protein HSP82 Q08277 72% | 90%

Arabidopsis thaliana unknown protein NP_564315 52% | 52%

Mesostigma viride HSP 90 ABJ80947 70% | 90%

Oryza sativa (japonica) retrotransposon protein, putative, ABG66113 70% @ 80%
Ty1-copia subclass

Oryza sativa (japonica) retrotransposon protein, putative, ABF97883 70% @ 80%
unclassified

Oryza sativa (japonica) unknown protein CAE04852 70% @ 80%

+ TOF MS Produkt (646.4) / QNLSNSSDALSR

Scenedesmus obliquus ChIB subunit of protochlorophyllide YP_635962 87% | 100%
reductase

Bruguiera gymnorrhiza dihydrolipoamide dehydrogenase BAB44156 75%  83%
precursor

Oryza sativa (indica) H0721B11.2 CAJ86046 87% | 100%

Cucumis melo receptor lectin protein kinase-like AAU04770 87% 100%

Arabidopsis thaliana DNA binding, transcription factor NP_564293 87% 100%

Arabidopsis thaliana T22C5.19 AAF24948 87% | 100%

Zea mays pullulanase-type starch debranching AAD11599 87% 100%
enzym

Arabidopsis thaliana MYB-related transcription factor-like NP_200570 75% @ 75%
protein

Ipomoea trifida hypothetical protein BAF36336 63%  81%

Oryza sativa H0311C03.11 CAH67557 87%  87%

+ TOF MS Produkt (750.5) / VDSDDLPLNLSR

Beta vulgaris heat shock protein 83 CAK22426 91%  100%

Hevea brasiliensis heat shock protein AAQ08597 91% | 100%

Lycopersicon esculentum heat shock protein 90 AAD30456 91%  100%

Oryza sativa (japonica) OSJNBb0085F13.17 CAE02770 91% | 100%

Ipomoea nil heat shock protein 83 P51819 91%  100%

Zea mays heat shock protein 82 Q08277 91% | 100%

Arabidopsis thaliana heat shock protein 82 P27323 91%  100%

Zea mays heat shock protein HSP82 A48426 91%  100%

Arabidopsis thaliana heat shock protein HSP81-1 1908431A 91%  100%

Nicotiana tabacum heat shock protein 82 P36182 91%  100%
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Tab.: 4.8.: Ergebnisse der Peptidanalyse der Bande 10 (+TOF MS Produkte; ca. 59 kDa) und der Blastp-
Suche; Fir jede Einzelpeptidsequenz wurde eine Blastp-Suche durchgefiihrt und die Sequenzidentitat (SI) und

Sequenzahnlichkeit (SA) zu bereits bekannten Proteinen aus anderen Pflanzen angegeben.

Name der Pflanze

Enzym

+ TOF MS Produkt (865.6) / ELYVFPNLK

Pinus taeda
Nicotiana tabacum
Prunus armeniaca
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

calreticulin

tabacco calreticulin
calcium-binding protein calreticulin
hypothetical protein

unknown protein

putative calcium-binding protein,
calreticulin

putative calcium-binding protein,
calreticulin

+ TOF MS Produkt (491.3) / FAEETWAK

Triticum aestivum
Oryza sativa (japonica)
Hordeum vulgare subsp.
vulgare

Oryza sativa

Zea mays

Pennisetum ciliare
Phormium cookianum

calreticulin-like protein
putative calreticulin precursor
calreticulin

calcium-binding protein
calreticulin
calreticulin-like protein
putative calreticulin

+ TOF MS Produkt (450.3) / FFEEK

Phaseolus glabellus
Ostreococcus tauri
Stigeoclonium helveticum
Medicago truncatula

Medicago truncatula
Medicago truncatula

Medicago truncatula

maturase

unnamed protein product

cell division protein

cytochrome cd1-nitrite reductase-
like, C-terminal haem d1
Esterase, Lipase, Thioesterase
Actin-binding FH2, Quinonprotein
alcohol dehydrogenase-like
Phosphoesterase, DHHA1

+ TOF MS Produkt (455.8) / PEDGWEK

Oryza sativa

Zea mays

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Beta vulgaris susp. vulgaris
Physcomitrella patens

Physcomitrella patens

unknown protein

nitrate reductase [NAD(P)H]
unknown protein

calreticulin, calcium ion binding
calreticulin precursor

class |l homeodomain-leucine
zipper

class |l homeodomain-leucine
zipper HB10

+ TOF MS Produkt (833.6) / YFALSAEYSFLLNK

Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)
Adiantum capillus-veneris
Oryza sativa (japonica)
Oryza sativa (japonica)
Oryza sativa (japonica)
Oryza sativa (japonica)

unknown protein

putative zinc finger protein
hypothetical protein
unknown protein

putative peroxidase
0Os08g0198100
0s04g0525700

+ TOF MS Produkt (522.4) / SSPATLTAGHR

Oryza sativa (japonica)
Oryza sativa (japonica)
Oryza sativa (japonica)

Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Oryza sativa (japonica)
Oryza sativa (japonica)

hypothetical protein

putative chloroplast protease
putative eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit
unknown protein

hypothetical protein

putative cytochrome P450
unknown protein

+ TOF MS Produkt (618,5) / TELVLSSPK

Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)
Manihot esculenta
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)

Oryza sativa (japonica)

TPA: KIP

putative sulfate transporter
NBS-LRR resistance protein RGH2
unknown protein

putative protein

putative flavonoid glycosyl-
transferase

expansin-like protein A1

NCBI

accession no.

AAG01147
CAA59694
AAD32207
AAC49695
AANG0341
AAMG3796

AAK74014

AAW02798
NP_001051799
AAA32949

BAA88900
CAA54975
AAK15502
AAX21201

ABE99997
CAL54622
YP_764381
ABE88907

ABE88701
ABE85432

ABE78182

NP_001048253
P39871
AANG0258
NP_001031199
081919
ABD90523

ABD75299

AAD24854
AAOQ72627
NP_848105
BAD10789
BAB39281
NP_001061197
NP_001053359

AAMO01093
BAD37263
BAD81320

AAM13155
AAU90180
AAT38061
BAD38111

DAA00366
AAN59769
AAO37646
AAV74222
BAD43272
XP_483068

AAM52409

SI

100%
88%
88%
88%
88%
88%

88%

100%
100%
100%

100%
87%
87%
87%

100%
100%
100%
100%

100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
83%

83%

60%
69%
72%
77%
70%
66%
100%

80%
100%
72%

7%
87%
63%
87%

100%
100%
100%
100%
100%
80%

87%

SA

100%
100%
100%
88%
88%
88%

88%

100%
100%
100%

100%
87%
87%
87%

100%
100%
100%
100%

100%
100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

73%
76%
2%
88%
90%
83%
100%

90%
100%
72%

75%
87%
2%
87%

100%
100%
100%
100%
100%
80%

87%
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Tab.: 4.9.: Ergebnisse der Peptidanalyse der Bande 13 (+TOF MS Produkte; ca. 49 kDa) und Blastp-Suche;
Fir jede Einzelpeptidsequenz wurde eine Blastp-Suche durchgefihrt und die Sequenzidentitat (SI) und Sequenz-
ahnlichkeit (SA) zu bereits bekannten Proteinen aus anderen Pflanzen angegeben.

Name der Pflanze Enzym NC.Bl SI | SA
accession no.
+ TOF MS Produkt (868,1) / NYTDWNLLPPR
Oryza sativa (japonica) 0s05g0507300 NP_001055991 80% | 100%
Arabidopsis thaliana calreticulin like protein BAF01991 80%  100%
Medicago truncatula concanavalin A-like lectin/glucanase ABE78019 80%  100%
Oryza sativa (japonica) putative calreticulin protein AAT07600 80%  100%
Brassica rapa subsp. calreticulin 3 AAQ19995 80%  100%
pekinensis
Arabidopsis thaliana putative calreticulin protein AALO7169 80%  100%
Arabidopsis thaliana CRT3, calreticulin 3, calcium ion NP_973793 80% | 100%
Ricinus communis calreticulin P93508 88%  100%
Glycine max calreticulin-1 BAF36056 77%  100%
Nicotiana tabacum tabacco calreticulin CAA59694 77% | 100%
+ TOF MS Produkt (586.9) / EVVQDLLSNR
Arabidopsis thaliana SRF3 BAF00067 100% 100%
Oryza sativa (japonica) putative acetyl-CoA carboxylase AAP53321 100%  100%
Arabidopsis thaliana ATP binding/kinase/protein NP_192248 100% 100%
serine/threonine kinase
Brassica napus acetyl-CoA carboxylase CAC19876 100%  100%
Arabidopsis thaliana putative LRR receptor-like protein AAD14467 100% 100%
Arabidopsis thaliana acetyl-CoA carboxylase, putative, AAG51250 100% 100%
5' partial (ACC1)
Oryza sativa (japonica) putative acetyl-CoA carboxylase AAM18728 100%  100%
Oryza sativa unknown protein BAD54140 100% 100%
Arabidopsis thaliana acetyl-CoA carboxylase AAG40563 100%  100%
Brassica napus acetyl-CoA carboxylase CAC16140 100%  100%
+ TOF MS Produkt (461.3) / LDLFEER
Schiedea adamantis ribulose-1,5-bisphosphate ABK81125 100% 100%
carboxylase/oxygenase
Schiedea globosa ribulose-1,5-bisphosphate ABK81127 100% 100%
carboxylase/oxygenase
Schiedea haleakalensis ribulose-1,5-bisphosphate ABK81128 100% 100%
carboxylase/oxygenase
Schiedea hookerii ribulose-1,5-bisphosphate ABK81130 100%  100%
carboxylase/oxygenase
Schiedea jacobii ribulose-1,5-bisphosphate ABK81131 100% 100%
carboxylase/oxygenase
Schiedea kaalea ribulose-1,5-bisphosphate ABK81132 100% 100%
carboxylase/oxygenase
+ TOF MS Produkt (571.5) / LVSLNQLR
Arabidopsis thaliana putative heat shock protein AAF04452 88%  88%
Lycopersicon esculentum kinesin related protein AAO15358 100%  100%
Arabidopsis thaliana ATP binding / microtubule motor NP_188650 100% 100%
Anthirrhinum hispanicum S locus F-box (SLF)-S5A protein CAD56853 75%  100%
Arabidopsis thaliana unnamed protein product BABO01875 100% 100%
Oryza sativa (japonica) 0s10g0492300 NP_001064931 75% @ 87%
Medicago truncatula protein kinase ABE78378 85%  85%
Arabidopsis thaliana hypothetical protein AT2G02955 AAU44443 100% 100%
Arabidopsis thaliana unknown protein NP_175111 85%  85%
Arabidopsis thaliana hypothetical protein AAU44442 100% 100%
+ TOF MS Produkt (485.4) / LNPHGDA
Oryza sativa (japonica) 0s0490545200 NP_001053466 85% 100%
Arabidopsis thaliana putative protein CAA22564 85%  100%
Arabidopsis thaliana polygalacturonase NP_194963 85%  100%
Arabidopsis thaliana leucine zipper protein BAB10258 85%  85%
Arabidopsis thaliana unknown protein NP_182004 83%  100%
Ostreococcus tauri unnamed protein product CAL51955 83%  100%
Oryza sativa (japonica) hypothetical protein BAD81399 100%  100%
Arabidopsis thaliana TFIIB-related protein CAC82714 100% 100%
Ostreococcus tauri cryptochrome-like protein 2 AAU14281 83% 100%
Picea glauca homeobox transcription factor KN4 ABB95348 100% 100%
+ TOF MS Produkt (435.9) / EAVAV
Lolium perenne CRT-binding factor BAF36839 100%  100%
Arabidopsis thaliana unknown protein ABK28150 100% 100%
Oryza sativa (indica) H0303G06.6 CAJ86417 100% 100%
Oryza sativa (indica) 0SIGBa0152L12.5 CAH66996 100% 100%
Ostreococcus tauri unnamed protein product CAL56517 100% 100%
Malus x domestica DELLA protein AAY56754 100% 100%
Oryza sativa (japonica) 0s12g0603700 NP_001067214 | 100% 100%
Glycine max MYB transcription factor MYB61 ABH02829 100% 100%
Arabidopsis thaliana putative second messenger- BAF01078 100% 100%
dependent protein kinase
Platanus x acerifolia hypothetical protein CAL25354 100% 100%
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Von dem Protein der Bande 3 konnten sechs Peptidsequenzen erhalten werden (VLQEGAFGDVLR,
LSGDGVEF LNR, VYGTQYSDLLR, FEVWPYQK, FQDLGLER, DELVSLLSR), die alle nach Blastp-
Suche Sequenzahnlichkeit zu einer Sucrose Synthase aufwiesen. Der Sequenzvergleich der Sucrose
Synthase aus Gossypium hirsutum und Citrus unshiu mit den L. album Linie PT Peptidsequenzstiicken
zeigt die Abfolge bzw. Anordnung der Teilpeptide in der Gesamtsequenz (Abb. 4.38.).

peptid f/1 - ————————-dBivsBl------
SuSyGos 1 maeraltrvhslrerldstltahrn iegkgkgi llhhqgi i lefeaipeenerkladgaffeilkasgexivipp 82
SuSyCit 1 maeraltrvhslrerldetlsahrngil iegkgkgi Ignhgl iaefesiseenrkhltegafgevlratgeaivipp 82

Peptid B - o
Goss 83 wvalavrprpngeylrvnvhalweeltvaeylrfkeeIvdgssnanfvleldfepfnasfprptlsk5| hl 164 Abb.: 4.38.: Se-
SuSyCit 83 wvalavrprpgvweyirvnvhalvveellvaeylhfkeelvdggsngnfvleldfepfnasfprptlsksifn hl 164 .
guenzalignment

Peptid 5 -— e e e e e e e e e e | fqdlgler-—------
SuSyGos 165 saklfhdkesmhpllefpevhshkgknmmIndrignlnslghvikkaeeylvalpaetpyaefehkfgeiglergwgdtaer 246 der Sucrose Syn-
SuSyCit 165 saklfhdkesmhplleflrvhchkgknmmIndrigninslghvirkaeeylttvapetpfselalrfgeiglergwgdtaer 246

% p 9 q q Y petp gerglergwg thase (SuSy) aus

Peptid -— e oo . .
SuSyGos 247 vlemigl11dlleapdpctiekflgripmvFnvvi Itphgyfagdnvigypdtgggvvyildgvraleneninrikqqglini 328 ~ GOSSypium hirsu-
SuSyCit 248 alemigllldlleapdpctletflgripmvfnvviltphgyfaqddvigypdtggqgviyildgvraledemllrikqqgldi 328 tum (GOS; acces-

peptid B/ --- ———- oy - -----——————-—-- gk-—-—— - ;
SuSyGos 329 tpriliitrllpdavgttcggrile ilipfrtekgivrrwis letytedvaheiskelqgkpd 410 sion no. AAD095
SusyCit 330 iliitrllpdavgttcggrle illvpfrtekgvvrkwis letytedvaveiakelqgkpd 410 68) und Citrus un-

Peptid - T i it:
SuSyGos 411 gnysggnivasllahklgvtqctiahalektkypdsdiywkkle 454 shiu (Clt’ acces

SuSyCit 411 gnysdgnivasllahklgvtqgctiahalektkypdsdiywknlddkyhfscqftadl iamnhtdfiitstfgeiagskdtvg 492 sion no. BAAS890
Peptid - T 49) mit den Pep-
SuSyGos - e 454 . .
SuSyCit 493 qyeshtaf'tlpglyrvvhg|dvfdpkfn|vspgadms|yfpyteekrrlksfhpe|eelIysdvenkehlcvlkdrnkpllf 574 tldsequenzstuck-
Peptid e e en aus L. album
SuSyGos e 454

SuSyCit 575 tmarldrvknltglvewygknaklrelvnlvwggdrrkeskdIeeqaemkkmysl|dqyklngqfrW|ssqmnrvrngely 656 Linie PT Bande 3;
Die Lage der Pep-
tide ist farbig mar-
kiert.

Peptid
SuSyGos
susyCit 657

Peptid - B et et S e L
SuSyGos -—= e
SuSyCit 739 islgglkrieekytwkiysqrlltltgvygfwkhvsnldrlesrrylemfyalkyrklaesvplave

Die Peptidsequenzen des Proteins der Bande 4 (SLLDSGVGFTK, QNLSNSSDALSR, VDSDDLPLNLSR)
wiesen nach Blastp-Suche auf ein Hitzeschock-Protein (HSP90, 82 oder 83) hin. Der Sequenzvergleich
der HSP82 aus Arabidopsis thaliana und eines HSP-Proteins aus Hevea brasiliensis mit den erhaltenen
Peptiden macht dies deutlich (Abb. 4.39.).

Peptid fl - qnl S =
HSArath 1 madvgmadaetfafqaeinglls ntfysnkeiflreli dkirfesltdkskldggpelfirlvpdkanktls 82 Abb.: 4.39:: Se-
HSHevbr 1 --—— madaetfafgaeinqgl Isliintfysnkeiflreii dkirfesltdkskldagpelfirlvpdkanktls 77 i
guenzalignment

Peptid 1  ——————— o slldsgvgftk-—————————— -
HSArath iidsgigmtkadlvnnlgtiarsgtkefmealgagadvsmigqgfgvgfysaylvaekvvvttkhnddeqyvwesqaggsftv 164 des HSP82-Prote-
HSHevbr iidsgigmtkadlvnnlgtiarsgtkefmealqagadvsmigqfgvgfysaylvaekvivttkhnddeqyiwesqaggsftv 159 . .

ins aus Arabidop-
Peptid @ | ------————

HSArath 165 trdvdgeplgrgtkislflkddgleyleerrikdlvkkhsefisypiylwtekttekeisddededepkkenegeveevdee 246 SIS thaliana (HS
HSHevbr 160 trdvngdglgrgtkitlflkedqgleyleerrikdlvkkhsefisypiylwtekttekeisdded-depkkeeegdvedvdee 240 Arath accession

Peptid ~ @ -

HSArath 247 kekdgkkkkkikevshewelinkgkpiwlrkpeeitkeesaafyksltndwedhlavkhfsvegqglefkailfvpkrapfdl 328 no. AAA328 22)
HSHevbr 241 ketk-skkkkikevshewqlinkgkpiwlrkpeeitkeeyasfyksltndwedhlavkhfsvegglefkailfvpkrapfdl 321 und des HSP-Pro-
Peptid f @ - IW-------——— i

HSArath 329 fdtrkklnniklyvrrvfimdnceelipeylsfvkgy| iSBetlqgnki lkvirknlvkkciemfneiaenked 410 teins aus Hevea
HSHevbr 322 fdtrkkmsniklyvrrvfimdnceelipeylgfvkgy iBfemlqgnki lkvirknlvkkciemfneiaenked 403 brasiliensis (HV

Peptid T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T e Hevbr; accession
HSArath 411 ytkfyeafsknlklgihedsgnrgkiadl Iryhstksgdemtsfkdyvtrmkeggkdifyitgeskkavenspflerlkkrg 492

HSHevbr 404 ynkfyeafsknlklgihedsgnrakladl Iryhstksgdemts Ikdyvtrmkeggkdiyyitgeskkavenspflerlkkkg 485 no. AAQO85 97)

Peptid - mit den Peptid-
HSArath 493 yevlymvdaideyavgqlkeydgkklvsatkeglkledeteeekkkreekkksfenlcktikeilg dkvekwvsdrlvdsp 574 .
HSHevbr 486 yevlfmvdaideyavgqlkeydgkklvsatkeglklddeteeekkkkeekkksfenlcktikdilgdkvekvvvsdrivdsp 567 Sequenzstucken

T aus L. album Linie
HSArath 575 cclvtgeygwtanmerimkagal rdssmsgymsskktmeinpdngimeelrkraeadkndksvkdlvmllyetal ltsgfsl 657 PT B d 4 Di

HSHevbr 568 cclvtgeygwtanmerimkagal rdssmssymsskktmeinpdnviveelrkraeadkndksvkdlvilifetal ltsgfsl 649 anae ’ e
PEPERT oo o Lage der Peptide ist

HSArath 658 depntfaarihrmlklglsidedenveedgdmpeleedaaeeskmeevd 705 farbia markiert
HSHevbr 650 ddpntfsarihrmlklglsidddetagddadmpaleedgaeeskmeevd 698 9 .
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Die Blastp-Suche der einzelnen Peptidsequenzen der Proteinbanden 10 und 13 lieferte hingegen keinen
Hinweis auf ein einheitliches spezifisches Protein. Fiir Bande 10 Peptid 5 (YFALSAE YSFLLNK) und 6
(SSPATLTAGHR) konnte einmalig der Hinweis auf eine putative Peroxidase aus Oryza sativa, ein
putatives CYP ebenfalls aus Oryza sativa und eine Dioxygenase aus Pisum sativum gefunden werden
(Tab. 4.8., farbig markiert).

4.5.3.3. 2D-gelelektrophoretische Auftrennung von mikrosomalen Proteinen

Zusatzlich zur vergleichenden Mikrosomenanalyse mittels SDS-Gelelektrophorese wurden die mikroso-
malen Proteine der Linien 6M und PT mittels Blue-Native/SDS-Gelelektrophorese analysiert. Proteine
und Protein-Komplexe wurden zun&chst mit nichtionischen Detergenzien (Triton X100 und Digitonin;
3.6.3.4.) solubilisiert, durch Zugabe des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau negativ geladen und in
einem nicht denaturierenden Acrylamidgel aufgetrennt (Abb. 4.40. a)). In Kombination mit der folgenden
SDS-Gelelektrophorese wurden die zuvor getrennten Proteine weiter separiert (Abb. 4.40. b)).

| Linie6M M Linie PT B
y. [kDa] 1 =Y
N
e 116 et :

“ 66,2

- 45
. 5

Abb. 4.40.: a) Blue-Native-Gel (15,8 %) mit mikrosomalen Proteinfraktionen der Linien 6M und PT und b)
Silbernitrat geféarbte SDS-Gele (10 %); Blue-Native-Gel: M - Grofkenmarker (BSA, 66,2 kDa), Spur 1 - Mikrosomen
Linie 6M (86 ug), Spur 2 - Mikrosomen Linie PT (86 ug); Die Spuren 1 und 2 des Blue-Native-Gels wurden aus dem
Gesamt-Gel herausgetrennt und in der 2. Dimension analysiert, die Unterschiede wurden markiert.

Der Vergleich der mikrosomalen Proteinfraktionen beider Zellinien Iasst einige Unterschiede erkennen,
die in Abb. 4.40. markiert wurden. Allerdings sind nur einige wenige Spots als solche identifizierbar. Der
grofte Teil der Proteine ist als eine Art ,Schmier” Gber die gesamte Gelbreite verteilt erkennbar.
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4.5.4. Molekularbiologie

Die Unterschiede der Genexpression beider Zellinien sollten auch molekularbiologisch genutzt werden.
Mit Hilfe der Suppressiven-Subtraktions-Hybridisierung (SSH) nach Diatchenko et al. (1996) sollten die
Genexpressionsprofile der beiden Zellinien vergleichend untersucht werden.

Diese Methode ermdglicht die Amplifikation von differentiell exprimierten cDNA Fragmenten bei gleich-
zeitiger Unterdrickung von nicht Differentiellen. Bei der vergleichenden Charakterisierung der L. album
Zellinien 6M und PT konnte gezeigt werden (4.2.3.), dass enzymatische Unterschiede in der DOP6H
Aktivitdt bestehen. Die Idee bei der Verwendung dieser Methode bestand darin, modgliche cDNA-
Sequenzen zu finden, die fur Proteine kodieren, die am Sekundarstoffwechsel bzw. der Lignanbio-
synthese von L. album beteiligt sind.

4.5.4.1. Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H)

Auller der DOP6H ist die C4H das einzige CYP-Enzym, welches ebenfalls in Zellkulturen von L. album
biochemisch detektiert werden konnte (4.2.3.2.). Da bereits einige C4Hs aus anderen Pflanzen sowohl
biochemisch, als auch auf Sequenzebene bekannt sind, diente ein Alignment ihrer Sequenzen als
Template fur das Design von degenerierten Primern. Anhand dieser (zusammen mit passenden nested
Primern) gelang es mittels einer Touchdown-PCR Methode (3.7.5.) eine cDNA Sequenz zu amplifizieren.
Der Sequenzvergleich lber die NCBI-BLAST Datenbank (3.7.12.) ergab eine hohe Ubereinstimmung mit
anderen C4H Sequenzen (Tab. 4.10.).

Tab. 4.10.: Ergebnisse des C4H Sequenzvergleichs mit der NCBI-Blast Datenbank; S| - Sequenzidentitat; SA -

Sequenzahnlichkeit
NCBI

Name der Pflanze Enzym . Sl | SA
accession no.

Populus kitakamiensis cinnamic acid 4-hydroxylase BAA11578 89% | 94%
Citrus sinensis cinnamate 4-hydroxylase AAF66066 86% | 92%
Gossypium arboreum cinnamate-4-hydroxylase AAG10196 86% | 92%
Lithospermum erythrorhizon  cinnamic acid 4-hydroxylase BAB71716 85% | 91%
Arabidopsis thaliana cinnamate-4-hydroxylase AAB58356 85% | 92%
Glycine max cinnamic acid 4-hydroxylase CAA63172 84% | 92%
Pisum sativum trans-cinnamic acid hydroxylase AAG09205 84% | 93%
Catharanthus roseus cinnamate 4-hydroxylase CAA83552 85% | 91%
Capsicum annuum cinnamic acid 4-hydroxylase AAC35857 84% | 90%
Ammi majus cinnamate 4-hydroxylase AAO62904 82% | 90%

Die gewonnene Sequenz wurde von A. Korczak (2006) verwendet, um eine L. album cDNA Bank der
Linie 6M nach der Vollangensequenz zu durchsuchen. Dieses Experiment verlief erfolgreich, so dass nun
die erste vollstandige C4H cDNA Sequenz aus L. album vorliegt (Vollangensequenz siehe Diplomarbeit
von A. Korczak, 2006). Die Klonierung der C4H sollte, im Falle eines ,positiven Hydroxylase-Fundes* bei
der SSH Methode als Kontrolle bei einer Uberexpression in Hefe dienen.

4.5.4.2. Aktin

Fir die Macroarray Experimente wurde eine Kontrolle zur Normierung bendtigt. Dabei wurde Aktin
gewahlt, welches in allen Zellen exprimiert wird. Als Template fiir das Design von degenerierten Primern
wurde eine Aktin Sequenz aus L. usitatissimum verwendet. Anhand dieser Primer (zusammen mit
passenden nested Primern) gelang es mittels einer ,einfachen“-PCR Methode (3.7.5.) eine cDNA
Sequenz aus L. album der Linie 6M zu amplifizieren (10.10.). Der Sequenzvergleich Uber die NCBI-Blast
Datenbank (3.7.12.) ergab Ubereinstimmung mit anderen Aktin Sequenzen (Tab. 4.11.).
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Tab. 4.11.: Ergebnisse des Aktin Sequenzvergleichs mit der NCBI-Blast Datenbank; S| - Sequenzidentitat; SA -
Sequenzahnlichkeit

Name der Pflanze | Enzym NC.BI SI | SA
accession no.
Malva pusilla Aktin AAD41039 100% | 100%
Gossypium hirsutum Aktin AAP73457 100% 100%
Linum usitatissimum Aktin AAW34192 99%  100%
Helianthus annuus Aktin AAF82805 99% | 100%
Cucumis sativus Aktin AAZ74666 99% | 100%
Ricinus communis Aktin AAR15174 99% | 99%
Arabidopsis thaliana Aktin NP_196543 99% @ 99%
Pyrus communis Aktin BAD90938 98% | 100%
Isatis tinctoria Aktin AAWG3030 98% @ 99%
Glycine max Aktin AAB40078 98% | 99%

4.5.4.3. Suppressive-Subtraktions-Hybridisierung (SSH)

Die SSH Methode wurde mittels Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit mit vorangehendem BD
SMART™ PCR cDNA Synthesis Kit nach Herstellerangaben durchgefuhrt (3.7.10). Der Hersteller schlagt
verschiedene Kontrollen vor, um die Richtigkeit einzelner Schritte zu Uberprifen. So diente die Analyse
auf Adapterligation der Uberpriifung, ob die Adapter 1 und 2 an die Enden der cDNA Fragmente ligiert
wurden. Die Ligation wurde mit einer ,einfachen“-PCR analysiert, die sich aus verschiedenen
Primerkombinationen zusammensetzte (3.7.5., Tab. 3.20.; Tab. 4.12.). Fur die Kontroll-cDNA (Skelett-
muskel cDNA, Humane Placenta RNA) wurde die Primerkombination des G3PDH 3’ (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase) und PCR 1 Primers verwendet. Die Primerkombination aus G3PDH 3’ und
PCR 1 Primer ergab ein cDNA Stick der GréRe 750 bp und die Kombination aus G3PDH 3’ und 5’ ein
cDNA Stiick der GroRRe von etwa 400 bp, was dem erwarteten Resultat (laut Hersteller) entsprach.

Die Adapterligationskontrolle fur die Linien 6M und PT wurde mit einer PCR auf das Genstuck der
Pinoresinol/Lariciresinol Reduktase (PLR; accession no. CAH60857) durchgefiihrt. Dieses Gen wurde
aufgrund von Vorexperimenten von A. Sandermann (2003) ausgewahlt. Mittels Northern Analysen und
Hybridisierung mit einer PLR-UTR Sonde konnte er zeigen, dass das PLR-Gen differentiell in den
L. album Suspensionskulturen 6M und PT exprimiert wird. Dabei zeigte sich, dass in Linie PT die PLR in
starkerem Mafde exprimiert wird als in Linie 6M. Die Adapterligationskontrolle fur die Linien 6M und PT
lieferte fur die durchgefuhrte PLR-PCR bei Verwendung der Primerkombinationen 5 und 3’ LAPLRI ein
cDNA Stiick von etwa 1000 bp (Abb. 4.41. Spuren 3, 5, 7 und 9) und bei Verwendung der Primer-
kombination 3’ LAPLRI und PCR 1 Primer ein cDNA Stiick von 400 bp (Abb. 4.41. Spuren 2, 4, 6 und 8).
Es wurde aber erwartet, dass das cDNA Stiick der PCR mit der Primerkombination 3’ LAPLRI und PCR 1
> 1000 bp ist.

Rucksprache mit der Firma BD Biosciences ergab, dass die nicht erwartete DNA-BandengréfRe von etwa
400 bp kein Indikator flr den Fehlschlag der Adaptorligation sei. Zur Sicherheit wurde ein weiteres
Kontrollexperiment nach Rebrikov (2003) durchgefiihrt. Dabei wurde anstelle einer Primerkombination
nur der PCR 1 Primer zu den PCR Reaktionen zugegeben. Das Ergebnis zeigte einen ,Schmier” vieler
verschiedener cDNAs. Nach dieser zusatzlichen Bestatigung, wurde mit der ersten und zweiten
Hybridisierung, sowie der PCR Amplifikation fortgefahren.

Zusatzlich zu der Adapterligationskontrolle wurde von BD Biosciences eine Kontrolle zur Subtraktions-
effizienz vorgeschlagen. Fir die Kontroll-cDNA (Skelettmuskel cDNA, Humane Placenta RNA) wurde
erneut das erwartete Resultat (laut Hersteller) gefunden. Wahrend die semiquantitative PLR-PCR mit den
LAPLRI Primern 3’ und 5’ in den subtrahierten cDNA Banken der Linien 6M und PT keine Banden ergab,
konnte in der unsubtrahierten Tester Kontrolle 2c (Abb. 3.3., Linie PT) eine PLR cDNA Bande mit
zunehmender Starke gefunden werden.
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Dies deutete darauf hin, dass die SSH Methode erfolgreich durchgefiihrt wurde. Das PLR-Genstiick
konnte nur in der unsubtrahierten cDNA Bank der Linie PT nachgewiesen werden, wahrend nach
Subtraktion mit der cDNA Bank der Linie 6M keine Amplifikation mehr méglich war.

Tab. 4.12.: Primerkombination der PCR Analyse auf
Adapterligation; Ergebnisse sind in Abb. 4.41. darge-
stellt.

cDNA Template Abb. 4.41.
Primer 1 Primer 2
(Ansatz) Bande

| 1-1 ‘ 3’ LAPLRI ‘ PCR 1 ‘ 2

| 1-1 ‘ 3’ LAPLRI ‘ 5' LAPLR ‘ 3

| 1-2 ‘ 3’ LAPLRI ‘ PCR 1 ‘ 4

| 1-2 ‘ 3’ LAPLRI ‘ 5' LAPLR ‘ 5

| 2-1 ‘ 3’ LAPLRI ‘ PCR 1 ‘ 6

| 2-1 ‘ 3’ LAPLRI ‘ 5 LAPLR ‘ 7

| 22 ‘ ¥ LAPLRI ‘ PCR1 ‘ 8 Abb. 4.41.: PCR Analyse auf Adapterligation;
| 2-2 ‘ 3 LAPLRI ‘ 5 LAPLR ‘ 9 Spuren 1 und 10 enthalten 1 kb*-Marker (Invitrogen);

Auftrag der Spuren 2 - 9 siehe Tab. 4.12.

Die erhaltenen subtrahierten cDNA-Banken wurden schlieRlich in den pGEMT®-T Vektor (Promega) ligiert
und in kompetente DH5a0-Zellen transformiert (3.7.6.). Von diesen transformierten Bakterien wurden
insgesamt 671 Klone mit differentiellen SSH cDNA Fragmenten der Linie 6M und 563 Klone mit
differentiellen SSH cDNA Fragmenten der Linie PT gepickt und amplifiziert.

4.5.4.4. Macroarray Experimente

Der Prozentsatz an Klonen in der subtrahierten cDNA Bank, welche tatsachlich fir differentiell exprimierte
mRNAs kodieren, variiert zwischen 5 - 95 % (Diatchenko et al., 1996; 1998; Gurskaya et al., 1996). Aus
diesem Grund erfolgte die Verifizierung der differentiellen Gene der Suppressiven-Subtraktions-
Hybridisierung mittels Macroarray-Analyse nach Rebrikov (2003; 3.7.11.).

In einem Vorversuch wurden zunachst je 95 Klone mit SSH cDNA Fragmenten der Linien 6M und PT
amplifiziert und mittels DOT-Blotting auf Nylon-Membran aufgebracht. Diese cDNA Fragemente wurden
im Anschluss mit radioaktiv markierten Sonden hybridisiert. Dabei wurde je ein DOT-Blot mit SSH cDNA
Fragmenten der Linien 6M bzw. PT mit unsubtrahierten a*’P-dATP sscDNA Fragmenten der Linien 6M
bzw. PT hybridisiert. Das Ergebnis dieser Autoradiographie ist in Abb. 4.42. dargestellt.

Insgesamt wurden von 95 cDNA Fragmenten der Linie 6M acht Uberexprimierte und finf subtrahierte
cDNAs gefunden, wohingegen von Linie PT 23 Gberexprimierte und zwei subtrahierte Fragmente gefun-
den wurden. Dies wirde einem Prozentsatz von 13,6 (Linie 6M) bzw. 26,3 (Linie PT) an moglichen
differentiell exprimierten cDNA Fragmenten entsprechen.

Die Uberexprimierten und subtrahierten cDNAs wurden sequenziert und ein Sequenzvergleich Uber die
NCBI-Blast Datenbank durchgefihrt (3.7.12.). Die Ergebnisse sind in Tab. 4.13. dargestellt. Dabei kamen
einige Sequenzen mehrfach vor (gelb markiert), darunter aus den Linien 6M und PT eine putative
Catalase.
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a) 6M PCR / 6M Sonde _ b) 6M PCR/PT Sonde

Abb. 4.42.: Exemplarisches Beispiel eines DOT-Blots der SSH cDNA Fragmente der Linien 6M und PT nach
Hybridisierung mit den 6M bzw. PT Sonden; Dargestellt sind die Hybridisierungsergebnisse der SSH cDNA
Fragmente der Linie 6M, hybridisiert mit der sscDNA Sonde der Linie 6M (a)). Diese wurden verglichen mit den
Hybridisierungsergebnissen der SSH cDNA Fragmente der Linie 6M, hybridisiert mit der sscDNA Sonde der Linie PT
(b)) und umgekehrt (c) und d)). Legende der Farbkreise: gelb - (iberexprimierte cDNAs, rot - subtrahierte cDNAs und
schwarz - erhaltenes Ergebnis nicht glaubhaft*; Zur Normalisierung wurde an den Positionen 96 jeweils Aktin cDNA
aufgetragen.

* Schwarz umrandete cDNA Fragmente kennzeichnen Uberexprimierte oder subtrahierte cDNA-Fragmente, die vermutlich aufgrund
von Verunreinigungen zustande kamen. Die cDNA Fragmente wurden vor dem Aufbringen auf die Membran mittels PCR amplifiziert
und mittels Gelelektrophorese analysiert (3.7.5. Tab. 3.18. SSH). Dabei wurden fiir diese markierten Fragmente entweder keine
oder mehrere Banden gefunden. Aus diesem Grund kann keine eindeutige Auswertung erfolgen.

Um diese Sequenz bei den Folgeexperimenten ausschlielen zu kdnnen, wurden die weiteren DOT-Blots
nach Hybridisierung mit der jeweiligen spezifischen 6M bzw. PT Sonde ein zweites Mal hybridisiert. DOT-
Blot Membranen mit SSH cDNA Fragmenten der Linie 6M wurden dabei mit der Sonde
pKFO3KPAOGO07088 und SSH cDNA Fragmente der Linie PT mit der Sonde pKF04KPBOH09110
behandelt (Tab. 4.13. rot markiert). Das Ergebnis dieser zweifachen Hybridisierung waren 93 SSH cDNA
Sequenzen der Linie 6M und 136 der Linie PT, die sich als vermeintlich differentiell herausstellten
(Tabelle 4.14.). Die Ergebnisse der Sequenzanalysen mit folgender NCBI-Blastx Datenbanksuche sind
aus den Tab. 4.15. - Tab. 4.18. zu entnehmen.
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Tab. 4.13.: Ergebnisse der Uberexprimierten und subtrahierten cDNAs nach Blastx-Suche

Die Bezeichnung pKFO03 steht fir SSH cDNA Sequenzen der Linie 6M, pKF04 fir SSH cDNA Sequenzen der Linie
PT. E-value - Signifikanz des Suchergebnisses in der Datenbank; Sl - Sequenzidentitat; SA - Sequenzéhnlichkeit;
* bei mehrfach vorkommenden Sequenzen beziehen sich die gezeigten Blastx-Ergebnisse auf die jeweils erstgenannte Sequenz.

Blastx-Ergebnis

Klon- cDNA Fragment-|  SSH- Name der NCBI E- ..
. . Enzym . Sl | SA
bezeichnung grofRe [bp] Resultat Pflanze accession no. value

pKFO3KPAOA02003* 769 Uberexprimiert | Zea mays Catalase A55092 4e-09 100% 100%

pKFO3KPAOA10012 681 Oryza sativa OSJNBb0048E02.12 CAD40936 7e-08 | 25% @ 48%

pKFO3KPAOF03072 681 Zea mays Bet v | allergen AAV28626 3e-06  25% 52%

pKFO3KPA0OG07088 817 Arabidopsis thaliana  Pathogenesis-related protein NP_173813 1e-04  32% 50%

pKFO3KPA0G09090 817 Bet v | family

pKFO3KPAOH03097 649 Arabidopsis thaliana | pollen allergen-like protein AAM65899 2e-04 | 30% 50%

pKFO3KPAOA04005 834 Uberexprimiert unknown >0

pKFO3KPAOB02017 852 subtrahiert unknown >0

pKFO3KPAOB11032 320 subtrahiert  Populus trichocarpa  malic enzyme CAA39690 8e-22 | 80%  91%
Vitis vinifera NADP-dependent malic enzyme P51615 8e-22 | 83%  94%

pKFO3KPAOE02059 817 subtrahiert  Gossypium hirsutum | non-symbiotic hemoglobin protein AAX86687 6e-67 | 87% @ 93%
Medicago sativa non-symbiotic hemoglobin protein AAG29748 9e-66 # 86%  91%
Lotus japonicus non-symbiotic hemoglobin protein BAE46739 2e-65 | 84% | 93%

pKFO3KPA0G01082 748 subtrahiert | Citrus x paradisi Inositol-3-phosphate synthase CAAB83565 1e-10 # 48%  68%
Nicotiana paniculata | Inositol-3-phosphate synthase Q9SSsv4 5e-10 | 48% @ 68%
Nicotiana tabacum Inositol-3-phosphate synthase QILW96 6e-10 | 46%  67%

pKFO3KPA0G02083 437 subtrahiert | Cicer arietinum putative reverse transcriptase CAD59768 4e-12  100% | 100%
Campylobacter jejuni | catalase CAA59444 3e-09 | 96%  96%
Zea mays catalase A55092 4e-08  100% | 100%

pKFO3KPAOH01095 817 subtrahiert | Nicotiana attenuata | xyloglucan endo-transglycosylase AAR37363 4e-06  47% | 69%
Capsicum annuum xyloglucan endotransglucosylase ABD96609 4e-05  45% | 67%
Solanum tuberosum  putative xyloglucan CAJ77496 4e-05  45%  67%

endotransglycosylase precursor

pKF04KPB0OA08014* 754 Uberexprimiert | Zea mays catalase (EC 1.11.1.6) CAT-2 A55092 2e-07 100% 100%

pKF04KPB0A12025 758 Spinacia oleracea TFIIB-related protein CAC82715 >0  29% @ 39%

pKF04KPB0B01026 721

pKF04KPB0B06035 818

pKF04KPB0OD 10063 818

pKF04KPBOE01066 818

pKF04KPBOE10075 819

pKF04KPBOE11076 817

pKF04KPB0G02091 817

pKF04KPBOH06107 817

pKFO04KPBOH09110 821

pKF04KPBOA03003* 652 Uberexprimiert | Capsicum chinense arachidonic acid-induced DEA1 CAI51313 1e-24  80%  91%

pKF04KPBOF08085 665 Lycopersicon arachidonic acid-induced DEA1 AAS80139 3e-24 | 56% | 62%

pKF04KPB0G05094 809 esculentum
Nicotiana tabacum P-rich protein NtEIG-C29 BAB16431 6e-24 | 55% @ 62%

pKF04KPB0B12041 677 Uberexprimiert | Oryza sativa unnamed protein product NP_913385 2e-17 | 61%  76%
Microplitis demolitor ' hypothetical protein 3 YP_239367 5e-09 | 78% @ 78%
bracovirus

pKF04KPB0C04045* 817 subtrahiert unknown >0

pKF04KPBOH01102 295

pKF04KPB0C12053* 456 Uberexprimiert unknown >0

pKF04KPB0D11064 819

pKF04KPBOE05070 602

pKF04KPBOE04069 666 Uberexprimiert | Zea mays triosephosphate isomerase 1 AAB81110 5e-79 | 85% @ 94%
Petunia x hybrida triosephosphate isomerase CAA58230 9e-79 | 85% @ 94%
Solanum chacoense | triose phosphate isomerase AAR11379 2e-78 | 85% @ 95%

cytosolic isoform

pKF04KPBOH02103 608 Uberexprimiert | Solanum tuberosum ubiquitin carrier-like protein ABB02644 1e-70 1 98% @ 99%
Gossypium raimondii | ubiquitin conjugating enzyme E2 AAL99225 1e-70 1 98% @ 99%
Arabidopsis thaliana | ubiquitin conjugating enzyme NP_567791 1e-70 1 98% @ 99%

Tab. 4.14.. Ubersicht Gber die méglichen differentiellen cDNAs des zweiten Macroarray-Experimentes der
Linien 6M und PT; Die DOT-Blots wurden nach Hybridisierung mit der jeweiligen spezifischen 6M bzw. PT Sonde
ein zweites Mal mit den Sonden pKFO3KPAOGO07088 (Linie 6M) bzw. pKF04KPBOH09110 (Linie PT) hybridisiert.

Linie 6M Anzahl % Linie PT Anzahl %

Gesamtanzahl gepickter Klone 576 100 Gesamtanzahl gepickter Klone 468 100
tberexprimierte cDNAs 147 25,5 Uberexprimierte cDNAs 148 31,6
subtrahierte cDNAs 18 3,1 subtrahierte cDNAs 10 2,1
Gesamtanzahl Gesamtanzahl

unterschiedlicher cDNAs 165 28,6 unterschiedlicher cDNAs 158 338
subtrahierte cDNAs subtrahierte cDNAs

nach Il.Hyb. 4 128 nach Il.Hyb. 17 25,0
Uberexpremierte cDNAs Uberexpremierte cDNAs

nach Il.Hyb. 21 3.6 nach Il.Hyb. 10 2.1
Gesamtanzahl differentieller cDNAs 93 16,1 Gesamtanzahl differentieller cDNAs 127 27,1
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Ergebnisse

Tab. 4.15.: Ergebnisse der Uberexprimierten cDNA Fragmente der Linie 6M nach Blastx-Suche

E-value - Signifikanz des Suchergebnisses in der Datenbank; S| - Sequenzidentitat; SA - Sequenzahnlichkeit; farbig
markierte Bereiche kennzeichnen mdgliche interessante Klone; * bei mehrfach vorkommenden Sequenzen beziehen sich
die gezeigten Blastx-Ergebnisse auf die jeweils erstgenannte Sequenz.

Blastx-Ergebnis

cDNA SsH NCBI
Klonbezeichnung | Fragment- Name der Pflanze Enzym accession S| SA
. Resultat value
gréfie [bp] no.
pKF03P01D10, PO1E04, 817, 817, Uberexprimiert unknown >0
P01G03, P01G06, P02C03, | 774, 818, 818,
P02D07, P02E08, PO2F09, & 816, 817, 685,
P02G01, P02G10, P03C03, | 309, 816, 238,
P03D06, PO3E03, PO3E06, | 237, 784, 774,
PO3F11, P03G02, PO3G03, | 788, 775, 234,
P03G09, PO3H04, PO3H08, | 781, 391, 837,
P04A06, P0O4A07, P04B05, | 597, 775, 332,
P04C01, P04C02, P04D07, | 886, 698, 733,
PO4E08, PO4F11, PO4H10, = 706,320, 775,
P05B04, P0O5C09, P05D06, | 767, 775, 780,
PO5E11, P0O5G03, P05G11, | 704, 817, 818,
P06A02, PO6A04, POBCO4, | 724, 234, 668,
PO6E08, P06G10, POBH09, | 816, 189, 494,
P04D03, P04D06, P05G12, | 671, 269, 809,
P01H10k3,4,7, PO5H02k7 816, 224
pKF03P01G10*, PO1HO8, 544, 770, Uberexprimiert Oryza sativa (japonica) Pathogenesis-related protein, XP_472791 @ 5e-07 26% 53%
P02H06, P02HO7, PO3A07, @ 709, 767, 660, Bet v | family
P04H07, PO5A08, P5A11, 600, 781, 653, Zea mays Bet v | allergen AAV28626 @ 1e-05 25% 52%
P0O6A09, PO6H12, P1H10k1 | 620, 818, 544 Zea mays pathogenesis-related protein 2 ABF81693 3e-05 24% 52%
pKF03P03C11*, P05D08, 759, 712, Uberexprimiert. Chrysanthemum x YABBY transcription factor, DM51 AAO22990  5e-30 73% T77%
P06C02, P06C03, PO6DO1 752, 753, 714 morifolium 75%
Antirrhinum majus YABBY-like transcription factor AAS10177 | 1e-28 71%
Arabidopsis thaliana GRAMINIFOLIA AFO (ABNORMAL NP_566037 @ 1e-27 69% 79%
FLORAL ORGANS); transcription
factor
pKFO3P01F05*, P05G10 412,414 Uberexprimiert Oryza sativa (japonica) putative coatomer protein complex, BAD68397 | 8e-28 55% 76%
subunit beta 2
Arabidopsis thaliana putative coatomer protein complex,  AAG52258 | 8e-27 56% 75%
subunit beta 2
Arabidopsis thaliana protein transporter NP_175645 | 8e-27 56% 74%
pKF03P02C01*, PO5E05 713, 415 Uberexprimiert Ananas comosus PVR3-like protein (Alpha Amylase AAM28295 | 9e-21 58% 69%
Inhibitor, Lipid Transfer and Seed
Storage proteins)
Medicago truncatula Plant lipid transfer/seed ABE79318 | 2e-17 58% 70%
storage/trypsin-alpha amylase
inhibitor
Arabidopsis thaliana unknown AAM62457 6e-15  52% 63%
pKF03P02F03*, PO3A02 625, 812 Uberexprimiert Arabidopsis thaliana Mo-molybdopterin cofactor NP_174376 | 5e-70 65% 80%
sulfurase
Oryza sativa (japonica) molybdenum cofactor sulfurase BAD46080 | 1e-69 64% 80%
protein -like
Arabidopsis thaliana molybdenum cofactor sulfurase NP_199285 = 4e-23 | 38% 56%
pKFO3P01D06 547 Uberexprimiert Oryza sativa (japonica) putative NEC1 XP_465111 = 5e-10 31% 47%
Arabidopsis thaliana unknown NP_567366 1e-7 34% 45%
Lilium longiflorum "orf"-MtN3/saliva family protein BAA04837 7e-7  31% 46%
pKF03P02B02 423 Uberexprimiert| Fragaria x ananassa non-specific lipid transfer protein AAY83346 1e-12  73% 80%
precursor
Malus x domestica lipid transfer protein precursor AAV64878 | 6e-12 (76% 85%
(Allergen Mal d 3)
Corylus avellana lipid transfer protein precursor AAK28533 1e-11  76% 83%
pKFO3P04A10 813 Uberexprimiert Arabidopsis thaliana putative protein CAB81800 | 1e-36 44% 62%
Arabidopsis thaliana EMB 1967 (forkhead-associated NP_566998 | 1e-36 44% 62%
domain-containing protein)
Solanum tuberosum 408 ribosomal protein S10-like ABB72819 | 3e-22 94% 98%
protein
pKF03P04D08k1 718 Uberexprimiert Nicotiana plumbaginifolia | Eukaryotic initiation factor 4A-2 P41379 1e-04 41% 55%
Zea mays translational initiation factor elF-4A = AAB67607 = 4e-04 40%  53%
Nicotiana tabacum Eukaryotic initiation factor 4A-8 P41381 4e-04  41% 52%
pKFO3P04E07 816 Uberexprimiert  Passiflora edulis f. myo-inositol 1-phosphate synthase ABF51620 1e-43 88% 96%
flavicarpa
Glycine max myo-inositol 1-phosphate synthase | AAK49896 = 4e-43 88% 95%
Sesamum indicum myo-inositol 1-phosphate synthase | AAG01148 = 6e-43 87% 95%
pKFO3P05F06 816 Uberexprimiert Arabidopsis thaliana unknown protein NP_563841 | 2e-33 66% 79%
Oryza sativa (japonica) expressed protein ABA98963 |« 4e-27 54% T74%
Oryza sativa (japonica) hypothetical protein NP_919170 | 2e-23 61% 75%
pKFO3P05H02k3 793 Uberexprimiert. Gossypium hirsutum non-symbiotic hemoglobin protein AAX8B6687 | 4e-68 88% 93%
Medicago sativa non-symbiotic hemoglobin Q9FVLO 6e-67 87% 91%
Lotus japonicus nonsymbiotic hemoglobin BAE46739 3e-66 84% 93%
pKFO3P06H08 570 Uberexprimiert| Arabidopsis thaliana unknown protein NP_563841 2e40 66% 79%
Oryza sativa (japonica) expressed protein ABA98963 = 5e-33 1 54% 72%
Oryza sativa (japonica) hypothetical protein NP_919170 | 1e-29 55% 71%
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Ergebnisse

Tab. 4.16.: Ergebnisse der subtrahierten cDNA Fragmente der Linie 6M nach Blastx-Suche
E-value - Signifikanz des Suchergebnisses in der Datenbank; S| - Sequenzidentitit; SA - Sequenzahnlichkeit; farbig
markierte Bereiche kennzeichnen mdgliche interessante Klone; * bei mehrfach vorkommenden Sequenzen beziehen sich
die gezeigten Blastx-Ergebnisse auf die jeweils erstgenannte Sequenz.

Klonbezeichnung

pKF03P01C02, PO1EO05,
P01E09, PO1FO07, P02A06,
PO3HO03, PO3H10, PO6G08

pKFO3P01C07

pKFO3P01F02

pKFO3P01G12k7

pKFO3P02H12

pKFO3P03B04

pKFO3P04H02

pKFO3P04H11

pKFO3P05G01

pKFO3PO5H08

pKFO3P06G05

cDNA
Fragment-
grofie [bp]

777, 817,

653, 813, 811,
234, 269, 366

476

573

267

583

817

419

818

712

846

759

SSH-
Resultat

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

Blastx-Ergebnis

Name der Pflanze Enzym
unknown
Helianthus annuus orfB
Beta vulgaris (vulgaris) ATPase subunit 8
Daucus carota orfB-F1

Arabidopsis thaliana
Lycopersicon esculentum
Oryza sativa (japonica)
Arabidopsis thaliana
Lycopersicon chilense
Capsicum annuum
Capsicum chinense
Nicotiana tabacum
Lycopersicon esculentum
Arabidopsis thaliana
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Capsicum annuum

Predicted Na+-dependent transporter
putative anion:sodium symporter
Predicted Na+-dependent transporter
4-coumarate-CoA ligase-like protein
putative 4-coumarate-CoA ligase
putative acyl-CoA synthetase
arachidonic acid-induced DEA1
P-rich protein NtEIG-C29
arachidonic acid-induced DEA1
unknown protein

Nucleic acid-binding, OB-fold
putative replication protein;

hyom protein (Metal-binding;

Ribonucleoprotein)

Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana
Curcubita maxima

ribosomal protein S27-like protein
ribosomal protein S27
preproMP73 (Membrane protein,

Protein-Storage Vacuoles)

Chrysanthemum x
morifolium
Antirrhinum majus
Arabidopsis thaliana

YABBY transcription factor CDM51

YABBY-like transcription factor
GRAMINIFOLIA AFO (ABNORMAL

FLORAL ORGANS); transcription

factor

peptidase

peptidase family-like protein
Transcriptional factor B3

DNA binding / transcription factor
reduced vernalization response 1

Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)
Medicago truncatula
Arabidopsis thaliana
Brassica rapa

NCBI
accession
no.

CAA57787
NP_064090
BAB16712
NP_850089
AAU03362
BAD68006
AAMB5672
AAW23965
AAL29212
CAI51313
BAB16431
AAS80139
NP_568511
ABE80587
AAG52278
AAR83850

ABA40465
CAB71041
BAB78478

AA022990

AAS10177
NP_566037

NP_176909
XP_477572
ABE81225
NP_180045
AAQ55453

Tab. 4.17.: Ergebnisse der subtrahierten cDNA Fragmente der Linie PT nach Blastx-Suche
E-value - Signifikanz des Suchergebnisses in der Datenbank; S| - Sequenzidentitit; SA - Sequenzahnlichkeit; farbig
markierte Bereiche kennzeichnen mdgliche interessante Klone; * bei mehrfach vorkommenden Sequenzen beziehen sich
die gezeigten Blastx-Ergebnisse auf die jeweils erstgenannte Sequenz.

Klonbezeichnung

pKF04P04H07*, PO3A01

pKF04P01F07

pKF04P01G05

pKF04P02H01

pKF04P04A12

pKF04P04G06

pKF04P04B09

cDNA
Fragment-

groRe [bp]
573, 818

460

592

772

1429

701

817

SSH-
Resultat

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

subtrahiert

Name der Pflanze

Arabidopsis thaliana

Brassica rapa

Vitis berlandieri x Vitis rupestris
Arabidopsis thaliana

Medicago truncatula
Oryza sativa (japonica)

Vitis pseudoreticulata
Arabidopsis thaliana

Gossypioides kirkii

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa (japonica)
Medicago truncatula

Platanus x acerifolia

Lilium longiflorum

Elaeis quineensis

Hordeum vulgare subsp. vulgare

Prunus avium
Oryza sativa (japonica)

Blastx-Ergebnis

Enzym

PIP1C; water channel
aquaporin

putative aquaporin PIP1-3
protein binding / ubiquitin-
protein ligase/ zinc ion binding
Zinc finger, RING-type

zinc finger (C3HC4-type RING
finger) protein-like
pollen-specific protein

pollen Ole e 1 allergen and
extensin family protein
putative SAH7 protein (Pollen
proteins Ole e | family)
EMB2279 (pentatricopeptide
repeat-containing protein)
pentatricopeptide repeat-
containing protein-like
Pentatricopeptide repeat
unknown

translation elongation factor 1
alpha

elongation factor 1-alpha 1
elongation factor 1-alpha 1
60S ribosomal protein L24
60S ribosomal protein L24
putative 60S ribosomal protein
L24

Sl

value

>0

5e-118
2e-99
8e-6
1e-5
4e-5

NCBI

accession

value
no.

NP_171668 | 1e-73
AAB61378 | 5e-73
AAF71819 | 1e-72
NP_566281 | 4e-47
ABE87296 | 4e-47
BAD45918 | 2e-45
ABC86745  6e-21
NP_567338  1e-20
AAM78189  7e-19
NP_174349 | 4e-59
BAD73522 | 1e-39
ABE85862 | 1e-17
>0
CAL07988 | 7e-89
AAD27590 | 2e-88
AAT45847 | 6e-88
P50888 1e-5
Q9FUL4 1e-5
BAD82702 3e-5

71%
59%
35%
32%
23%

Sl

92%
91%
91%
64%

61%
42%

54%
50%

56%
53%
40%
27%
97%
96%
95%
88%

88%
84%

SA

85%
86%
82%
98%
96%
97%
94%
92%
92%
70%
70%
72%
50%
62%
50%
100%

100%
100%
41%

78%

76%
80%

86%
75%
47%
53%
47%

SA

96%
97%
95%
82%

80%
66%

68%
70%

73%
71%
63%
50%
99%
99%
100%
88%

88%
88%
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Ergebnisse

Tab. 4.18.: Ergebnisse der Uberexprimierten cDNA Fragmente der Linie PT nach Blastx-Suche
E-value - Signifikanz des Suchergebnisses in der Datenbank; Sl - Sequenzidentitat; SA - Sequenzahnlichkeit; farbig
markierte Bereiche kennzeichnen mdégliche interessante Klone; * bei mehrfach vorkommenden Sequenzen beziehen sich

die gezeigten Blastx-Ergebnisse auf die jeweils erstgenannte Sequenz.

Klonbezeichnung

pKF04P01A03*, PO1B05,
P01B08, P01B09, PO1D11,
P01E01, PO1E08, PO1G08,
P01G09, P02A01, PO2A03,
P02A11, P02D02, P02D05,
P02E01, PO2E05, PO2F12,
P02H05, PO3A03, PO3C06,
P03D04, P03D07, PO3E02,
PO3E04, PO3EO05, PO3F02,
P0O2F03, PO3F11, PO3G09,
P0O3H02, PO3HO7, P04B06,
P04C03, P04C04, P04C05,
P04D11, PO4E07, PO4E10,
P04F02, P04G01, P04G02,
PO5A09, P05A10, P05B01,
P05C06, PO5D02

pKF04P01A11, PO1HO6,
P02A05, P02B01, P02C01,
P02C03, P02C05, P02C06,
P02C07, P02D07, PO2E11,
P02E12, PO2F09, P02G02,
P02G04, P02G07, P02G10,
P02G12, PO2H02, P02HO04,
P03A06, PO3A07, PO3A10,
P03B02, P03C02, P03C04,
P03G10, P04A02, P04D02,
P04E09, P04H02, P04HO04,
P04H12

pKF04P02H12*, P04DO05,
P04D06

pKF04P04B01*, P04CO01

pKF04P0O1E06

pKF04P02C10

pKF04P02D10
pKF04P02D11

pKF04P02EQ7

pKF04P02F04

pKF04P02F08

pKF04P02G06

pKF04P02H07

pKF04P03B10

pKF04P03E09

110

cDNA
Fragment-
groRe [bp]
634, 661,
664, 666, 663,
664, 664, 666,
664, 655, 663,
664, 665, 1110,
663, 663, 665,
672, 655, 664,
664, 665, 665,
663, 665, 664,
662, 664, 665,
554, 667,666,
664,394, 555,
664, 664, 667,
471, 664, 665,
819, 817, 822,
818, 744,

816, 815,
223, 961, 800,
722, 818, 865,
534, 1388, 894,
821, 816, 1158,

1033, 1076, 816,
817, 346, 815,
807, 778, 412,
528, 558, 816,
272, 817, 815,
757,759, 817,

810

374, 390, 385

608, 608

815

817

818
808

762

817

426

687

701

759

382

SSH-
Resultat

Name der Pflanze

Uberexprimiert Capsicum chinense

Lycopersicon esculentum

Nicotiana tabacum

uberexprimiert

Uberexprimiert. Mesembryanthemum
crystallinum
Solanum lycopersicum

Oryza sativa (japonica)

Uberexprimiert. Ricinus communis
Medicago truncatula

Arabidopsis thaliana
Uberexprimiert Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)
Cryptomeria japonica
Uberexprimiert Oryza sativa (japonica)
Medicago truncatula

Oryza sativa (japonica)

Uberexprimiert Arabidopsis thaliana
Uberexprimiert Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Oryza sativa (japonica)
Uberexprimiert Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)

Tetrahymena thermophila SB210

Uberexprimiert Oryza sativa (japonica)
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa (japonica)

Uberexprimiert Eucalyptus globulus (globulus)

Medicago truncatula

Arabidopsis thaliana
Uberexprimiert Oryza sativa (japonica)

Thlaspi arvense

Arabidopsis halleri subsp. halleri

Uberexprimiert. Medicago truncatula

Arabidopsis thaliana
Uberexprimiert. Macaca mulatta

Gallus gallus
Uberexprimiert  Nicotiana plumbaginifolia

Prunus persica

Vicia faba

Blastx-Ergebnis

Enzym

arachidonic acid-induced DEA1
arachidonic acid-induced DEA1
P-rich protein NtEIG-C29

unknown

monodehydroascorbate
reductase
monodehydroascorbate
reductase

putative monodehydroascorbate
reductase

lipase

triacylglycerol/steryl ester lipase-
like protein

unnamed protein product
RNA binding / ribonuclease IlI
hypothetical protein

similarity to ribonuclease Il
hypothetical protein

HMG-I and HMG-Y, DNA-
binding;

Putative plant transposon
protein; putative far-red
impaired response protein
unknown protein

unknown protein

F10A5.28 (Integral membrane
protein DUF6)

putative MtN21

unknown protein

putative nucleolar essential
protein

Suppressor Mra1 family protein
putative RING3 protein
unnamed protein product
putative bromodomain-
containing protein

pectin acetylesterase

pectin acetylesterase

putative pectinacetylesterase
putative zinc transporter
heavy metal transporter MTP1
zinc transporter CDF1-3
DNA-binding SAP; Zinc finger,
MIZ-type

putative protein

PREDICTED: similar to
nucleosomal binding protein 1
ring finger protein 20

plasma membrane H'-ATPase
plasma membrane H'-ATPase
plasma membrane H'-ATPase
precursor

CAI51313
AAS80139
BAB16431

CAC82727
Q43497

BAD46251

AAY17358
AAR29056

BAD43470
NP_173854
XP_470451
BAE92294
BAD29327
ABE87448

XP_470754

NP_189519
NP_565111
AAF87121

XP_483787
AAM65530
XP_465024

EAR92747
XP_478318
BAA97526
XP_479904

ABG34280
ABD33181
AAM20385
AAU10745
AAR83906
CAD89013

ABES89544

BAD94301
XP_001103630

NP_001026605
CAA47275
CAB69823
AAB35314

E-

value

4e-26
9e-26
2e-25

>0

1e-29

1e-29

1e-27

4e-64
1e-50

4e-50
4e-39
2e-24
5e-18
8e-1
1e-10

2e-10

9e-4
8e-5
8e-5
8e-4

4e-17
2e-13

4e-10
1e-8
1e-7
1e-5

1e-54
2e-52
1e-50
1e-25
2e-25
4e-25

9e-15

1e-13
5e-4

8e-4
2e-50
3e-50
3e-50

Sl

57%
58%
57%

86%
93%
90%

65%
71%

73%
55%
44%
39%
22%
20%

26%

23%
54%
54%
52%

67%
58%

53%
37%
33%
32%

70%
65%
62%
44%
45%
45%
64%

58%
48%

37%
80%
80%
84%

SA

65%
63%
63%

93%
95%
92%

78%
85%

82%
73%
61%
62%
43%
44%

45%

39%
66%
66%
61%

79%
2%

68%
58%
54%
49%

84%
84%
81%
65%
70%
69%
79%

2%
60%

62%
90%
88%
93%



Ergebnisse

Fortsetzung der Tab. 4.18.:

Blastx-Ergebnis

cDNA SSH £
Klonbezeichnung | Fragment- Name der Pflanze Enzym S| SA
i Resultat value
groRe [bp]
pKF04P04D12 815 Uberexprimiert Arabidopsis thaliana catalytic/ metal ion binding NP_850651 | 1e-12285% 92%
Oryza sativa (japonica) metalloenzyme superfamily ABA98832 7e-117 81% 90%
protein, expressed
Iris tectorum putative phosphopyruvate AAZ04780 3e-110 83% 93%
decarboxylase
pKF04P04F01 771 Uberexprimiert Populus nigra extensin like protein BAA11855 8e-6 31% 45%
Arabidopsis thaliana lipid binding NP_567392 4e-5 37% 46%
pKF04P04G07 613 Uberexprimiert Arabidopsis thaliana hypothetical protein AAT69217 2e-45 53% 69%
Oryza sativa (japonica) expressed protein ABF94647 1e-30 42% 60%
Medicago truncatula hairpin induced 1 protein ABE93217 3e-13 128% 52%
pKF04P03D08 816 Uberexprimiert Prunus armeniaca ubiquitin-conjugating enzyme AAB63513 3e-62 1 94% 95%
Oryza sativa (japonica) putative ubiquitin-conjugating AAN74837 1e-61  92% 96%
enzyme
Populus x canadensis putative ubiquitin-conjugating CAD29823 1e-61 93% 94%
enzyme
pKF04P04A09 753 Uberexprimiert  Nicotiana langsdorffii x Nicotiana nectarin IV AAX81588 4e-64 70% 85%
sanderae
Solanum tuberosum putative xyloglucanase inhibitor AAP84703 2e-62 69% 83%
xyloglucan-specific fungal
Lycopersicon esculentum endoglucanase inhibitor protein AAN87262 2e-61  68% 82%
precursor
pKF04P05D04k3 171 Uberexprimiert Euphorbia tirucalli beta-amyrin synthase BAE43642 8e-10 66% 82%
Medicago truncatula Prenyltransferase/squalene ABE91090 2e-9 67% 80%
Glycyrrhiza glabra oxidase BAA89815 3e-9 67% 77%

beta-amyrin synthase

Von insgesamt 671 untersuchten cDNAs der Linie 6M schienen 107 (16 %) differentiell exprimiert zu sein.
Sieben dieser cDNA Sequenzen zeigten Sequenzahnlichkeit zu einer putativen ,Catalase’ (putative
Bet v | allergen; Abb. 4.43.). Von den verbleibenden 100 Differentiellen ergaben 58 nach Blastx-Suche
keine Zuordnung zu bekannten Sequenzen. Fir den Priméarstoffwechsel, Vesikeltransport, O,-Speicher-
prozesse, die Tranlsation und die Transkription kodieren 2 - 10 putative cDNA-Sequenzen, fir den Auf-
bau der primaren Zellwande und den Proteinabbau jeweils eine (Abb. 4.43.). Eine cDNA zeigte
Sequenzahnlichkeit zu einem Hydroxyzimtsdure CoA-Ligase ,like' Protein aus Arabidopsis thaliana (4CL;
E.C. 6.2.1.12), einem Enzym des Phenylpropanstoffwechsels (Sequenz im Anhang 10.11.).

unbekannt; 58

Zellwandaufbau; 1
Translation; 2
Proteinabbau; 1

Sekundar-
stoffwechsel; 1 Abb.  4.43.: Zusammenfassung  der
sequenzierten cDNAs der Linie 6M

kategorisiert nach ihren besten Homologien

Catalase; 7

Transkription; 9

Transport; 7

Oz-Speicher; 2 Primarstoffwechsel; 5

sonstiges; 14

Die subtrahierte cDNA-Bank der Linie PT lieferte von insgesamt 563 der untersuchten cDNAs Sequenzen
131 (23 %) vermeintlich Differentielle. EIf dieser Sequenzen zeigten Sequenzahnlichkeit zu einer
putativen ,Catalase’ (bzw. ,TFIIB related protein’). Fir 42 cDNA Sequenzen konnte keine Zuordnung zu
bekannten Sequenzen gefunden werden (Abb. 4.44.). Fir Transportprozesse, die Proteinmarkierung,
RNA- oder DNA-Bindung, sowie Primarstoffwechselprozesse kodierten 2 - 5 cDNA Sequenzen. Fir den
Aufbau der primaren Zellwande und die Translation konnte jeweils eine kodierende Sequenz gefunden
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werden. Bei der cDNA des putativen Sekundarstoffwechselproteins handelt es sich um ein Protein,
welches Sequenzahnlichkeit zu einer B-Amyrin Synthase (prenyltransferase/squalen oxidase) aus
Euphorbia tirucalli und Medicago truncatula zeigt (Sequenz im Anhang 10.12.). Unter ,sonstiges® sind 49
cDNA Sequenzen eingeordnet, die Sequenzahnlichkeit zu einem Arachidonsaure induzierten Protein
(DEAI; P-rich protein, NtEIG-C29) aus Capsicum chinense zeigten. Die restlichen drei Sequenzen zeigten
Sequenzahnlichkeiten zu einem Pollen-spezifischen Protein (pollen Ole e 1 allergen and extensin family
protein) aus Vitis pseudoreticulata und Arabidopsis thaliana, einem F10A5.28 (integral membrane protein
DUF6) aus Arabidopsis thaliana und einem ,NEC IV’ Protein (putativer Xyloglucanase Inhibitor) aus
Nicotiana langsdorffii x Nicotiana sanderae (Solanum tuberosum).

Zellwandaufbau; 2

unbekannt; 42 Translation; 1
Proteinmarkierung; 5

Sekundar-
" stoffwechsel; 1

Catalase/TFIIB

RNA binding; 2 related: 1 Abb. 4.44.. Zusammenfassung der

sequenzierten cDNAs der Linie PT
——— Transkription; 1 .. .
~_ g kategorisiert nach ihren besten
DNA binding; 3

\ Homologien
Transport; 4

\Primérstoffwechsel; 7

sonstiges; 52
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5. Diskussion

5.1. Gewinnung der Vorstufe Deoxypodophyllotoxin

Naturstoffintermediate sind in Pflanzen oft nur in geringen Mengen vorhanden. Das macht eine Extraktion
aufwendig und erfordert z.T. groRe Mengen an Pflanzenmaterial. Dennoch sind diese Stoffe notwendig,
um grundlegende Untersuchungen der Biosynthese von Naturstoffen vorzunehmen. Fir phyto- und bio-
chemische Untersuchungen der ,spaten“-Schritte der Lignanbiosynthese mussten groRe Mengen an
DOP zur Verfligung gestellt werden.

Zwei Verfahren zur Gewinnung von DOP wurden getestet. van Uden et al. (1997) reinigten das
extrahierte DOP aus Anthriscus sylvestris Wurzelstlicken dreifach saulenchromatographisch auf und
konnten DOP schlieRlich aus Methanol auskristallisieren. Die Effizienz lag dabei bei etwa 51 %. In dieser
Arbeit sollte die Methode nach van Uden et al. (1997) so verkiirzt werden, dass DOP mdglichst schnell
und einfach aus den Wurzelstiicken extrahiert und angereinigt werden konnte. Die einfache saulen-
chromatographische Reinigung reichte jedoch nicht aus, um DOP mit einem Reinheitsgrad von mindes-
tens 80 - 90 % zu erhalten (4.1., Abb. 4.1.).

Parallel zur Gewinnung von DOP aus Pflanzenmaterial wurde eine modifizierte Methode nach Jackson
und Dewick (1984) zur Synthese von DOP aus PTOX verwendet. Diese Methode erwies sich als
schneller, einfacher und effizienter. Eine einmalige S&ulenchromatographie reichte aus, um DOP von
Synthesenebenprodukten, dem Katalysator und dem restlichen PTOX abzutrennen. Die Effektivitat wurde
von Jackson und Dewick (1984) mit 64 % angegeben, wobei sie eine dinnschichtchromatographische
anstelle einer saulenchromatographischen Reinigung verwendeten. Die Ausbeuten nach der modifi-
zierten Methode lagen je nach Syntheseansatz zwischen 36 - 54 % mit einem Reinheitsgrad > 80 %.
Aufgrund der Effizienz der Synthesemethode wurden die Extrakte aus Anthriscus sylvestris nicht weiter
aufgereinigt und verworfen.

5.2. Charakterisierung der Zellsuspensionskulturen

Fir die Untersuchung der ,spaten“-Schritte der Aryltetralin-Lignanbiosynthese wurden zwei verschiedene
L. album Zellsuspensionskulturen verwendet. Die Zellinie 6M akkumuliert berwiegend 6MPTOX
(Neumetzler, 2003), wahrend Linie PT Uberwiegend PTOX bildet (Garden, 2004). Eine vergleichende
Charakterisierung sollte zunachst klaren, wie das unterschiedliche Lignanakkumulierungsmuster zu-
stande kommt.

Bei der Charakterisierung der Zellkulturen 6M und PT wurden die FGs und TGs, verschiedene
Mediumsparameter, sowie die Lignangehalte der Zellen Uber einen Zeitraum von drei Wochen bestimmt.
Parallel dazu wurden die enzymatischen Aktivitaten der PAL, C4H, CAD, DOP6H und BP6OMT Ulber
einen Zeitraum von 16 Tagen ermittelt. Die erhaltenen Kurven der Mediums- und Wachstumsparameter
(Abb. 4.4. und 4.5.) zeigen typische Verlaufe fiir pflanzliche Zellsuspensionskulturen, wie sie bereits in
friheren Charakterisierungen bei verschiedenen L. album Kulturen beobachtet werden konnten (Empt et
al., 2000; Garden, 2004; Henges, 1999; Neumetzler, 2003; Seidel et al., 2002; Smollny et al., 1998; van
Firden, 2004; Windhovel, 2002).

5.2.1. Wachstums- und Mediumsparameter

Nach dem Uberfihren der Zellen in neues Medium musste sich deren Stoffwechsel auf die neuen
Bedingungen einstellen. Aus diesem Grund fand zunachst keine Wachstumszunahme statt (4.2.2., Abb.
4.5.). Fur Linie 6M dauerte diese lag-Phase bis Tag 1, wahrend sie bei Linie PT bis Tag 2 anhielt. Dieser
Unterschied kénnte mit der Aggregatgrofie der Zellen, d.h. mit der damit verbundenen besseren Versor-
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gung einzelner Zellen zusammenhangen. Zellen der Linie 6M bilden plattchenartige Aggregate, wahrend
Zellen der Linie PT in feinen Zellklimpchen vorliegen. Zellen, die zu Klimpchen aggregieren, scheinen
somit einer etwas schlechteren Versorgung zu unterliegen. Dies zeigte sich auch im verminderten Ver-
brauch der Kohlenstoffquelle Saccharose. Die Anderungen der Zuckergehalte verhalten sich spiegel-
bildlich zur Kurve der Trockengewichte, d.h. in dem Malie wie die Trockengewichte ansteigen, nehmen
die Zuckergehalte im Medium ab (4.2.1., 4.2.2., Abb. 4.4. und 4.5.). Neben einer verminderten Einzel-
versorgung der Zellen besteht aulRerdem noch die Méglichkeit, dass Zellen der Linie PT generell eine
reduzierte Nahrstoffaufnahmefahigkeit oder -verwertung haben. Die Unterschiede in der Nahrstoffauf-
nahme zwischen den Zellinien spiegeln sich auch darin wider, dass Zellen der Linie PT lonen in einer
anderen Reihenfolge im Vergleich zu Linie 6M aufnehmen (siehe pH-Werte).

Nach der exponentiellen Wachstumsphase zwischen den Tagen 2 - 7 (Linie 6M) bzw. 3 - 7 (Linie PT) in
der sich die Zellen vermehrt teilten, wurden die maximalen FGs in Linie 6M an Tag 7 - 14 und in Linie PT
an Tag 10 erreicht. In Linie 6M erreichten die FGs 14,9 - 13,8 +/- 1,4 g/Kolben, wahrend sie in Linie PT
bis 18,2 g/Kolben anstiegen. Die Unterschiede in den Maxima kdnnen zum einen, durch den spateren
Beginn der log-Phase und zum anderen, in einer verstarkten Vakuolisierung infolge von Wasser-
einlagerung in Zellen der Linie PT, begrindet sein. Die verstarkte Vakuolisierung ist auch der Grund
dafiir, dass die maximalen TGs 2 - 3 Tage vor der maximalen FG-Akkumulation erreicht wurden.
Maximale TGs wurden fiir die Linien 6M und PT zwischen den Tagen 4 - 5 bzw. 6 - 7 erreicht. Ab Tag 6
bzw. 7 war die Kohlenstoffquelle (Saccharose) weitestgehend aufgebraucht (Bl von 0,3 %; Abb. 4.4.),
was bedeutete, dass kein weiteres Wachstum mehr mdglich war. Im Zuge dessen reicherten sich
vermutlich zusatzlich toxische Stoffwechselprodukte an und die Absterbephase setzte ein. Ab Tag 12
konnte diese Phase nicht nur an den TGs, sondern auch am Anstieg der Brechungsindices und den
Leitfahigkeiten beobachtet werden. Dieser Anstieg beruht auf der Freisetzung von verschiedenen
Zellinhaltsstoffen, hervorgerufen durch die Lyse der Zellen.

Die Leitfahigkeit des Mediums ist ein Maf fir die lonenkonzentration. |hr Verlauf korreliert spiegelbildlich
mit dem der FGs. Die Zellen nehmen bis Tag 10 kontinuierlich lonen auf und geben im Zuge der Zellyse
wieder lonen ins Medium ab. Der pH-Wert des Mediums der Linie 6M stieg von pH 4,9 kontinuierlich
(Ausnahme zwischen Tag 3 und 4) bis Tag 21 auf pH 6,5 an, wahrend er in Linie PT zunachst um eine
pH-Einheit abfiel, um dann stetig bis auf pH 6,5 am letzten Erntetag zu steigen. Dies kdnnte mit einer
unterschiedlichen lonenaufnahmefahigkeit der Zellen zusammenhangen. Nach Schénell (1996) und Empt
et al. (2000) liegt das Absinken des pH-Wertes vor allem an der Aufnahme von Phosphat- und
Ammoniumionen, wobei Phosphationen maRgeblich an der Pufferwirkung des Mediums beteiligt sein
sollen. Der Anstieg des pH-Wertes scheint hingegen durch die Aufnahme von Nitrationen verursacht zu
werden, da deren Aufnahme unmittelbar mit der von Protonen gekoppelt ist (aktiver Transport unter ATP-
Verbrauch; Heldt, 1999). Die Zellen der Linie PT scheinen somit im Gegensatz zu Zellen der Linie 6M
verstarkt Phosphationen aus dem Medium zu resorbieren, was zugleich auf einen erhéhten Bedarf bzw.
eine verminderte Speicherkapazitat fir Phosphat hindeutet.

Phosphat kann in der Zelle in Form von Phytinsaure (Phytat, Inositol-1,2,3,4,5,6-Hexaphosphat) gespei-
chert werden. Dabei werden Phosphate am Zuckeralkohol Inosit gebunden. Inosit wird, wie aus Tab. 2.1.
zu entnehmen ist, in Form des myo-Inosits dem Medium zugegeben. Das Phytat kann in seiner
Eigenschaft als Anion gleichzeitig als Speicher bzw. Komplexbildner weiterer lonen, wie Ka*, Mgz+, ca”,
Mn?* oder beispielsweise Fe®* dienen (Harland und Oberleas, 2001).

Im Zusammenhang mit den SSH-Experimenten konnten ebenfalls Hinweise auf eine eventuell unter-
schiedliche aktive Nitrationenaufnahme oder eine Phosphat-Speicherkapazitat gefunden werden. In der
subtrahierten cDNA-Bank der Linie PT wurde eine Sequenz mit Ahnlichkeit zu einer ,plasma membrane
H'-ATPase’ gefunden, die eine erhdhte Expression zeigte (Tab. 4.18.), wahrend in der subtrahierten
cDNA-Bank der Linie 6M eine Sequenz mit Ahnlichkeit zu einer Inositol-3-Phosphat Synthase auftrat, die
schwacher exprimiert war (Tab. 4.13.). Zuséatzlich wurde in Linie 6M eine Sequenz mit Ahnlichkeit zu
einer myo-Inositol-1-Phosphat Synthase gefunden (Uberexprimiert, Tab. 4.15.; siehe hierzu 5.7.). Wobei
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die Bezeichnungen ,1- Phosphat Synthase’ und ,3-Phosphat Synthase’ den gleichen Enzymtyp (die
gleiche Enzymreaktion) kennzeichnen und die Benennung lediglich von unterschiedlicher D- bzw. L-
Nomenklatur des Inositol-Phosphates ausgeht (Podeschwa, 2003; NCBI-Proteindatenbank). Bei der myo-
Inositol-1/3-Phosphat Synthase handelt es sich um eine Isomerase, die Glucose-6-Phosphat in myo-
Inositol-1/3-Phosphat Uberfiihren kann. Myo-Inositol-1/3 ist zum einen die Ausgangssubstanz flr die
Bildung des Phytats und zum anderen des myo-Inositol-1,4,5-triphosphates, einem wichtigen Bestandteil
der bei der Rezeptor-vermittelten Hydrolyse aus Phosphatidylinositol-bisphosphat freigesetzt wird und fur
die Offnung von intrazellularen Ca*"-Kanélen sorgen kann.

Im Gegensatz zum niedrigen pH-Wert des Mediums sank die Leitfahigkeit der Linie PT an Tag 1
weniger stark ab. Das bestatigt die Annahme, dass in dieser Zellinie zuerst Phosphationen aufgenommen
und bendtigt werden und erst dann groftere Mengen an Ammonium und Nitrat aus dem Medium verstoff-
wechselt werden.

5.2.2. Enzymatische Aktivitaten iber den Kulturverlauf

Bei der PAL handelt es sich um das ,Eingangsenzym® des Phenylpropanstoffwechsels. In Medicago
truncatula konnten in verschiedenen Geweben nach unterschiedlichen Stressstimuli insgesamt neun PAL
bzw. PAL-ahnliche Gene nachgewiesen werden (Dixon und Reddy, 2003). In Tabak wurden zwei
Familien von PAL-Genen mit jeweils zwei Vertretern gefunden (Dixon und Reddy, 2003). Das PAL2 Gen
aus Tabak ist ein l6sliches Protein, wahrend das PAL1 Gen sowohl in der Fraktion mikrosomaler als auch
I6slicher Proteine vorliegt (Rasmussen und Dixon, 1999). Man vermutet, dass das PAL1-Protein direkt mit
der C4H assoziiert sein kdnnte. In einer cONA Bibliothek von L. album Zellsuspensionskulturen konnten
bisher nur zwei PAL-Isoformen gefunden werden (Schwelm, 2001). Es ist aber anzunehmen, dass auch
in L. album weitere PAL-Isoformen vorliegen kénnen.

Da die PAL-Aktivitat in der Proteinrohfraktion gemessen wurde, ist keine Aussage darliber mdglich,
welche Aktivitat von welcher PAL-Isoform tatsachlich detektiert wurde. Es ware aber moglich, dass das
.Kleine* Maximum an Tag 1 der Zellinie 6M mit 94 +/- 11 pkat/kg Protein von einer durch Stress induzier-
ten Isoform hervorgerufen wurde. Gleiches gilt auch fur das erste Maximum der PAL Aktivitat in Linie PT
an Tag 1 mit 209 +/- 34 pkat/kg Protein (4.2.3.1. Abb. 4.6.). Allerdings ist die Bezeichnung ,erstes Maxi-
mum® kritisch zu betrachten, da die Standardabweichungen des Wertes mit +/- 34 pkat/kg Protein sehr
hoch sind und dadurch keine eindeutige Aussage uber ein tatsachliches Maximum mdglich ist. Mann
nimmt an, dass die Aktivitatssteigerung der PAL an Tag 1 durch den sog. ,Verdinnungseffekt®, einer
Stressantwort der Zellen auf das Uberimpfen in frisches Nahrmedium, hervorgerufen wird (Hahlbrock,
1976; van Furden et al., 2005). Das Maximum der PAL Aktivitat lag fur Zellinie 6M an den Tagen 5 - 6
(210 +/- 20 pkat/kg Protein). Zellinie PT besall mit 212 +/- 27 pkat/kg Protein an Tag 5 ein Maximum.
Sowohl die Verlaufe als auch die Hohe der ermittelten enzymatischen Aktivitaten sind vergleichbar mit
denen anderer L. album Zellkulturen, wobei in anderen Zellinien oftmals das Hauptmaximum mit der
Stressantwort am ersten Kultivierungstag zusammenfiel (Henges, 1999; Neumetzler, 2003; van Firden,
2004; Windhovel, 2002).

Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt erwahnt, katalysiert die C4H den zweiten Schritt des Phenyl-
propanstoffwechsels. Einige Isoformen dieses Enzyms scheinen teilweise mit einigen Isoformen des
Einstiegsenzyms PAL assoziiert zu sein. In Medicago truncatula und Glycine max wurden je zwei Iso-
formen gefunden (Dixon und Reddy, 2003). In L. album konnte erstmals mittels einer einfachen PCR ein
Genstuick isoliert werden (4.5.4.1.). Bei der Durchsuchung einer cONA Bank der Zellinie 6M wurde bisher
eine cDNA gefunden, die fiir dieses Enzym kodiert (Korczak, 2006).

Erstmals wurde die enzymatische Aktivitdt der C4H Uber den Kulturverlauf von 16 Tagen in diesen
Zellkulturen verfolgt. Das Maximum der C4H Aktivitat der Linie 6M lag an den Tagen 4 - 6 (4.2.3.1. Abb.
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4.7.). Die hohen Standardabweichungen kamen zum einen dadurch zustande, dass das Maximum der
C4H Aktivitat der ersten Charakterisierung an Tag 4 - 5 und der zweiten Charakterisierung an Tag 6 lag
(Abb. 5.1.). Zum anderen waren die Standardabweichungen der maximalen Enzymaktivitaten der Cha-
rakterisierung 2 mit 35,9 bzw. 25,5 pkat/kg Protein sehr hoch. Ein Mess- oder Pipettierfehler kann nicht
ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz dazu wurde die maximale C4H Aktivitat der Linie PT an den Tagen 1 und 2 detektiert. Die
Praparation der mikrosomalen Fraktion aus Linie PT war in allen Fallen schwieriger als fir Linie 6M. Das
Wachstum der Zellen in feineren Aggregaten erforderte ein etwas langeres und intensiveres Morsern,
was moglicherweise zu einer héheren Reibungswarme beim Zellaufschluss fiihrte. Das Rucklésen und
Verdinnen der mikrosomalen Proteine erfolgte parallel zu denen aus Linie 6M. Allerdings war die
Mikrosomenldsung aus Linie PT meist zahflissig, was ein Entsalzen mittels PD10-Saulen sehr schwierig
machte und dies, obwohl die Proteinkonzentration stets geringer als die der Linie 6M war.

160
—@— Charakterisierung 1

140 A T —&— Charakterisierung 2
S
= 120 A
-
< £
T & 100 .
s Abb. 5.1 Spezifische enzyma-
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N 40 - einen Kulturverlauf von 16 Tagen
()
2 [Mittelwerte und Standardabweichun-

20 A gen aus je einer Messreihe mit Drei-

0 fachproben].
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Die CAD gehort zu einer groRen Klasse von Zink-enthaltenden Alkohol-Dehydrogenasen, die meist als
Dimer vorliegen. Je nach Pflanzenart wurden mehrere Isoformen beschrieben. So fand man beispiels-
weise in Arabidopsis thaliana 12 mdgliche Konsensussequenzen (Dixon und Reddy, 2003; Petersen et
al., 1999). Aus L. album ist bisher die Vollangensequenz einer CAD bekannt (Schwelm, 2001).

Die enzymatische CAD-Aktivitdt der untersuchten Zellinien 6M und PT zeigte sehr unterschiedliche
Verlaufe. Das Maximum in Linie PT war an den Tagen 3 - 4 zu finden, wahrend es fir Linie 6M an Tag 9
lag (4.2.3.1. Abb. 4.8.). Bei Linie 6M trat zudem an Tag 1 ein ,kleines* Aktivitatsmaximum auf. Das
Auftreten von zwei Maxima, sowie das Vorkommen eines spaten Hauptmaximums, an einem Tag, an
dem bereits die Absterbephase der Zellkultur begann, kann darauf hindeuten, dass entweder mehrere
CADs (mindestens zwei), oder andere Alkohol-Dehydrogenasen bei der Messung der Aktivitat erfasst
wurden. Dies kdnnte der Fall sein, wenn Alkohol-Dehydrogenasen vorhanden waren, die Coniferylalkohol
mehr oder weniger substratunspezifisch im Zuge abbauender Reaktionen zur Energiegewinnung um-
setzen wirden.

Die Aktivitdten der DOP6H und BP60OMT, die an den ,spaten“-Schritten der Lignanbiosynthese beteiligt
sind, konnten erstmals in L. album Zellsuspensionskulturen tber den Kulturverlauf verfolgt werden. Die
spezifischen enzymatischen Aktivitaten dieser beiden Enzyme waren im Vergleich zu denen aus dem
»Allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel* mit maximal 3 - 5 (DOP6H) und 14 - 16 pkat/kg Protein
(BP60OMT) gering (4.2.3.2. Abb. 4.9. und 4.10.). Es ist anzumerken, dass ein Vergleich zwischen den in-
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vitro Aktivitdten der PAL und CAD (photometrische Enzymteste) mit den in-vitro Aktivitaten der C4H,
DOP6H und BP60OMT (Enzymteste mit anschlielender HPLC-Analyse) kritisch betrachtet werden muss.
Die spezifischen enzymatischen Aktivitaten wurden in Rohproteinfraktionen und wie bereits erwahnt unter
in-vitro Bedingungen ermittelt. Sie spiegeln somit nicht die Verhaltnisse in-vivo wider.

Die hohen Standardabweichungen der DOP6H Aktivitdt der Linie 6M an den Tagen 5 und 6 wurden
verursacht durch die Verschiebung der maximalen Aktivitaten (Abb. 5.2.). Bei der ersten Charakteri-
sierung lag die Hauptaktivitat mit 5,0 +/- 0,8 pkat/kg Protein an Tag 6, wahrend sie bei der Zweiten mit
4,5 +/- 0,2 pkat/kg Protein an Tag 5 zu finden war. Die Verschiebung der enzymatischen Hauptaktivitaten
um 1 - 2 Tage scheint fir pflanzliche Zellkulturen nichts Ungewdhnliches zu sein. A. Henges (1999)
konnte dies beispielsweise ebenfalls fiir die C4H in der L. album Zellinie X4 beobachten.

DOP6H Aktivitaten der Linie 6M der
Charakterisierung 1 im Vergleich zu
Charakterisierung 2 Uber einen Kultur-
verlauf von 16 Tagen [Mittelwerte und
Standardabweichungen aus je einer Mess-
reihe mit Dreifachproben].
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Die Maxima der BP60OMT Aktivitadten lagen fir Linie 6M mit 15 - 13 +/- 2 pkat/kg Protein an Tag 2 und
4 - 6, wahrend diese flr Linie PT mit 14 +/- 1 ykat/kg Protein an Tag 5 zu finden waren (Abb. 4.10.). Im
Vergleich dazu wurden in L. nodiflorum Zellsuspensionskulturen lediglich maximal 9 pkat/kg Protein an
Tag 7 detektiert (Kranz und Petersen, 2003).

5.2.3. Lignangehalte

Der 6MPTOX-Gehalt der Linie 6M sank an den Anfangstagen geringfugig ab, um auf ein Maximum von
5,4 +/- 0,2 mg/g TG an Tag 11 zu steigen (4.2.4. Abb. 4.11.). Bis Tag 21 sank der 6MPTOX-Gehalt in
Linie 6M auf 2,6 +/- 0,2 mg/g TG. L. Neumetzler fand 2003 in dieser Kultur etwa 10 mg/g TG 6MPTOX an
Tag 14, was zeigt, dass sich das Lignanakkumulierungsmuster im Verlauf von etwa zwei Jahren
verandert hat. Die héchsten 6MPTOX-Gehalte wurden bisher in ,hairy root’ Kulturen von L. album mit
etwa 35 mg/g TG gefunden (Dr. E. Fuss, personliche Mitteilung).

Im Gegensatz zu den geringeren 6MPTOX-Gehalten an den Tagen O - 4 in Linie 6M, waren die PAM-,
B-Peltatin- und DOP-Gehalte in diesem Zeitraum erhdht (Abb. 4.12. a)). Die hohen Anfangsgehalte von
PAM-, B-Peltatin- und DOP kdénnten dadurch zustande kommen, dass an Tag 2 bereits DOP von den
Enzymen des ,Allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels® und der ,frihen“-Schritte der Lignanbiosyn-
these gebildet wurde, welches durch die geringfligig vorhandene DOP6H in B-Peltatin Uberfiihrt wurde.
B-Peltatin konnte im Anschluss direkt in PAM Uberfiihrt werden, wohingegen PAM aufgrund fehlender
PAM7H Aktivitdt akkumulierte.

An den Tagen 7 - 9 bzw. 7 und evtl. 8 (hohe Standardabweichung) stiegen die B-Peltatin- bzw. PAM-
Gehalte in Linie 6M erneut an, wohingegen die DOP-Gehalte gegen Null gingen (Abb. 4.12. a)). Dies
lieRe sich durch die erhdhten Aktivitditen der DOP6H und BP60OMT an den Tagen 5 - 6 bzw. 4 - 6

117



Diskussion

erklaren. PAM wurde allerdings im Anschluss nur sehr langsam in 6MPTOX uberfuhrt und akkumulierte
dadurch zunachst. Die hohen Standardabweichungen der PAM-Gehalte kamen dadurch zustande, dass
in den einzelnen Charakterisierungen die gemessenen Maxima stark unterschiedlich waren. So wurden
beispielsweise an Tag 7 bei Charakterisierung 1 ein Gehalt von 33,3 pg/g TG PAM ermittelt, wahrend bei
Charakterisierung 2 der PAM-Gehalt bei 20,6 ug/g TG lag.

Die hohen Gehalte an PAM-, B-Peltatin- und DOP an den Tagen 0 bzw. 2 erklaren aber nicht die
sinkenden 6MPTOX-Gehalte zwischen den Tagen 0 - 4, es sei denn eine 6MPTOX-Bildung ware durch
das Fehlen oder eine totale Blockade des PAM7H-Enzyms nicht moglich. In diesem Fall wirde der
Gesamtgehalt an 6MPTOX aufgrund der Wachstumszunahme vermindert. Eine weitere Moglichkeit ware
eine abbauende Reaktion, die 6MPTOX direkt in PAM Uberflihren kann. A. Henges (1999) fand heraus,
dass die Lignane 6MPTOX und PTOX {iberwiegend in der Vakuole zu finden sind. Es scheint fir
Pflanzen im Allgemeinen ein weit verbreitetes Prinzip zu sein, ihre Giftstoffe als solche oder in ihrer
glycosylierten Form in der Vakuole zu speichern (Strasburger, 1991). So werden beispielsweise primare
Herzglykoside in einem energieabhangigen Prozess in die Zentralvakuole aufgenommen und dort
gespeichert (http://www.biologie.uni-erlangen.de/pharmbiol/index.html; AG Prof. Dr. W. Kreis). Fur den
stereospezifischen Transport der Isochinolin-Alkaloid Vorstufen (S)-Reticulin und (S)-Scoulerin in die
Vakuolen von Fumaria capreolata wurde ein ATP-abhangiges Protonentransportsystem nachgewiesen
(Deus-Neumann und Zenk, 1986). Einige Sekundarstoffe wie z.B. Medicarpin kénnen durch Bildung von
Glutathion-S-Konjugaten mittels spezifischen ABC-Transportern in die Vakuole transportiert werden,
wobei der Transfer von endogenen Substraten (z.B. Medicarpin, Zimtsdure oder Cyanidin-3-Glucosid) auf
Glutathion durch Glutathion-S-Transferasen katalysiert wird (Li et al., 1997; Marrs, 1996; Rea et al.,
1998). Desweiteren koénnen Pflanzen ihre Naturstoffe durch Protonierung oder Komplexbildung mit
Pflanzensauren oder phenolischen Verbindungen in der Vakuole akkumulieren. So werden beispiels-
weise die Schoéllkrautalkaloide Sanguinarin und Chelerythrin an Chelidonsaure gebunden (Matile, 1976;
Hauser und Wink, 1990).

Die Bildung von PAM aus 6MPTOX, bei einer eventuell abbauenden 6MPTOX-Reaktion, kénnte ener-
getisch schwierig sein und wirde vermutlich zunachst nach Entfernung der Hydroxylgruppe an Position 7
in der Bildung einer C-C Doppelbindung resultieren. Mdglich ware eine membrangebundene oder
membran-assoziierte Synthethase- oder Transferasereaktion, die das wasserlosliche 6MPTOX-Glucosid
beim Durchgang oder Transport durch den Tonoplasten in PAM Uberfiihrt, oder wie eben flir Medicarpin
beschrieben, ein ABC-Transporter, der den Transfer lGbernimmt. Diese Modellvorstellung liefe sich
theoretisch auch fir die Hinreaktion von PAM in 6MPTOX postulieren, aber wie die Biotransformations-
experimente zeigten, ist BMPTOX eindeutig ein Intermediat bei der Bildung des Glucosids.

Das Absinken der 6MPTOX-Gehalte ab Tag 11 konnte ebenso zustande kommen, da die aktivierte
Glucose fir die Energiegewinnung und somit zur Verzégerung der Absterbephase bendtigt werden
kénnte. Es ist aber eher denkbar, dass das Absinken des 6MPTOX-Gehaltes am Ende der Kultivierungs-
phase, durch die Abgabe von 6MPTOX oder 6MPTOX-Glucosid an das Medium, mit der Zellyse in
Zusammenhang steht.

In Linie PT waren die DOP- und B-Peltatin-Gehalte an den Tagen 4 - 7 bzw. 4 - 8 erhéht. DOP schien
bereits ab Tag 0 direkt in B-Peltatin umgesetzt zu werden und dies, obwohl die DOP6H Aktivitat dieser
Zellinie aulerst gering war. Akkumuliertes DOP schien in Folge aber nicht weiter in §-Peltatin, sondern zu
PTOX umgesetzt zu werden. Dieses Resultat wirft folgende Fragen auf: Wie konnten die relativ hohen
B-Peltatin-Gehalte trotz fast fehlender DOP6H Aktivitat gebildet werden und weshalb akkumuliert
B-Peltatin und nicht PAM, obwohl die spezifische BP60OMT Aktivitat sehr hoch ist?

Die hohen B-Peltatin-Gehalte lassen sich damit erklaren, dass entweder die geringe DOP6H Aktivitat
ausreichte, um DOP hocheffektiv in B-Peltatin umzusetzen, oder eine unspezifische Monooxygenase
fihrte die Hydroxylgruppe an Position 6 ein, um eine Detoxifikation des lipophilen und toxischen DOPs
herbeizufuhren. Das entstandene B-Peltatin konnte in Folge glucosyliert und gespeichert werden. Die
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Ergebnisse der Biotransformation mit DOP und anschlieRender Lignanextraktion der Zellen ohne
B-Glucosidase und Wasserzugabe bestatigen das Vorliegen des B-Peltatin-Glucosides (4.5.1.2./5.5.1.).
Ab Tag 5 scheint DOP verstarkt in PTOX uberfuhrt zu werden. PAM konnte bisher in keiner Lignan-
extraktion der Zellinie PT gefunden werden und dies, obwohl eine BP60OMT Aktivitdt mit sehr geringen
Ku-Werten fir B-Peltatin gefunden wurde (4.4.2./5.4.1.), was auf eine hohe Substratspezifitat schlief’en
lasst. Vermutlich wurde PAM direkt und sehr effektiv durch die PAM7H in das Folgeprodukt 6MPTOX
(oder BMPTOX-Glucosid) Uberfihrt.

Die héchsten PTOX-Gehalte der Linie PT wurden zwischen den Tagen 8 - 18 mit 2,4 - 2,5 +/- 0,6 mg/g
TG erreicht. Die hdchsten 6MPTOX-Gehalte lagen an Tag 8 mit 0,5 +/- 0,2 mg/g TG. Die intrazellularen
PTOX- und 6MPTOX-Gehalte sanken auch nach Tag 18 nicht wesentlich ab. Es ist somit anzunehmen,
dass entweder kein Abbau des PTOX stattfand, die Zellen der Linie PT einer geringeren Zellyse unter-
worfen sind und PTOX (6MPTOX) dadurch nicht freigesetzt wurde oder, dass trotz stattfindender Zellyse
PTOX (6MPTOX) an den abfiltrierbaren Zellbestandteilen haften blieb. Auch in der Zellinie PT scheinen
Veranderungen in der Lignanakkumulation stattgefunden zu haben. H. Garden fand ein Jahr zuvor noch
etwa 3,5 mg/g TG PTOX in dieser Kultur (Garden, 2004).

Die héchsten enzymatischen PAL, C4H, DOP6H und BP6OMT Aktivitaten, sowie maximale Frisch- und
Trockengewichte wurden in Linie 6M Uberwiegend an den Tagen 4 bzw. 5 - 6 gemessen (4.2.2., 4.2.3;
Abb. 4.5., 46., 4.7., 49., 410.). Erst mit Ende der Wachstums- und Vermehrungsphase an Tag 4
(Beginn der stationaren Phase) und Einsetzen der Expression der oben genannten Proteine stiegen die
6MPTOX-Gehalte kontinuierlich bis Tag 11 an.

In Linie PT waren die PAL und SP60OMT Hauptaktivitdten an den Tagen 4 bzw. 5 - 6 zu finden, wohinge-
gen die der CAD und C4H an den Tagen O - 3 lagen (Abb. 4.7. und 4.8.). Diese Unterschiede in den Akti-
vitaten spiegeln das Lignanakkumulierungsmuster dieser Zellinie nicht wider, denn PTOX (und 6MPTOX)
schienen Uber die gesamte Kultivierungszeit kontinuierlich gebildet zu werden (Abb. 4.11.). Nach dem
Erreichen der stationdren Wachstumsphase akkumulierte PTOX (6MPTOX). Dies lasst die Vermutung zu,
dass die detektierte PAL Aktivitat moglicherweise nicht unmittelbar an der Bildung dieser Lignane beteiligt
war. Das gleiche gilt fir die BP60OMT Aktivitat der Zellinie PT. Vermutlich sind einige OMTs in der Lage
Substrate mehr oder weniger unspezifisch zu methylieren, folglich kénnten deren Aktivitdten ebenfalls
erfasst worden sein (bi- bzw. multifunktionelle Enzyme; Gauthier et al., 1998; Frick und Kutchan, 1999;
Schroder et al., 2002).

In beiden Zellinien konnten analoge Verldufe der enzymatischen PAL, C4H und BP60OMT Aktivitaten,
sowie ahnliche Wachstumskurven in vergleichbarer Gré3enordnung detektiert werden. CAD Aktivitaten
wurden ebenfalls in Zellen beider Linien gefunden, wohingegen die DOP6H fast ausschlielich in Linie
6M detektierbar war. Dies lasst den Schluss zu, dass die DOP6H der SchllUssel fur die differentielle
Lignanakkumulation ist. Wenn die DOP6H vorhanden ist, wird 6MPTOX synthetisiert, fehlt sie, wird PTOX
gebildet. Diese Annahme konnte durch die Biotransformationsexperimente in Kombination mit der Gabe
von Hemmstoffen bestéatigt werden (4.5.1.3.; 5.5.1.).
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5.3. Biochemische Charakterisierung der DOP6H

Erstmals konnte die DOP6H aus einer L. album Zellsuspensionskultur (Linie 6M) charakterisiert werden.
Kontrollexperimente und LC/MS-Analysen bestéatigten die Richtigkeit der entstandenen Produkte. Nach
Bestimmung der allgemeinen Parameter wurden die Standardenzymteste bei 30°C fiir 20 min mit 338 ug
Protein durchgefiihrt. Der optimale pH-Wert in Tris/HCI Puffer lag bei pH 7,5 - 8,5. Die apparenten
Michaelis-Menten Konstanten lagen fiur DOP und NADPH in den Bereichen 1 - 3 +/- 1 yM und
20 - 40 +/- 14 uM. Diese Ergebnisse waren mit den Charakteristika der DOP6H aus Zellsuspensionskul-
turen von L. flavum und L. nodiflorum vergleichbar (Molog et al., 2001; Kuhimann, 2004). Fir L. flavum
wurden pH- und Temperaturoptima von 7,6 und 26°C ermittelt, flr L. nodiflorum 7,2 - 7,4 und 33 - 38°C.
Die apparenten Ky-Werte lagen in diesen Zellkulturen bei 20 bzw. 8,9 uM fiir DOP und 36 bzw. 55 uM fir
NADPH in L. flavum bzw. L. nodiflorum. Derart geringe Ky-Werte, die fiir eine hohe Enzym-Substrat-
spezifitdt sprechen, sind fur CYP-Enzyme nicht ungewdhnlich. Fur die Tabersonin 16-Hydroxylase aus
Catharanthus roseus wurden beispielsweise apparente Ky-Werte flr Tabersonin von 11 yM und fir
NADPH von 14 pM gefunden (St-Pierre und DelLuca, 1995). Dass die Bandbreite an apparenten Ky-
Werten dennoch sehr grol3 sein kann, verdeutlicht der Ky-Wert der 7-Deoxyloganin 7-Hydroxylase aus
Lonicera japonica von 170 uM fir 7-Deoxyloganin und 18 uM fir NADPH (Katano et al., 2001).

Ein Vorversuch zeigte, dass die DOP6H nicht durch die Dioxygenasehemmstoffe PCA2,4, PCA2,5 und
Trinex gehemmt werden kann. Die Wirkung dieser Hemmstoffe beruht auf ihrer Eigenschaft als a-Keto-
glutarat Substratanaloga. Im Gegensatz dazu konnte die DOP6H Reaktion durch die CYP-Hemmstoffe
vermindert werden (4.3.3.; Abb. 4.16.). Die genauen Wirkmechanismen der einzelnen Inhibitoren sind nur
z.T. bekannt. In Abb. 5.3. sind die Strukturformeln der Inhibitoren abgebildet.
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Abb. 5.3.: Strukturformeln der Inhibitoren

Dioxygenasehemmstoffe: Trinex, PCA2,4 und PCA2,5; CYP-Hemmstoffe: ABT, CLOT, NDA und Cyt c

(Cyt ¢ - Proteingerist mit prosthetischer Hdm ¢ Gruppe und zentralem Eisen-lon; Abb. aus http://www.dyna
meomics. org/status.shtml)

Bei ABT handelt es sich wahrscheinlich um ein selektives (moglicherweise sehr spezifisches) ,Selbst-
mord-Substrat®. Bei der Interaktion von ABT mit dem CYP-Enzym kommt es vermutlich zur katalytischen
Aktivierung von ABT unter Anwesenheit von Sauerstoff und NADPH und in Folge dessen, zu einem
N,N-verknipften ABT-Porphyrin Produkt. Dadurch geht das komplexierte Eisen-lon verloren und das
CYP-Enzym wird inaktiv (Ortiz de Montellano und Mathews, 1981; Reichhart et al., 1982). Die Hemmwir-
kung von ABT auf die DOP6H-Reaktion war nicht sehr groR. 5 x 10° M ABT war nétig, um eine 20 %ige
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Hemmung zu erhalten, wohingegen beispielsweise die C4H aus Helianthus tuberosus durch eine
Konzentration von nur 5 x 10 - 10 M um 50 % gehemmt werden konnte (Reichhart et al., 1982).

Die Hemmung der DOP6H durch NDA und CLOT war hingegen deutlicher. 1,1 x 10° M CLOT oder NDA
reichten aus, um eine 50 %ige Hemmung hervorzurufen. Diese Ergebnisse sind mit Inhibitionsversuchen
anderer CYP-Enzyme vergleichbar. So sind 10° - 10° M NDA notwendig, um eine 50 %ige Hemmung der
C4H aus Vicia spec. und der 5-O-(4-Cumaroyl)-D-Chinasaure 3-Hydroxylase aus Petroselinum crispum
zu verursachen (Rademacher et al., 1987). Die Tabersonin 16-Hydroxylase aus Catharanthus roseus
kann mit 10* M NDA oder 5 x 10° M CLOT zu 50 % gehemmt werden, wahrend fiir eine 50 %ige
Hemmung der (+)-Abscisinsdure 8-Hydroxylase aus Zea mays nur 10° M NDA notwendig sind (Krochko
et al., 1998; St-Pierre und Deluca, 1995).
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. % DOP6H/NADPH:
CYP-Reduktase
Komplex

QD
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Abb. 5.4.: Modellvorschlag des Hemmechanismus von NDA und CLOT auf die DOP6H

a) Modell eines nicht-kompetitiven Inhibitors: Die Hemmung kommt durch Bindung an einer bestimmten Stelle aus-
serhalb des aktiven Zentrums des Enzymkomplexes zustande und verhindert vermutlich durch eine Konformations-
anderung die enzymatische Reaktion. b) Modell der Wirkungsweise von CLOT und NDA: Nach der Beschreibung der
Wirkmechanismen dieser Hemmstoffe scheinen sie mit dem Eisen-Protoporphyrin IX zu interagieren [DOP6H - gelb:
Inhibitormolekdl, blau: Bindestelle fir O, am Eisen-Protoporphyrin IX, rot: DOP-Bindestelle; NADPH:CYP-Reduktase
- grun: NADPH-Bindestelle].

Die Wirkung von Imidazolen (CLOT) und Triazolen (NDA) ist vermutlich auf die Interaktion zwischen dem
freien spz-hybridisierten N-Elektronenpaar ihres heterozyklischen Ringes und dem Eisen-lon im aktiven
Zentrum des CYP-Enzyms zurlick zu fiihren (Rademacher et al., 1987; Zhang et al., 2002). Allerdings
fanden Trivedi et al. (2005), dass CLOT die Hamo-Peroxidase aus Plasmodium falciparum irreversibel
hemmen kann. Dabei wird CLOT unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid oxidiert und radikalisch an
das Protoporphyrin gebunden, so dass keine Enzymkatalyse mehr mdglich ist. Die Radikalisierung von
CLOT kann verhindert werden, wenn gentigend putatives Substrat vorhanden ist. Trotz dieses Wirkme-
chanismus konnte bei den durchgefiihrten DOP6H-Hemmkinetiken keine kompetitive, sondern eine ge-
mischte oder nicht-kompetitive Hemmung gefunden werden. Dies wiirde bedeuten, dass die Bindung des
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Substrates DOP in seine Substratbindetasche ungehindert erfolgen kann und NDA oder CLOT dennoch
Platz im aktiven Zentrum finden, um die Reaktion zu unterbinden oder zu stéren (Abb. 5.4.). Die Wirkung
von CLOT als ,Selbstmord“-Substrat kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, da die Zugabe von
100 oder 200 uM CLOT aufgrund der kaum messbaren Aktivitaten eine Bestimmung der Ky- und V-
Werte z.T. nicht mehr erméglichte.

Oxidiertes Cyt c greift nicht direkt in die Hemmung von CYP-Enzymen ein, sondern konkurriert um die,
von NADPH auf die NADPH:Cytochrom P450 Reduktase Ubertragenen Elektronen. Durch diesen
NADPH- bzw. Elektronenverlust, kann die CYP-Reaktion nur vermindert erfolgen. Die Hemmung der
DOP6H um 50 % war durch Zugabe von 1,6 x 10°M Cyt ¢ moglich. Diese Werte sind mit der Tabersonin
16-Hydroxylase aus Catharanthus roseus, die durch 10° M zu 50 % gehemmt wurde, vergleichbar (St-
Pierre und DeLuca, 1995). Bei der DOP6H aus L. flavum reichten 2,5 x 10°® M Cyt ¢ aus, um eine
90 %ige Hemmung zu erzielen (Molog et al., 2001). Eine vollstindige Hemmung durch héhere Cyt ¢
Gabe konnte bei der DOP6H aus L. album Linie 6M jedoch nicht beobachtet werden, was darauf
hindeuten kénnte, dass moglicherweise noch andere Elektronen-liefernde Prozesse eine Rolle spielen.

5.4. Biochemische Charakterisierung der BP60OMT

Erstmals konnte die BP60OMT Aktivitdt aus L. album Zellsuspensionskulturen der Linien 6M und PT
charakterisiert werden (4.4.). Kontrollexperimente und LC/MS-Analysen bestatigten die Identitat der
entstandenen Produkte. Nach Bestimmung der allgemeinen Parameter wurden die Standardenzymteste
bei 37°C fir 20 min mit 100 ug Protein durchgefiuhrt. Der optimale pH-Wert in Tris/HCI Puffer lag fir die
BP60OMT der Linie 6M zwischen pH 7,5 - 8,5 und der Linie PT bei pH 7,0. Dieses unterschiedliche pH-
Optimum kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die detektierten OMT-Aktivitaten mdglicherweise in-vivo in
verschiedenen Kompartimenten zu finden sind. Es kénnte aber auch bedeuten, dass sich die cytoplas-
matischen pH-Werte der untersuchten Zellinien geringfligig unterscheiden. Zugleich stellt sich die Frage,
ob es sich um die Aktivitat einer spezifischen BP60MT-Reaktion handelt, oder ob mehr oder weniger
Lunspezifische* OMTs diese Reaktion katalysieren (bi- bzw. multifunktionelle Enzyme; Gauthier et al.,
1998; Frick und Kutchan, 1999; Schrdder et al., 2002). Die gefundenen apparenten Michaelis-Menten
Konstanten fur -Peltatin waren sehr gering (4.4.), was ein Hinweis auf eine hohe Substratspezifitat ist.
Ein weiterer Unterschied zwischen den BP60OMT Aktivitaten der untersuchten Zellinien konnte bei den
proteinanalytischen Versuchen festgestellt werden (4.5.3.1. Tab. 4.5.). Nach fraktionierter (NH4),SO,
Fallung wurden die einzelnen Proteinfraktionen auf ihre BP60OMT Aktivitat getestet. Fir beide Linien
wurden die Hauptaktivitdten in den Fraktionen 40 - 50 und 50 - 60 % gefunden. Fur Linie 6M wurde
zusatzlich in Fraktion 30 - 40 % eine hohe Aktivitat von 3,9 pkat/kg Protein gefunden, wahrend dies bei
Linie PT in Fraktion 60 - 70 % mit 4,6 pkat/kg Protein der Fall war. Durch die Zugabe von (NH,4),SO, wird
die Loslichkeit von Proteinen herabgesetzt. Diese Léslichkeit unterscheidet sich von Protein zu Protein.
Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass bei der fraktionierten Fallung verschiedene OMTs getrennt
wurden, die eine BP6OMT Aktivitat aufweisen.

Die Charakteristika der BP60OMT aus den L. album Zellsuspensionskulturen sind trotz der gefundenen
Unterschiede vergleichbar mit denen der BP60OMT aus L. nodiflorum, deren pH- und Temperaturoptimum
bei pH 7,5 bzw. 40°C lagen. Die apparente Michaelis-Menten Konstante fiir S-Peltatin lag mit 42 uM
etwas Uber den Werten der BP60OMT aus L. album. Die apparente Michaelis-Menten Konstante fir SAM
lag hingegen mit 11 uM in einem vergleichbaren Bereich (Kranz und Petersen, 2003).

Hohe Konzentrationen des Co-Produktes SAH hemmen die BP60OMT Reaktion. Die Zugabe von
158 +/- 38 uyM (Linie 6M) bzw. 117 +/- 69 uM (Linie PT) bewirkte eine 50 %ige Hemmung. Die BP6OMT
aus L. nodiflorum konnte durch vergleichbare Konzentrationen von 100 - 120 yM SAH gehemmt werden
(Kranz, 2004).
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5.5. Suche nach den ,unbekannten” Hydroxylierungsreaktionen

5.5.1. Phytochemische Suche

Die Enzyme PAM7H und DOP7H der ,spaten“-Schritte der Biosynthese der Aryltetralin-Lignane sind
noch unbekannt. Sie sind fiir die Hydroxylierung an Position 7 des DOP zu PTOX bzw. des B-Peltatin-A-
Methylethers zu 6MPTOX verantwortlich. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Suche nach diesen beiden
Reaktionen. In kombinierten Fitterungs- und Hemmstoffexperimenten wurde versucht die ,spaten-
Schritte der Lignanbiosynthese selektiv zu hemmen, um so einen Hinweis auf die involvierten Enzyme zu
erhalten.

Die Vorversuche zur Lésungsmittelvertraglichkeit zeigten, dass die Zellen empfindlich auf die Zugabe der
Lésungsmittel reagierten. Zusatzlich verursachten die zugegebenen Hemmstoffe z.T. ein vermindertes
Zellwachstum und eine verminderte Zellvitalitdt. Dies konnte durch die Vitalitatsteste nach Towill und
Mazur (1974) bei Gabe von hohen NDA und Trinex Konzentrationen (5 x 10" M NDA und 1 x 10° M
Trinex) gezeigt werden. Solche Auswirkungen konnten bereits in vorhergehenden Arbeiten mit ,Hairy
root“ Kulturen von Catharanthus roseus beobachtet werden (Morgan und Shanks, 1999). Rademacher et
al. (1987) und Zhang et al. (2002) erklarten dies mit dem Eingriff der Inhibitoren in die Hormon-Biosyn-
these, so hemmt Trinex a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen der Gibberellin-Synthese (Rademacher,
2000). Diese Eigenschaft wird inzwischen in der Landwirtschaft genutzt, da die verminderte Konzentra-
tion an Gibberellinen zu einem kirzeren Wachstum von Getreidehalmen fiihrt. Dadurch werden die
Getreidehalme verstarkt und kénnen weniger leicht umknicken (Handelsbezeichnungen: Metro, Moddus,
Primo Maxx).

Die Zugabe von PTOX zu Zellen der Linien 6M und PT fuhrte zur Bildung des PTOX-Glucosid und nicht
zur Synthese von 6MPTOX. Hinzu kommt, dass bei der Suche nach weiteren Hydroxylierungsreaktionen
mit mikrosomalen Fraktionen der Linie 6M keine Umsetzung des PTOX durch CYP-Enzyme beobachtet
werden konnte (4.5.2.5.).Dies bedeutet, dass an Position 6 von PTOX keine Hydroxylgruppe eingefihrt
werden kann. Diese Informationen zusammen mit den biochemischen Eigenschaften (niedrige Ky-Werte)
der DOP6H und BP60OMT bestatigen die Reihenfolge der Reaktionen der 6MPTOX-Biosynthese von
DOP zu B-Peltatin und schlief3lich zu PAM in den Linien 6M und PT (Abb. 5.5.).

Die Zugabe von DOP zu Zellen der Linie 6M resultierte bis Tag 12 in einem 12-fachen Anstieg des
B-Peltatin-Gehaltes, einem 850-fachen Anstieg des PAM-Gehaltes und einem 2,4-fachen Anstieg des
PTOX-Gehaltes im Vergleich zu den MeOH-Kontrollen. Der 6MPTOX-Gehalt &nderte sich hingegen nicht.
PAM wurde bis Tag 12 nicht weiter in 6MPTOX Uberflhrt. Die Gabe von DOP zu Zellen der Linie PT
resultierte in einem 3,6-fachen Anstieg des PTOX- (PTOX-Glucosid-) Gehaltes und einem 1,2-fachen
Anstieg des 6MPTOX-Gehaltes. Der Vergleich der Lignangehalte nach Aufarbeitung mit und ohne
B-Glucosidase zeigte, dass die 6MPTOX- und PTOX-Glucoside nach Behandlung mit B-Glucosidase fast
vollstdndig in ihre Aglyka umgesetzt wurden. Desweiteren stiegen auch die B-Peltatin-Gehalte nach
Extraktion mit B-Glucosidase (Extraktionsmethode A) im Vergleich zu der methanolischen Extraktion
(Extraktionsmethode B) an, was bedeutet, dass B-Peltatin ebenfalls in einer glucosylierten Form in den
Zellen vorliegen kann (4.5.1.2. Abb. 4.26. c), d), g) und h)). Es stellt sich nun die Frage, ob B-Peltatin
generell als Glucosid in den Zellen vorkommt (z.B. zu Transportzwecken), oder ob es der Zelle lediglich
als eine Art ,Notlésung® dient, um das vermutlich toxische Intermediat aus dem Cytoplasma in die
Vakuole zu schleusen. Diese Art der ,Notldsung“ scheint fiir Linie PT die Methode der Wahl zu sein, da
B-Peltatin generell in diesen Zellen zu akkumulieren scheint und nicht unmittelbar in PAM Uberfihrt wird
(siehe hierzu auch die Charakterisierungsdaten 5.2.3. und 4.2.4, Abb. 4.12. b)). Fir Linie 6M lasst sich
dies nicht eindeutig bestatigen, da nur dann B-Peltatin angereichert wurde (Abb. 4.26. c) und d)), wenn
eine Zugabe von DOP erfolgte. B-Peltatin scheint in Linie 6M somit unmittelbar in PAM Uberfihrt zu

123



Diskussion

werden, was zugleich bedeutet, dass sich DOP6H und BP60OMT in unmittelbarer Nachbarschaft an der
ER-Membran befinden missen.

Die Akkumulation von PAM in Linie 6M konnte dadurch zustande kommen, dass nur wenig PAM7H
Aktivitdt vorhanden ist. Dies wiederum koénnte auf eine geringe Anzahl an PAM7H-Molekilen, oder auf
eine sehr langsame enzymatische Reaktion zurtickzufiihren sein. Es ware auch denkbar, dass das zuge-
gebene Losungsmittel eine Schadigung oder Hemmung des Enzyms verursachte. Bei der Charakteri-
sierung der Zellinie 6M wurden an den Tagen 2, 7 - 8 erhdohte PAM-Gehalte gefunden (4.2.4., Abb. 4.12.
a)). Dies scheint die Annahme der geringen PAM7H Aktivitat zu bestétigen. Das Vorliegen einer geringen
Molekiilanzahl kdnnte einem komplexen Expressionsmusters der PAM7H zugrunde liegen, wodurch eine
ausreichend grof3e Enzymanzahl nur zu bestimmten Zeiten vorliegen wirde. Dem widerspricht, dass ein
standiger Auf- und Abbau von solch speziellen Enzymen fir die Zellen einen gro3en Energieaufwand
bedeuten wirde. Es sei denn, es handelt sich bei der PAM7H um eine ,unspezifische“ enzymatische
Reaktion, bei der unspezifische Hydroxylasen PAM in BMPTOX Uberfihren. Je nach Kultivierungszeit
waren dann zwei bis mehrere verschiedene Hydroxylasen an einer solchen Umsetzung beteiligt.

Ein ,Rickstau” an Intermediaten kann auch darauf beruhen, dass die involvierten Enzyme in verschie-
denen Kompartimenten zu finden sind. So kdnnte beispielsweise die PAM7H in der Vakuole lokalisiert
sein und PAM wirde durch die Verzégerung des energieaufwendigen Transportes akkumulieren.

B-Peltatin- 5
Glucosid
MeO OMe

? Glucose

@ AR T @

Deoxypodophyllotoxin

OMe

B-Peltatin B-Peltatin-A-Methylether 6-Methoxy- 6-Methoxypodo-
podophyllotoxin phyllotoxin-Glucosid

A A
X X

Gluco::‘.e\O

(-)-Podophyllotoxin (-)-Podophyllotoxin-
Glucosid

Abb. 5.5.: Biosyntheseweg von PTOX und 6MPTOX in Linie 6M

Blau gedruckte Pfeile kennzeichnen Reaktionsschritte die in L. album (5,6) detektiert wurden. 4: postulierte
Deoxypodophyllotoxin 7-Hydroxylase (DOP7H); 5: Deoxypodophyllotoxin 6-Hydroxylase (DOP6H); 6: B-Peltatin
6-O-Methyltransferase (BP60OMT); 7: postulierte B-Peltatin-A-Methylether 7-Hydroxylase (PAM7H); 8: Glucosyltrans-
ferase (unbekannt); x: Umsetzung nicht méglich
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Die durchgefihrten Fitterungsexperimente bestatigten aulerdem, dass DOP tatsachlich der Verzwei-
gungspunkt der ,spaten“-Schritte der Lignanbiosynthese ist. Dies wurde zunachst bezweifelt, da DOP ein
sehr lipophiles Molekiil und ohne Glucosylrest vermutlich nicht frei in der Zelle beweglich ist. Davin und
Lewis (2003) verabreichten [7-°H]-7-Hydroxymatairesinol zu Wurzelgewebekulturen von L. flavum und
fanden dieses transformiert in 6MPTOX. Daraus schlossen die Autoren, dass eine Hydroxylierung des
Lignangerlstes an Position 7 bereits sehr frih im Stoffwechselweg erfolgen kénnte, was auch die
Wasserloslichkeit des Molekils begiinstigen wirde. Dagegen spricht die Tatsache, dass die Zugabe von
7-Hydroxymatairesinol zu L. album Zellsuspensionskulturen der Linie X4SF nicht in der Bildung von
6MPTOX oder PTOX resultierte, sondern in der Bildung von Matairesinol (Humburg, 2005). Hinzu kommt,
dass der Ky-Wert der DOPG6H flr S-Peltatin (mit 1 - 3 uM) sehr gering ist, was dafir spricht, dass ein sehr
spezifisches Enzym diese Hydroxylierung katalysiert.

In einem kombinierten Futterungs- und Hemmstoffexperiment wurde versucht die ,spaten“-Schritte der
Lignanbiosynthese selektiv zu hemmen. Die Gabe von 10" M NDA, CLOT oder ABT bei gleichzeitiger
DOP-Gabe reichte aus, um die Bildung von B-Peltatin in Zellen der Linie 6M um 91, 82 bzw. 73 % zu
unterbinden. Im Gegensatz dazu stiegen die PTOX-Gehalte nach Gabe von NDA, CLOT und ABT im
Vergleich zu den Kontrollexperimenten um das 14,4-, 3,5- bzw. 5,3-fache an. Die DOP6H konnte somit,
wie bei der biochemischen Charakterisierung bereits beschrieben, durch die CYP-Inhibitoren gehemmt
werden, wahrend die Bildung des PTOX erhéht wurde. Die Dioxygenase Inhibitoren PCA2,5 und Trinex
zeigten keinen Einfluss auf die DOP6H Reaktion. Die Zugabe von PCA2,4 schien die Akkumulation von
B-Peltatin und PAM zu férdern. Die PTOX-Synthese der Linie 6M wurde durch PCA2,5 und NDA gering-
fugig vermindert. Diese Befunde sprechen dafiir, dass es sich bei der DOP7H der Zellinie 6M nicht um
ein CYP-Enzym handelt, sondern um eine andere Art von Hydroxylase, moglicherweise sogar eine
a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenase. Die geringe Hemmung der PTOX-Synthese durch NDA kénnte
aufgrund des Wirkmechanismus dieses Inhibitors zustande kommen, indem eine Interaktion zwischen
dem freien spz-hybridisierten N-Elektronenpaar des heterozyklischen NDA Ringes und dem Eisen-lon im
aktiven Zentrum eines Dioxygenase-Enzyms erfolgt. Vermutlich ist die Hemmung der PTOX-Synthese
jedoch hauptsachlich auf eine verminderte Zellvitalitat zurlickzufihren, wie sie im zweiten Abschnitt
dieses Kapitels diskutiert wurde. Die ,allgemeine Stérung“ der Zellfunktionen durch NDA-Gabe bewirkte
moglicherweise, dass zugegebenes DOP schlechter verstoffwechselt wurde. Es wére auch denkbar, dass
Transportprozesse, wie beispielsweise der Transport der Lignankomponenten in andere Kompartimente
(Vakuole) gehemmt wurden.

Es ist anzumerken, dass in keinem Testansatz der Biotransformation mit DOP eine Umsetzung von
akkumuliertem PAM zu 6MPTOX beobachtet werden konnte, da die 6MPTOX-Gehalte nicht signifikant
erhoht waren. Somit ist auch eine Enzymtypisierung der PAM7H nicht moglich. Die Grinde fir das
Fehlen der PAM7H bzw. der Akkumulation von PAM wurden bereits zuvor diskutiert.

Die Wirkung der Inhibitoren in einer Konzentration von 10 M auf die PTOX-Synthese in der Zellinie PT
war hingegen nicht eindeutig. ABT und Trinex schienen nach Zugabe von DOP die PTOX-Bildung
geringfigig zu férdern, wahrend CLOT, PCA2,4 und PCA2,5 diese verminderten. Trinex schien ebenfalls
die Bildung von p-Peltatin und 6MPTOX zu begunstigen, wahrend alle anderen Hemmstoffe die
B-Peltatin-Bildung verminderten. Die 6MPTOX-Gehalte wurden durch PCA2,4, PCA2,5 und NDA (mit
oder ohne DOP-Gabe) vermindert. Die Ergebnisse zeigten, dass die DOP6H durch CYP- und Dioxy-
genaseinhibitoren gehemmt werden konnte. In diesem Fall ware keine Aussage Uber den Enzymtyp
dieser Reaktion in Zellinie PT mdglich. Gleichzeitig wurde die DOP7H Reaktion nicht eindeutig durch eine
bestimmte Hemmestoffklasse inhibiert, wodurch ebenfalls keine Aussage Uber den Enzymtyp maoglich ist.
Die Gehalte an B-Peltatin und 6MPTOX waren allerdings sehr gering in dieser Zellinie, so dass man sie
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moglicherweise vernachlassigen kdnnte. In einem solchen Fall ware eine Hemmung der DOP7H durch
PCA2,5, PCA2,4 und CLOT nach DOP-Zugabe als solche zu deuten. PCA2,5 und PCA2,4 wiirden dann
auf die Hemmung einer a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenase hinweisen, wohingegen CLOT eigentlich
ein CYP-Inibitor ist. Der Wirkmechanismus von CLOT wurde bereits beschrieben (5.3.). Nach Iwata et al.
(1973) verursacht CLOT in Candida albicans Zellen ein Anschwellen der Mitochondrien Membranen und
schadet den Zellen sehr stark. Dies kdnnte auch bei den L. album Suspensionskulturzellen der Fall sein,
denn die TG der Linie PT nach CLOT- und DOP-Gabe waren sehr gering (Abb. 4.27.h)). Aus diesem
Grund konnte die Wirkung von CLOT in Bezug auf die spezifische Hemmung der DOP7H fraglich sein.

Aufgrund dieser Experimente ist es jedoch nicht moéglich den bei der DOP7H Reaktion involvierten
Enzymtyp eindeutig zu bestimmen. Es ist aber mdglich die Klasse der CYP-Enzyme auszuschlielen.

Es wurde bereits unter 5.2.3. postuliert, dass die DOP6H der Schlissel fur die Bildung der unter-
schiedlichen Lignanakkumulierungsmuster sein kénnte. D.h., wenn die DOP6H fehlt (sowie in Linie PT)
konnte moglicherweise die PAM7H das toxische DOP in PTOX Uuberfiihren. Mit anderen Worten, die
Hydroxylierung von DOP und PAM an Position 7 kénnte durch das gleiche Enzym katalysiert werden. Fur
Linie 6M ware ein solches Szenario ebenfalls denkbar, indem die Substratpraferenz eindeutig auf PAM
lage und DOP nur in geringem Mal als Substrat akzeptiert wiirde. Sollte diese Hypothese stimmen, so
ware die PAM7H/DOP7H kein CYP-Enzym, sondern eine andere Art von Hydroxylase. Unter Beriick-
sichtigung der enzymatischen Versuche zur Auffindung der DOP7H und PAM7H (4.5.2.1.-3.) ist eine
solche Hypothese jedoch kritisch zu betrachten (siehe folgendes Kapitel).

5.5.2. Enzymatische Suche

Der Hauptfokus dieser Arbeit lag auf dem enzymatischen Nachweis der DOP7H und PAM7H. A. Henges
(1999) widmete sich bereits vor einigen Jahren diesem Thema. In einem kombinierten Fitterungs- und
Hemmstoffexperiment verabreichte sie DOP und NDA und konnte eine Hemmung der PTOX-Bildung
beobachten. In zellfreien Extrakten der PTOX-produzierenden L. album Zellinie X4 konnte sie eine
geringe CYP-Aktivitat nachweisen, die DOP in PTOX (berfiihrte. Die Messwerte der DOP7H Enzym-
aktivitaten variierten sehr stark und waren schwer reproduzierbar. Sie deuteten aber auf die Beteiligung
eines CYP-Enzym hin.

Ihre Ergebnisse widersprechen der Annahme, dass CYP-Enzyme Hydroxylierungen tberwiegend nur an
aromatischen Ringsystemen einfihren kénnen. Bisher wurden nur wenige Ausnahmen gefunden, die
eine solche Reaktion an einfachen C-C-Bindungen katalysieren kénnen. Zu diesen Ausnahmen gehoéren
beispielsweise die CYP-abhangige Hydroxylierungen von Steroiden, die 128-Hydroxylierung von Digi-
toxin, die Reaktionen der Pterocarpan 6-Hydroxylase und der (+)-Limonen 6-Hydroxylase (Bouwmeester
et al., 1998; Durst, 1991; Petersen, 1986). Fir ein CYP-Enzym wirde allerdings die Tatsache sprechen,
dass der Substratzugang maoglicherweise, so wie fur das CYP2C5 aus Oryctolagus cuniculus postuliert,
nahe der ER-Membran erfolgt und dadurch das lipophile DOP direkt von der ER-Membran (ohne
Wasserkontakt) zum Enzym gelangen kdnnte (Werck-Reichhart et al., 2002; Abb. 1.9.).

Die Futterungs- und Hemmstoffexperimente mit L. album Zellsuspensionskulturen der Linie 6M und PT
sprechen jedoch eindeutig gegen die Beteiligung eines CYP-Enzyms bei der Umwandlung von DOP zu
PTOX (4.5.1.3., 5.5.1.). Die Beobachtungen von A. Henges (1999) dienten jedoch zunachst als Aus-
gangspunkt fir die in dieser Arbeit durchgefihrte enzymatische Suche. Zunachst sollten die verschie-
denen CYP-Enzymteste mit mikrosomalen Fraktionen der Linie PT wiederholt werden. Dabei konnten
unabhangig von der Enzymaufarbeitung in den Testansatzen mit DOP und NADPH erhéhte PTOX-
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Gehalte im Vergleich zu den Kontrollen Stopp vor Start oder mit gekochtem Protein gefunden werden. Es
schien zunachst, als wiirde es sich um eine enzymatische Umsetzung handeln. Aber die Durchfiihrung
weiterer Kontrollansatze, wie das Weglassen des Substrates DOP oder des Cosubstrates NADPH
fuhrten ebenfalls zur Bildung von PTOX im Vergleich zu den Kontrollen Stopp vor Start oder mit
gekochtem Protein. Die erhéhten PTOX-Gehalte ohne Substrat- bzw. Cosubstrat-Zugabe kénnten damit
erklart werden, dass die Substanzen in der mikrosomalen Rohproteinfraktion vorlagen und damit in den
Enzymtest eingebracht wurden. DOP konnte tatsachlich in geringen Mengen (0,6 nmol/Testansatz) in
den Kontrollen Stopp vor Start und mit gekochtem Protein gefunden werden. Das Auffinden von NADPH
in reduzierter Form und in ausreichender Menge, um solch hohe PTOX-Ausbeuten zu erhalten, ist eher
unwahrscheinlich. Vor allem im Hinblick darauf, dass in den DOP6H- und C4H-Enzymtesten die Zugabe
von NADPH essentiell war. Desweiteren hatte die Zugabe von H,O, oder a-Ketoglutarsaure anstelle des
Cosubstrates NADPH ebenfalls erhohte PTOX-Gehalte im Vergleich zu den Kontrollen mit gekochtem
Protein zur Folge. Diese Ergebnisse sprachen daflir, dass PTOX allein durch die Inkubation der Enzym-
teste bei 30°C gebildet wurde.

Es stellte sich somit die Frage, wie die hohen PTOX-Gehalte entstehen konnten, bzw. aus welchem
internen Substrat die Umsetzung erfolgte und welches Cosubstrat (oder Cofaktor) flr diese Reaktion
bendtigt wird. Eine direkte Umsetzung von DOP in PTOX-Glucosid durch eine Transferase oder Synthe-
thasereaktion, so wie flir den 6MPTOX-Abbau diskutiert, ware denkbar (5.2.3.), aber die Biotrans-
formationsexperimente zeigten, dass DOP von den Zellen der Linie PT zunachst in PTOX Uberfihrt und
dann glucosyliert wurde (4.5.1.2., Abb. 4.26. e)). Die Frage nach der Vorstufe von PTOX wurde bereits im
Zusammenhang mit den Fitterungsexperimenten diskutiert. Von Davin und Lewis (2003) wurde die Hy-
droxylierung an Position 7 des Matairesinols als indirekte PTOX Vorstufe vorgeschlagen. Die Fltterungs-
experimente von A. Humburg (2005) zeigten aber, dass die Zugabe von 7-Hydroxymatairesinol zu
L. album Zellsuspensionskulturen der Linie X4SF nicht in der Bildung von 6MPTOX oder PTOX resul-
tierten, sondern in der Bildung von Matairesinol. Weitere mogliche Vorstufen fir eine Hydroxylierung an
Position 7 waren 4’-DemethylDOP, DehydroDOP, Yatein oder eines der Thujaplicatine (Abb. 5.6.). Dage-
gen sprechen aber, wie bereits erwahnt, die Ergebnisse der Fitterungsexperimente. Die vermeintliche
de-novo Entstehung von PTOX muss somit andere Grinde haben. Im Zusammenhang mit der Diskus-
sion der a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenase Enzymteste wird auf eine mogliche Ursache naher ein-
gegangen.

L L O X AT Ty
AN

Dehydro-DOP 4'- Demethyl -DOP Yatem ThUJapllcatm

Abb. 5.6.: Mogliche PTOX-Vorstufen
DehydroDOP, 4’-Demethyl-DOP, Yatein und Thujaplicatin (Thujaplicatin, 5-O-Methylthuja-
plicatin oder 4,5-O,0-Thujaplicatin)

Die Enzymteste fiir a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen wurden im wesentlichen in Anlehnung an die
Reaktion der Desacetoxyvindolin 4-Hydroxylase aus Catharanthus roseus, der Isoleucin Hydroxylase aus
Trigonella foenum-graecum und der Flavonol Synthase aus Petersilie und Citrus unshiu durchgefuhrt
(Britsch et al., 1981; DeCarolis et al., 1990; DeCarolis und DelLuca, 1994; Haefelé et al., 1997; Moriguchi
et al., 2002). Bei den Enzymtesten mit I16slicher Proteinfraktion konnten héhere PTOX-Gehalte gefunden
werden, als in den CYP-Enzymtesten. Allerdings waren fir den Erhalt von hohen PTOX-Gehalten kein
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Eisensulfat, kein Ascorbat und kein DOP als Substrat notwendig. Fur die enzymatische Aktivitat der
Desacetoxyvindolin 4-Hydroxylase aus Catharanthus roseus war die Zugabe von Eisensulfat und
Ascorbat ebenfalls nicht zwingend erforderlich, wahrend fiir die volle Aktivitat der Isoleucin Hydroxylase
aus Trigonella foenum-graecum Eisensulfat, Ascorbat und a-Ketoglutarat notwendig waren. Erneut stellt
sich die Frage nach der vermeintlichen de-novo Entstehung von PTOX. Méglicherweise ist die Erklarung
bei den Enzymtesten in Puffern mit verschiedenen pH-Werten bzw. unterschiedlichen Puffern zu finden
(4.5.2.2., Abb. 4.31.). Bei dieser Enzymtestserie waren die PTOX-Gehalte in den Kontrollen mit gekoch-
tem Protein unabhangig vom verwendeten Puffer umso geringer, je hoher der pH-Wert war. Es scheint
als wirde PTOX in den Kontrollansatzen mit gekochtem Protein im denaturierten Protein festgehalten
und kdénnte bei der Extraktion mit Ethylacetat nicht freigesetzt werden. Somit ware dieser Kontrollansatz
unter Verwendung von hohen Puffer pH-Werten nicht aussagekraftig. Die PTOX-Gehalte in den Stopp
vor Start Kontrollen waren unter Verwendung der Puffer KPi, MOPS und HEPES mit 7,0 nmol/Testansatz
(KPi) bzw. 14,5 (MOPS) und 14,2 nmol/Testansatz (HEPES) sehr hoch, was bedeutet, dass die PTOX-
Gehalte in der Proteinaufarbeitung bereits sehr hoch waren. Die Zugabe von a-Ketoglutarat, Ascorbat
und Eisensulfat zu den vollstandigen Dioxygenasetestansatzen in den so eben genannten Puffern fiihrte
nicht zu einer weiteren Erhéhung der PTOX-Gehalte.

Bei der Verwendung von Tris/HCI Puffer sanken die PTOX-Gehalte mit steigendem pH-Wert in den
Kontrollen Stopp vor Start und ohne Cosubstrat-Zugabe. Dies koénnte auf eine pH-Wert-abhangige
Degradierung des PTOX zurlickzuflhren sein. S. Kuhimann (2004) fand heraus, dass 4’-Demethyl-DOP
unter basischen Bedingungen nicht stabil ist. Bei der Verwendung eines KPi-Puffers pH 9,1 konnte er
nach HPLC-Analyse ein primares Abbauprodukt beobachten. Die Menge an 4’-Demethyl-DOP wurde um
etwa 35 % verringert. Nach Inkubation bei pH 10,9 war 4’-Demethyl-DOP nur noch in Spuren zu finden
und auch das primare Abbauprodukt war kaum noch zu detektieren. Er schloss daraus, dass das primare
Abbauprodukt méglicherweise durch die Offnung bzw. Spaltung des Lactonringes zustande kommen
kénnte. Dies kdnnte bedeuten, dass bereits wahrend der Enzymaufarbeitung PTOX nicht mehr als
solches vorliegt. Die Zugabe von a-Ketoglutarat verursachte in den Enzymtesten eine pH-Wert Verschie-
bung um 3 - 4 Einheiten. Dies konnte eine Lactonring-Rickbildung erméglichen und somit die hohen
PTOX-Gehalte in den Dioxygenasetestansatzen in Tris/HCI| Puffer pH 8,8 erklaren (Abb. 4.31. a) ganz
rechts). Fur diese Hypothese spricht, dass Entsalzen oder Dialyse der Proteinrohfraktion im Verlust der
moglichen DOP7H Aktivitat resultierte. Beim Entsalzen oder Dialysieren kénnte zum einen ein essen-
tieller Cofaktor oder ein Cosubstrat entfernt worden sein, ohne den die Reaktion nicht mehr ablaufen
konnte, oder zum anderen die Vorstufe DOP und das bereits vorhandene Endprodukt PTOX. Allerdings
ware es auch denkbar, dass es durch Verdiinnung der Proteinlésung beim Entsalzen zum Verlust der
enzymatischen DOP7H Aktivitdt gekommen ist. Die Zugabe von verschiedenen Schutzreagenzien, wie
z.B. BSA, Glutathion oder Leupeptin hatten in diesem Fall moglicherweise eine Denaturierung verhindert
(Bouwmeester et al., 1998). Diese Mdglichkeit wurde aber zunachst nicht weiter verfolgt, da es die
Halbwertszeiten der enzymatischen Aktivitat der DOP7H eventuell nur bedingt verlangert hatte. Die
Halbwertszeiten der Dihydroxypterocarpan 6a-Hydroxylase aus der Sojabohne liegen beispielsweise bei
9 - 18 min (Hagmann et al., 1984). Solch kurze Halbwertszeiten hatten einen eindeutigen enzymatischen
Nachweis zusatzlich sehr erschwert.

Gegen diese Hypothese spricht, dass der pH-Wert der Proteinrohfraktion im Bereich von pH 8,0 - 8,2 lag,
was bedeuten wirde, dass noch ein grolRer Anteil des PTOX als solches in den Kontrollansatzen hatte
auffindbar sein missen. Zudem wurden alle Testanatze vor der Extraktion durch Zugabe von 0,6 M HCI
abgestoppt, was eine starke pH-Wert Senkung auf pH 1 - 2 zur Folge hatte und eigentlich auch zur
Ruickbildung des Lactonringes hatte beitragen kénnen. Es sei denn, dass eine solche Reaktion nur in
Abhangigkeit des richtigen pH-Wertes (4 - 5) und der richtigen Temperatur (um 30°C) erfolgen kann.
Abgesehen davon wird der Lactonring in Forsythia intermedia enzymatisch mittels der Secoisolarici-
resinol Dehydrogenase (SDH) unter Verbrauch von NAD geschlossen (Abb. 1.5.; Davin und Lewis,
2003). Bei der Verwendung von heterolog exprimierter SDH aus Forsythia intermedia konnten Xia et al.
(2001) die Bildung des Lactol-Intermediates beobachten. Das pH-Optimum einer heterolog exprimierten
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SDH aus Podophyllum peltatum lag dabei bei pH 8,8. Diese Informationen sprechen somit eher gegen
die spontane Offnung bzw. Riickbildung des Lactonringes.

Durch die exogene Zugabe von Elicitoren ist es bereits mehrfach gelungen die Sekundarstoffwechsel-
produktion von pflanzlichen Zellen zu erhdhen. So fuhrte beispielsweise die Zugabe von Methyljasmonat
zu Zellkulturen von Catharanthus roseus zu einer erhdhten Produktion von Aspidosperma-Typ Alkalo-
iden, der Produktion des Benzophenanthridinalkaloids in Kulturen von Eschscholtzia californica, sowie
der erhdéhten Nicotin-Bildung in Nicotiana tabacum (Aerts et al., 1994; Goossens et al., 2003;
Schumacher et al., 1987). Methyljasmonat bzw. Jasmonsaure sind endogene Signaltransduktoren, die
bei Verwundung oder Pathogenbefall aus Linolsaure der Plasmamembran freigesetzt werden. Sie
scheinen z.T. direkt auf regulierende Sequenzregionen einwirken zu kénnen. So wurden zum Beispiel
Methyljasmonat-empfangliche Sequenzen in der ,upstream’ Promotorregion der Gene der Chalcon Syn-
thase aus Glycine max und des Proteinaseinhibitors Il aus verschiedenen Pflanzenblattern gefunden
(Aerts et al., 1994; Farmer and Ryan, 1990; Mason et al., 1993). Wie bereits erwahnt, fuhrte die Zugabe
von Methyljasmonat auch zu einer Erhéhung der PTOX-Gehalte in Linie X4SF und PT (van Furden et al.,
2005). Die Gabe von Methyljasmonat zu Zellen der Linie 6M bewirkte hingegen keine Erhéhung der
6MPTOX-Bildung (van Firden, persénliche Mitteilung).

Eine Erhéhung der PTOX-Gehalte in Linie PT nach Zugabe von Methyljasmonat konnte in diesem Fall
nicht bestatigt werden, was vermutlich am frihen Erntezeitpunkt der Zellen an Tag 7 lag. Die Zugabe
fuhrte auch nicht zu einer Erhéhung der DOP7H Aktivitat in den verschiedenen Enzymtestansatzen. Im
Gegensatz dazu lieferte die Zugabe des Elicitors Coronalon erhéhte PTOX-Gehalte, die vor allem in der
mikrosomalen Proteinfraktion gefunden wurden (4.5.2.1. Abb. 4.30.). Die Durchfihrung von CYP-
Enzymtesten lieferte dabei geringfigig erhdhte PTOX-Gehalte unter zusatzlicher Verwendung des
regenerierenden Systems. Die Frage, ob es sich um eine enzymatische Umsetzung handelte, liel3 sich
nicht eindeutig klaren, zumal der Vorrat des Coronalons sehr begrenzt war. Bei dieser Substanz handelt
es sich um ein chemisch modifiziertes, bakterielles Phytotoxin. Die Orginalsubstanz Coronatin aus
Pseudomonas syringae wurde strukturell so verandert, dass sie eine grofiere Strukturahnlichkeit zu
biologisch aktiven Oxylipinen aufweist (Schiler et al., 2004; Abb. 5.7.). Der Wirkmechanismus scheint
ahnlich zu dem des Methyljasmonat zu sein. Coronalon ist aber 10- bis 100-fach wirksamer als
Methyljasmonat (Schiler et al., 2004). Berim et al. (2005) fanden die enzymatischen Aktivitdten der
DOP6H und BP60OMT in Zellkulturen von L. nodiflorum um das 22- bzw. 15-fache erhéht. Die bisher
durchgefuhrten Elicitierungsversuche mit Coronalon in Zellkulturen von L. album Linie PT wiesen bisher
nicht auf eine Erhdhung der Aktivitdten dieser Enzyme hin (Ergebnisse der DOP6H-Aktivitat - 4.5.2.1,;
Ergebnisse der BP60OMT-Aktivitat nicht gezeigt).
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Abb. 5.7.: Methyljasmonat, Coronatin, Coronalon

Weder Methyljasmonat noch Coronalon waren in der Lage, den 6MPTOX-bildenden Stoffwechselweg in
L. album signifikant zu erhdhen. Diese Information ist in sofern wichtig, als dass flr die molekular-
biologischen Experimente (SSH) mehrere Vergleichsmdglichkeiten zur Auswahl standen: Zum einen der
Vergleich der Zellinien 6M und PT (so wie durchgefiihrt, 4.5.4.3.) und zum anderen der Vergleich der
Zellen der Linie PT elicitiert mit Coronalon mit nicht-elicitierten Zellen. Unter Verwendung der Zellinie PT
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(elicitiert/nicht-elicitiert) hatte man theoretisch nur den Hinweis auf ein putatives DOP7H Enzym erhalten
kénnen. Da aber bisher kein Hinweis auf den involvierten Enzymtyp existiert, ware eine ldentifikation sehr
schwierig. Unter Verwendung bzw. Vergleich der beiden verschiedenen Zellinien war die Moglichkeit
gegeben Hinweise auf die Enzyme der DOP6H und DOP7H zu finden. Da der Enzymtyp der DOP6H
bekannt ist, durfte die Identifizierung dieses Enzyms weniger schwierig sein. Aus diesem Grund wurde
bei der Durchfiihrung der SSH-Experimente der Vergleich der beiden Zellinien 6M und PT gewahlt (5.7.).

Far die PAM7H konnte weder eine mdgliche CYP- noch eine Dioxygenaseaktivitat detektiert werden. Der
Nachweis auf eine geringe CYP-Aktivitat gelang lediglich einmalig nach Elicitierung der Zellen der Linie
PT mit Coronalon. Aus diesem Grund ist keine Aussage (ber den involvierten Enzymtyp der PAM7H
Reaktion mdglich. Desweiteren konnte nicht geklart werden, ob es sich bei der PAM7H bzw. DOP7H um
das gleiche Enzym handelt.

Bei der Suche nach ,weiteren Hydroxylierungen’ konnte keine weitere CYP-Reaktion mit mikrosomaler
Fraktion aus Zellen der Linie 6M mit den Substraten PTOX, Matairesinol, Yatein, 4’-Demethyl-DOP,
B-Peltatin oder a-Peltatin gefunden werden (4.5.2.5.). Dieses Ergebnis ist ein weiterer Hinweis, dass die
Einfihrung der Hydroxylgruppe nur an DOP erfolgen kann. Desweiteren zeigt es, dass die DOP6H aus-
schliellich DOP als Substrat akzeptiert und somit ein sehr enges Substratspektrum hat.

Glucosyltransferasen stellen neben OMTs und CYPs eine weitere Gro3gruppe von wichtigen Pflanzen-
enzymen dar. Allein in Arabidopsis thaliana konnten bisher 110 Glucosyltransferasegene gefunden
werden, wobei ein Grofteil dieser Enzyme vermutlich an der Regulation von Pflanzenhormonen, Signal-
molekilen oder der Detoxifikation von Xenobiotika beteiligt sind. Ein kleiner Teil ist vermutlich an der
Biosynthese und Lagerung von Sekundarstoffwechselprodukten beteiligt (Kaminaga et al., 2004). Einige
Glucosyltransferasen scheinen ein sehr breites Substratspektrum zu haben wie z.B. die 5-O-Glucosyl-
transferase aus Solanum sogarandium, wahrend andere wie die UDP-Glucose:Coniferylalkohol Glucosyl-
transferase aus ,Paul’s scarlet rose’ fast ausschlieBlich Coniferyl- und Sinapylalkohol zu akzeptieren
scheint (Ibrahim und Grisebach, 1976; Lorenc-Kukula et al., 2004).

Die Zugabe von B-Glucosidase zu Proteinfraktionen der Linie PT ergab keinen Hinweis, ob die PTOX-
Bildung durch die Freisetzung von PTOX aus seinem Glucosid entstand, aber erstmals konnte in
L. album Zellinie PT eine ,UDP-Glucose:PTOX Glucosyltransferase“ detektiert werden. Die enzymatische
Aktivitdt konnte allerdings nur nach vorheriger (NH,),SO,-Fallung im Uberstand der 50 %igen Fraktion
gefunden werden. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass es sich um ein I6sliches Protein
handelt, welches aber nur in geringer Konzentration in den Zellen vorliegt. Ahnliches fand auch
J. Windhdével (1989) bei der enzymatischen Suche nach der Cinnamoyl-CoA:NADP Oxidoreduktase
(CCR), die erst nach (NH,;).SO,4-Fallung im Pellet der 30 - 45 %igen Fraktion gefunden werden konnte.
Eine genauere Untersuchung der ,UDP-Glucose:PTOX Glucosyltransferase’ und weitere Teste auf die
genaue Substratspezifitat konnten aus Zeitgriinden nicht mehr durchgefiihrt werden.
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5.6. Proteinanalytik

Die vergleichende Proteomanalyse diente auch dazu, im Hinblick auf die Suppressive-Subtraktions-Hybri-
disierung (SSH) Unterschiede zwischen den Zellinien sichtbar zu machen. Erwartungsgemaf konnten
beim Vergleich der einzelnen Ammoniumsulfat-Fraktionen einige deutliche Unterschiede gefunden
werden. Insgesamt waren 85 Proteinbanden als unterschiedlich starke Banden mit bloRem Auge sichtbar
(Abb. 4.35.). Eine Analyse aller Banden im Rahmen eines Proteomprojektes war aus Kostengriinden
nicht moglich. Daher wurde die Suche auf eine mdgliche differentiell exprimierte DOP6H in der mikroso-
malen Proteinfraktion beschrankt. Von 18 unterschiedlichen Proteinbanden wurden vier mittels Nano-
elektrospray Tandem-Massenspektrometrie analysiert. Die Ergebnisse wiesen auf eine putative ,Sucrose
Synthase’ und ein HSP-Protein aus Zellen der Linie PT hin. Die Sucrose Synthase (Synonyme: Sucrose-
UDP Glucosyltransferase, Sucrose-Uridin Diphosphat Glucosyltransferase, UDP-Glucose-Fructose Glu-
cosyltransferase, Uridin Diphosphoglucose-Fructose Glucosyltransferase; EC 2.4.1.13) katalysiert die
Synthese und Spaltung (Rickreaktion) von UDP-Glucose und Fructose in Saccharose unter Freisetzung
von UDP. Sie spielt vor allem bei der Biosynthese von Cellulose und Callose eine Rolle. Bisher konnten
in Pflanzen und Prokaryoten etwa 30 verschiedene Gene isoliert werden. Es wurden Membran-
assoziierte, I8sliche und Aktin-gebundene Vertreter dieses Enzyms gefunden (Amor et al. 1995; Rémer,
2003; Winter et al., 1998).

Von der putativen Sucrose Synthase aus L. album wurden funf kurze Peptidsequenzen aufgeklart. Ein
Sequenzalignment mit den Sucrose Synthasen aus Gossypium hirsutum und Citrus unshiu ergab keine
100 %ige Ubereinstimmung zu den L. album Peptiden (Abb. 4.38.). Es wére daher denkbar, dass dieses
putative Enzym nicht ausschlieRlich auf die Ubertragung von UDP-Glucose auf Fructose spezialisiert ist,
sondern mdglicherweise die Ubertragung von UDP-Glucose auf PTOX (oder 6MPTOX) katalysieren
kann. Erste Hinweise auf eine solche UDP-Glucosyltransferase konnten bei der enzymatischen Suche
gefunden werden (4.5.2.6.; 5.5.2.). Allerdings ergab ein Alignment der Peptidsequenzen mit verschie-
denen Glucosyltransferasen und den Sucrose Synthasen aus Citrus unshiu und Gossypium hirsutum,
dass eine hdhere Sequenzahnlichkeit zu den Sucrose Synthasen besteht und nicht zu den Glucosyltrans-
ferasen (Abb. 5.8.). Daher muss davon ausgegangen werden, dass tatsachlich ein Enzym des Primar-
stoffwechsels gefunden wurde und nicht eine Lignan-spezifische Glucosyltransferase.

Eine bessere Auftrennung der mikrosomalen Proteinfraktion beider Zellinien sollte mittels der 2D-Gel-
elektrophorese erreicht werden. 2D-Gelelektrophoresen werden normalerweise in Form einer isoelektri-
schen Fokussierung mit anschlieRender SDS-Page durchgefiihrt. Fir membrangebundene zumeist
basische Proteine ist die isoelektrische Fokussierung jedoch nur eingeschrankt méglich. Die Blue-Native
Gelelektrophorese kann daher als Alternative dienen um Membranproteine oder grélere Membran-
komplexe zu analysieren. Diese Methode wurde vor allem fir die Charakterisierung von Photosystemen
verwendet (Kugler et al., 1997; Heinemeyer et al., 2004). Der Vergleich der mikrosomalen Proteine beider
Zellinien lieR einige Unterschiede erkennen, aber es konnten nur wenige Spots als solche identifiziert
werden. Da es zudem nicht gelang, die aufgetragene Proteinmenge soweit zu erhéhen, dass die Unter-
schiede mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht werden konnten, wurde dieser Versuchsansatz
nicht weiter verfolgt.
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Abb. 5.9.: Sequenzalignment (ClustalW) der Peptidsequenzstiicke aus L. album Linie PT Bande 3 mit zwei

172

2/5

———————— MGQLHIVLVPMIAHGHM I PMLDMAKLFSS----RGVKTT I IATP----AFAEP IRKARESGHD IGLTTTKFPPKGSSLPDN I
-MVSETTKSSPLHFVLFPFMAQGHMIPMVDIARLLAQ----RGVIITIVTTPHNAARFKNVLNRAITESGLP INLVQVKFPYLEAGLQEGQ
—————————————— MAERALTRVHSLRERLDSTLTAH----RNEILALLSR IE-------GKGKGILLHHQ I ILEFEAIPEENERKLADG
—————————————— MAERALTRVHSLRERLDETLSAH----RNEILALLSR IE-------GKGKGILQNHQL IAEFES I SEENRKHLTEG
—----MGSESKLVHVFLVSFPGQGHVNPLLRLGKRLAS----KGLLVTFTTPES IG-KQMRKASNI TDQPTPVGDGMIRFEFFEDGWDENE
MAPADAESSPPPHVAVVAFPFSSHAAVLLS I ARALAAAAAPSGATLSFLSTASSLAQLRKASSASAGHGLPGNLRFVEVPDGAPAAEETV

AFGDVLR == == == = = m e e e e e e e e e e e e e e e LSGD
ERLDQIPSDEKLPNFFKAVAMMQEPLEQL IEEC--RPDCL I SDMFLPWTTDTAAKFN IPRIVFHGTSFFALCVENSVRLNK-PFKNVSSD
RSLDQVT-DDLLPHFFRALELLQEPVEEIMEDL --KPDCLVSDMFLPWTTDSAAKFG IPRLLFHGTSLFARCFAEQMS 1QK-PYKNVSSD
ENIDSLDTMERMIPFFKAVNFLEEPVQKL IEEMNPRPSCL I SDFCLPYTSKIAKKFN IPKILFHGMGCFCLLCMHVLRKNRE I LDNLKSD
AFFEILKASQEX1VLPPWVALAVRPRPGVWEY IRVNVHALVVEELTVAEYLRFKEELVDGSSNANFVLELDFEPFNASFPRPTLSKSIGN
AFGEVLRATQEAIVLPPWVALAVRPRPGVWEY IRVNVHALVVEELLVAEYLHFKEELVDGGSNGNFVLELDFEPFNASFPRPTLSKSIGN
PKRQDLDLYLPQLELVGKK 1 IPEMIKKNAEQDR--PVSCL INNPF IPWVSDVADDLGLPSAMLWVQSCACLSTYYHYYHGLVPFPSEAEP
PVPROMQLFMEAAEAGGVKAWLEAARASAGGAR ---VTCVVGDAFVWPAADAAASAGAPWVPVWTAASCALLAHIRTDALREDVGDQAAN

GVERLNR — = = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e FQDLGLER——————-
SETFVVPDLPHEIKLTR-TQVSPFERS-GEETAMTRMIKTVRESDSKSYGVVFNSFYELETDYVEHY -TKVLGRRAWAIGPLSMCNRDIE
SEPFVLRGLPHEVSFVR-TQIPDYELQEGGDDAFSKMAKQMRDADKKSYGDV INSFEELESEYADYN-KNVFGKKAWHIGPLKLFNNRAE
KELFTVPDFPDRVEFTR-TQVPVETYVPAGD--WKD I FDGMVEANETSYGV IVNSFQELEPAYAKDY -KEVRSGKAWT I GPVSLCNKVGA
GVEFLNRHLSAKLFHDKESMHPLLEFPEVHSHKGKNMMLNDR IQNLNSLQHVLKKAEEYLVALPAETPYAEFEHKFQEIGLERGWGDTAE
GVEFLNRHLSAKLFHDKESMHPLLEFLRVHCHKGKNMMLNDR IQNLNSLQHVLRKAEEYLTTVAPETPFSELALRFQEIGLERGWGDTAE
EIDVQLPCMP----LLKYDEIASFLYPTTPYPFLRRAILGQYKNLDKPFCILMDTFQELEPEV IEYMSKICP---I1KPVGPLYKNPKVPN
RVDGLLISHPGLASYRVRDLPDGVVSGDFNYVINLLVHRMGQCLPRSAAAVALNTFPGLDPPDVTAALAEILPN-CVPEGPYHLLLAEDD

DKAE-RGKKSS IDKHECLKWLDSKKPSSVVYVCFGSVANFTASQLHELAMG IEASGQEF IWVVR---TELDNEDWLP-EGFEERTKEKGL
QKSSQRGKESA IDDHECLAWLNSKKPNSVVYMCFGSMATFTPAQLHETAVGLESSGQDF IWVVR---NGGENEDWLP-QGFEERIKGKGL
DKAE-RGNKSD IDQDECLKWLDSKKHGSVLYVCLGSICNLPLSQLKELGLGLEESQRPF IWVIRGWEKYKELVEWFSESGFEDRIQDRGL
RVLEMIQLLLDLLEAPDPCTLEK-FLGRIPMVFNVVILTPHGYFAQDNVLGYPDTGGQVVY ILD----—--~ QVRALENEMLNRIKQQGL
RALEMIQLLLDLLEAPDPCTLET-FLGRIPMVFNVVILTPHGYFAQDDVLGYPDTGGQVIY ILD----—--~ QVRALEDEMLLRIKQQGL
AAVR----GDFMKADDC IEWLDSKPPSSVVY ISFGSVVYLKQEQVDE IAYGLLNSGVQFLWVMKPPHKDAGLELLVLPEGFLEKAGDKGK
ADTA----- APADPHGCLAWLGRQPARGVAYVSFGTVACPRPDELRELAAGLEDSGAPFLWSLR-----~ EDSWPHLPPGFLDRAAGTGS

------------------------------ VYGTQYSDLLR== === ———— - FEVWPYQK = ——— = —m— oo

78
74
85
65
65
81
90

165
161
175
155
155
169
177

252
249
261
245
245
252
266

337
335
350
326
326
338
345

-1 IRGWAPQVL I LDHESVGAFVTHCGWNSTLEGVSGGVPMVTWPVFAEQFFNEKLVTEVLKTGAGVGS 1Q---WKRS--ASEGVKREAIA 421
~-MIRGWAPQVMILDHPSTGAFVTHCGWNSTLEG I CAGLPMVTWPVFAEQF YNEKLVTEVLKTGVSVGNKK---WQR---VGEGVGSEAVK 418
~L IKGWSPQMLILSHPSVGGFLTHCGWNSTLEGI TAGLPLLTWPLFADQFCNEKLVVEVLKAGVRSGVEQPMKWGEEEKIGVLVDKEGVK 439
-NITH--PRILIITRLLPDAVGTTCGQRLEKVYGTEYSDILR IPFRTEKG IVRRWISRFEVWPYLETYTEDVAHEI SKELQGKPDLIIGN 412
-DITH--PQILIITRLLPDAVGTTCGQRLEKVYGTKYSDILRVPFRTEKGVVRKWISRFEVWPYLETYTEDVAVEIAKELQGKPDLIIGN 412
-VVQ-WSPQEQVLAHPSVACFVTHCGWNSSMEALSSGMPVVAFPQWGDQVTDAKYLVDVFKVGVRMCRGEA-—-----~ ENKLITRDEVE 418
GLVVRAWAPQVAVLRHPSVGAFVTHAGWASVLEGLSSGVPMACRPFFGDQRMNARSVAHVWGFGAAF - - — - —— == —————- EGAMTSAGVA 421

KATKRVMVS-EEADGFRNRAKAYKEMARKAIEEGGSSYTGLTTLLED ISTYSSTGH

EAVERVMVG-DGAAEMRSRALYYKEMARKAVEEGGSSYNNLNAL IEELSAYVPPMKQGLN-—— === —————— e —— 476
KAVEELMGESDDAKERRRRAKELGDSAHKAVEEGGSSHSN I SFLLQD IMELAEPNN-—————— == — === —— - ———————— 495
YSGGN IVASLLAHKLGVTQCT IAHALEKTKYPDSD I YWKKLE === == === === m m e o e e e 454
YSDGN IVASLLAHKLGVTQCT IAHALEKTKYPDSD I YWKNLDDKYHFSCQFTADL IAMNHTDF I ITSTFQEIAGSKDTVGQ 493*
KCLIEATTG-EKAAELKENTMKWKKAAEEAVAEGGSSDRNLQEFVDEVRRMSMELVCKSKKE - == === === == === ———— 479
TAVEELLRG-EEGARMRARAKELQALVAEAFGPGGECRKNFERFVEIVCRA- === == == e e 471

Sucrose Synthasen und fiinf Glucosyltransferasen;

Die Lage der Peptide ist farbig markiert. Legende: PG - Phenylpropanoid:Glucosyltransferase 1 aus Nicotiana
tabacum (accession no. AAK28303), F7O0G - UDP-Glucose:Flavonoid 7-O-Glucosyltransferase aus Scutellaria
baicalensis (accession no. BAA83484), COG - Cytokinin-O-Glucosyltransferase 3 aus Arabidopsis thaliana (acces-
sion no. Q9ZQ94), SSG - Sucrose Synthase aus Gossypium hirsutum (accession no. AAD09568), SSC - Sucrose
Synthase aus Citrus unshiu (accession no. BAA89049), HAOG - Resveratrol/Hydroxyzimtsaure O-glucosyltransfer-
ase aus Vitis labrusca (accession no. ABH03018), F30G - UDP-Glucose flavonoid-3-O-glucosyltransferase aus Zea
mays (accession no. ABF72121); [Anmerkung: bei den Sequenzen der Sucrose Synthase aus Citrus unshiu und
Gossypium hirsutum handelt es sich um die gleichen, die in Abb. 4.38. gezeigt sind. Aus Platzgriinden wurden die

Sequenzen umbenannt; * die Sequenz SSC wurde nur bis Aminosaure 493 dargestellt, die Orginalsequenz geht bis 805]
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5.7. Molekularbiologie

Die Unterschiede der Genexpression der beiden Zellinien 6M und PT sollten auch molekularbiologisch
genutzt werden. Mehrere Methoden standen fur einen cDNA-Vergleich zur Verfugung - die cDNA-AFLP,
das ,differential Display’ oder die Suppressive-Subtraktions-Hybridisierung (SSH) (Breyne und Zabeau,
2001; Diatchenko et al., 1996; Lottspeich und Engels, 2006).

Bei der cDNA-AFLP handelt es sich um eine sehr aufwendige Methode, um differentiell exprimierte Gene
zu untersuchen. So wurden von Breyne und Zabeau (2001) Tabakzellen untersucht, die sich in verschie-
denen Stadien des Zellzyklus befanden. Sie verwendeten dazu 360 verschiedene Primerpaare und
erhielten etwa 18.000 unterschiedliche AFLP ,tags’. Neben dem groRen Aufwand ist die Auswahl der
richtigen Primerpaare entscheidend. Dies gilt auch fiir das ,differential Display’.

Bei der Suche nach CYP-Enzymen fallt die Auswahl geeigneter Primer extrem schwer, da die Sequenz-
identitat innerhalb der pflanzlichen CYPs aufierst gering (< 20 %) ist und sich die Identitat lediglich auf
sehr kurze Bereiche beschrankt (1.5.1.1.). Neben dem hydrophoben N-Terminus, der sog. ,Hinge“-
Region [Konsensussequenz (P/1)PGPx(G/P)xP] beschranken sich diese Bereiche auf die I-Helix [Konsen-
sussequenz (A/G)Gx(E/D)T(T/S)], die ,ERR"-Triade, bestehend aus der Konsensussequenz ,KETLR®
und ,PERF* und die Ham-Binderegion [Konsensussequenz PFxxGxRxCxG] (Durst und Nelson, 1995;
Hasemann et al., 1995; Schuler, 1996; Werck-Reichhart et al., 2002).

Ikezawa et al. (2003) verwendeten beispielsweise in einer einfachen PCR degenerierte Primer fir die
Helix K (umfasst die Konsensussequenz ,KETLR") und die Hdm-Binderegion, sowie nested Primer dieser
beiden Regionen (Abb. 1.8.). Damit gelang ihnen letztendlich das Auffinden zweier CYP-Enzyme aus
Coptis japonica. Mittels solch einer einfachen PCR-Methode und den soeben erwahnten Primerpaaren
wurde versucht cDNA Fragmente aus L. album Linie 6M zu amplifizieren (Daten nicht gezeigt). Es gelang
ein cDNA Fragment zu klonieren und mittels 3’- und 5-RACE Experimenten dieses zu verlangern. Der
nach Sequenzanalyse durchgefiihrte Blastx-Datenbankvergleich deutete auf eine ,Reverse Transkriptase’
hin und nicht auf ein CYP-Enzym. Dieses Experiment zeigte, dass die Auswahl der richtigen Primer
essentiell fir das Auffinden von CYP-Sequenzen ist.

Eine andere Auswahl an Primern verwendeten Fischer et al. (2001) in Kombination mit einer nested RT-
PCR Methode. Es gelang ihnen mit vier verschiedenen nicht-degenerierten Primern gegen die
+,EEF(R)PER"-Region in Kombination mit einem Oligo dT-Primer cDNA Fragmente zu amplifizieren, deren
Signale in einer nested PCR verstarkt werden konnten. In dieser folgenden nested PCR wurden acht
verschiedene Primer gegen das PFG-Motif (Hdm-Binderegion) zusammen mit Poly A-Primern verwendet.
Insgesamt konnten mit dieser Methode 34 putative CYP-ESTs aus Lolium rigidum und 10 aus Ocimum
basilicum isoliert werden. S. Specker (2004) gelang es mit diesen Primern unter Verwendung der
,differential Display’ Methode funf verschiedene CYP-ESTs aus Ammi majus zu isolieren.

Diese Versuche lieRen darauf schlielen, dass die ,differential Display’ Methode mit den oben genannten
Primerpaaren maoglicherweise im Hinblick auf das Auffinden der DOP6H erfolgreich sein kdnnte. Aber in
diesem Fall wéare eine Erfassung weiterer Sequenzen wie z.B. fir eine putative DOP7H oder PAM7H
nicht moglich gewesen. Wie der Sequenzvergleich in Abb. 1.11. zeigt, weisen a-Ketoglutarat-abhangige
Dioxygenasen an einigen Stellen eine hohe Sequenzahnlichkeit auf und das Design von Primern ware
mdglich. Da bisher aber keine Informationen Uber die Enzyme PAM7H und DOP7H vorliegen, besteht
keine Méglichkeit mittels der cONA-AFLP oder ,differential Display’ diese Enzyme zu finden. Aus diesem
Grund wurde die SSH-Methode fiir den Vergleich der Genexpressionsprofile der beiden Zellinien
verwendet. Desweiteren sprach fiir die SSH-Methode nach Diatchenko et al. (1996), dass vor allem Gene
isoliert und angereichert werden sollen, die in geringer Abundanz vorliegen.
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Die SSH wurde fiir die Verwendung an tierischen Systemen entwickelt, was man auch an den Kontrollen
des Kits (Skelettmuskel-cDNA und Humane Plazenta RNA) erkennen kann. Vor allem wird sie fur die
differentielle Untersuchung von Tumorgeweben im Vergleich zu gesundem Gewebe eingesetzt. Inzwi-
schen wurde die Methode aber auch erfolgreich bei pflanzlichen Systemen eingesetzt. So wurden z.B.
differentiell exprimierte Gene aus Kartoffel-, Tomaten- und Reispflanzen isoliert, wobei in diesen Fallen
gesunde Pflanzen mit pathogen-befallenen verglichen wurden (Beyer et al, 2001; Birch et al., 1999; Liu et
al., 2001; Werner et al., 2001; Xiong et al., 2001).

Die Effizienz der SSH-Methode scheint sehr unterschiedlich zu sein. Wie bereits unter 4.5.4.4. erwahnt,
kann sie zwischen 95 und 5 % liegen (Diatchenko et al., 1996; 1998). Wobei unter Effizienz der Anteil an
Klonen zu verstehen ist, der tatsachlich differentiell exprimierte cDNAs reprasentiert. Der Anteil an sog.
falsch-positiven’ Klonen kann daher mitunter sehr hoch sein. Birch et al. (1999) fanden bei SSH-
Experimenten mit Kartoffelpflanzen 10 % an tatsachlich differentiell exprimierten cDNAs. Wawrzynhska et
al. (2005) fanden bei einem Vergleich von Tabakpflanzen mit bzw. ohne Schwefelzugabe lediglich 5 %
differentiell exprimierter Sequenzen. Xiong et al. (2001) konnten 4,4 % der Reisklone als differentiell
bestatigen, wahrend Beyer et al. (2001) lediglich 1,4 % fanden. Uber die Effizienz dieses SSH-Experi-
mentes dieser Arbeit lasst sich noch keine genaue Aussage machen, da die subtrahierten cDNA-Banken
lediglich mittels Macroarray-Experimenten verifiziert wurden, um ,falsch-positive“ cDNAs auszuschlief3en.
Eine weitere Uberpriifung der cDNA Sequenzen mittels semiquantitativer PCR oder Northern Blot Ana-
lysen konnte aus Zeitgriinden noch nicht durchgefuhrt werden.

Die subtrahierte cDNA-Bank der Linie 6M lieferte von insgesamt 671 untersuchten cDNA Sequenzen 107
(16 %) vermeintlich differentiell exprimierte, wahrend bei Linie PT von 563 untersuchten cDNA Sequen-
zen 131 (20 %) mdglicherweise differentiell exprimiert sind. Nach Abzug der unbekannten Sequenzen
und mehrfach vorkommender cDNAs verbleiben 33 cDNAs fiir Linie 6M (5 %) und 37 fur Linie PT (7 %).

Die Durchfiihrung der SSH erwies sich zunachst als schwierig, wie die Ergebnisse der Adapterligation
zeigten (4.5.4.3.), zumal keine direkten Vergleichsmoglichkeiten mit anderen pflanzlichen Systemen
moglich waren. Die einzige Erklarung fur das Auffinden der 400 bp grofRen cDNA-Bande, anstelle einer
cDNA-Bande > 1000 bp, ware eine unspezifische Bindung des PCR 1 Primers. Da es aber keinen
Hinweis auf eine fehlgeschlagene Adapterligation gab und auch das zweite Kontrollexperiment nach
Rebrikov (2003) erwartungsgemalie Ergebnisse lieferte, wurde mit der Hybridisierung der cDNAs
fortgefahren.

Bei den ersten Macroarray-Experimenten trat sowohl in der subtrahierten cDNA-Bank der Linie 6M als
auch in der Linie PT jeweils eine Sequenz auf, die eine geringe Sequenzahnlichkeit zu einer Catalase
aufwies. Catalasen (H,O,:Oxidoreduktasen) sind vor allem an der Stressabwehr beteiligt, in dem sie
toxisches H,O, in Wasser und Sauerstoff Gberfihren (Bethards et al., 1987; Wawrzynska et al., 2005).
Die Sequenzen beider Linien stimmten allerdings nur bedingt am 5’- und 3’-Ende Uberein. Bei der Blastx-
Suche, die den Hinweis auf eine Catalase lieferte, stimmten bei der Sequenz der Linie 6M lediglich die
Aminosauren 468 - 490 der Catalase Uberein. Bei der Sequenz der Linie PT waren dies die Aminosauren
468 - 493. Auler dieser geringen Sequenzahnlichkeit konnte kein weiterer Hinweis auf ein Protein mit
bekannter Funktion gefunden werden [Megablast-Suche ergab: Zea mays mRNA for autophagy protein 9
(atg9 gene; accession no. AMO085516)]. Durch Hybridisierung der nachfolgenden Macroarray-
Experimente mit Sonden der jeweiligen putativen Catalase der Linie 6M bzw. PT konnten diese
Fragmente markiert und dadurch die Anzahl der zu sequenzierenden cDNAs betrachtlich gesenkt
werden.

Die Anzahl der ,unbekannten“ cDNA Fragmente war mit 58 (9 %; Linie 6M) bzw. 42 (7 %; Linie PT)
sehr hoch. Unter diesen ,unbekannten“ Fragmenten wurden alle Sequenzen zusammengefasst, die bei
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der Blastx-Suche keine Sequenzahnlichkeit zu einem Protein oder einem Protein mit bekannter Funktion
ergaben. Neun (Linie 6M) bzw. zwei (Linie PT) dieser cDNAs schienen dabei subtrahiert zu sein.
Interessanterweise fanden Xiong et al. (2001) ahnliche Ergebnisse. Bei einem Vergleich von unbehan-
delten Reiskeimlingen mit solchen, die mit Cycloheximid und Jasmonsaure bzw. Cycloheximid und
Benzothiadiazol behandelt wurden, fanden sie nach SSH, anschlieRenden Macroarray-Experimenten und
Northern Blot Analysen von insgesamt 34 differentiellen cDNAs 19 Unbekannte. Diese ,unbekannten®
Sequenzen wiesen entweder Sequenzahnlichkeit zu Arabidopsis-Proteinen mit unbekannter Funktion auf
oder zeigten keine Ahnlichkeit zu bekannten Sequenzen.

Aus der subtrahierten cDNA-Bank der Linie 6M wurden Hinweise auf drei verschiedene Primarstoff-
wechselenzyme gefunden. Die Inositol-3-Phosphat Synthase bzw. Inositol-1-Phosphat Synthase wurde
bereits im Zusammenhang mit den Leitfahigkeiten und den pH-Werten des Mediums angesprochen
(5.2.1.). Wobei die cDNA Sequenz der putativen Inositol-3-Phosphat Synthase ein schlechtes Sequenzie-
rungsergebnis ergab. Es ist somit fraglich, ob diese Sequenz tatsachlich subtrahiert ist. Im Gegensatz
dazu scheint die Inositol-1-Phosphat Synthase in Linie 6M Uberexprimiert zu sein. Zwei cDNAs zeigten
Sequenzahnlichkeit zu einer Mo-Molybdopterin Cofaktor Sulfurase (ABA3) aus Arabidopsis thaliana.
Dabei handelt es sich um ein Enzym, welches die Aktivitat der Molybdan-Enzyme wie der Aldehyd Oxi-
dase und Xanthin Dehydrogenase reguliert. Die Regulation erfolgt durch Uberfilhren des Molybdan-Co-
faktors aus der Desulfo- in die Sulfo-Form (Heidenreich et al., 2005). Eine subtrahierte cDNA zeigte
Sequenzahnlichkeit zu einem NADPH-abhangigen Malat Enzym aus Populus trichocarpa und Vitis
vinifera. Dieses Enzym katalysiert die Spaltung von Malat in Pyruvat unter Freisetzung von CO, und
Bildung von NADPH. Das NADPH-abhangige Malat Enzym wurde auch bei Kartoffelpflanzen nach
Elicitor-Induktion gefunden. Aus diesem Grund vermuten Wawrzynska et al. (2005), dass es sich dabei
um ein durch Stress induziertes Gen handelt.

Aus der subtrahierten cDNA-Bank der Linie PT wurden hingegen Hinweise auf vier verschiedene Uber-
exprimierte Primarstoffwechselenzyme gefunden. Neben einer Triosephosphat-lIsomerase aus Zea mays
und einer Phosphopyruvat Decarboxylase aus Iris tectorum, wurden zweimal Sequenzahnlichkeiten zu
einer Lipase aus Ricinus communis und dreimal zu einer Monodehydroascorbat Reduktase aus Mesem-
bryanthemum crystallinum gefunden werden. Bei der Triosephosphat-lsomerase und Phosphopyruvat
Decarboxylase handelt es sich um Enzyme des Glucosestoffwechsels. Die Zellen der Linie PT scheinen
neben einer veranderten lonenaufnahmefahigkeit auch einigen Unterschiede im Kohlenhydratstoffwech-
sel aufzuweisen, was eventuell ein verlangsamtes Zellwachstum bzw. den verlangsamten Eintritt in die
log-Phase erklaren koénnte (5.2.1.). Bei der Monodehydroascorbat Reduktase handelt es sich um ein
Enzym, welches Monodehydroascorbat zu Ascorbat reduziert. Ascorbat ist wichtig fur die Stresstoleranz
und das Auffangen von freien Radikalen, die vor allem bei der Photosynthese freigesetzt werden.
Desweiteren dient Ascorbat als Substrat flir die Ascorbat Peroxidase und die Violaxanthin De-Epoxidase
in Chloroplasten, auf die in diesem Fall nicht weiter eingegangen wird, da die Zellen im Dunkeln kultiviert
wurden und somit die Expression von Enzymen fiir die Photosynthese eine untergeordnete Rolle spielen
sollten (De Pinto und De Gara, 2004; Shimaoka et al., 2003). Es ist noch anzumerken, dass eine
Veranderung des Ascorbatstoffwechsels ebenfalls eine Wachstumshemmung verursachen kann.

Zweifach wurde in der subtrahierten cDNA-Bank der Linie 6M die Sequenzinformation fir ein ,non-
symbiontic hemoglobin’ gefunden. Dabei handelt es sich vermutlich um ein sauerstoffspeicherndes
Enzym, welches auch an Oxidationsreaktionen beteiligt sein konnte (Hill, 1998). Die cDNA Sequenz
wurde einmal als Uberexprimiert und einmal als subtrahiert identifiziert, was einer weiteren Uberpriifung
bedarf. Interessanterweise konnte diese Sequenz in Linie 6M gefunden werden. Durch die Mdglichkeit
Sauerstoff zu binden, kénnten die Zellen in der Lage sein eine bessere Sauerstoffversorgung zu
gewahrleisten. Dies wiederum konnte dazu gefiihrt haben, dass Zellen der Linie 6M kirzer in der lag-
Phase verweilten und ihre maximale Frisch- und Trockengewichte im Vergleich zu Linie PT friher
erreichten.
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EIf cDNA Fragmente der subtrahierten cDNA-Bank der Linie 6M zeigten Sequenzahnlichkeiten zu
Proteinen, die flr die Transkription und Translation benétigt werden. Darunter befanden sich lediglich
zwei Sequenzen (,40S ribosomale protein’, ,eukaryotic initiation factor’), die Uberexprimiert zu sein
scheinen, wahrend die Ubrigen Sequenzen bis auf eine Ausnahme subtrahiert sein kénnten. Bei der
Ausnahme handelt es sich um eine Sequenzahnlichkeit zu dem Transkriptionsfaktor YABBY aus Chry-
santhemum x moriflorum, der finfmal als Uberexprimiert und einmal als subtrahiert auftrat, was ebenfalls
einer weiteren Uberpriifung bedarf. Neben dem Transkriptionsfaktor YABBY wurde noch eine weitere
cDNA mit Sequenzahnlichkeit zu einem Transkriptionsfaktor B3 aus Medicago truncatula gefunden.
Diese Sequenzen wurden (zusammen mit weiteren) in den Tabellen 4.15. und 4.16. farbig markiert, da
sie fur potentiell interessant im Sinne der Lignan-Biosynthese sein kdnnten. Der Transkriptionsfaktor
YABBY wird eigentlich fur die Festlegung der abaxialen Zellform (vor allem in ganzen Pflanzen) verant-
wortlich gemacht, wahrend die Bezeichnung B3 lediglich besagt, dass es sich um eine besondere DNA-
Bindedomane handelt, die verschiedenen pflanzlichen Transkriptionsfaktoren gemeinsam ist (Siegfried et
al., 1999; Yamasaki et al., 2004). Dazu zahlen z.B. Transkriptionsfaktoren, die Auxin- oder Abscisinsaure-
reguliert sind.

Die Analyse der Sequenzen der subtrahierten cDNA-Bank der Linie PT ergab lediglich zwei Hinweise auf
subtrahierte Gene, deren Proteine bei der Translation oder Transkription involviert sind (,60 S ribosomal
protein L24’ und ,transcription elongation factor 1 alpha’. Desweiteren wurden zwei cDNAs in der subtra-
hierten cDNA-Bank der Linie PT gefunden, die fir Proteine zu kodieren scheinen, die an der RNA-
Bindung beteiligt sind, wie das ,pentacotripeptide repeat containing protein’ und eine ,ribonuclease III'.
Fir die Bindung an DNA scheinen hingegen drei Uberexprimierte cDNA Fragmente der Linie PT zu
kodieren. Darunter Proteine der ,high mobility group’ (HMG), die bevorzugt an AT-reichen Regionen der
kleinen Rinne von doppelstrangiger DNA binden und deren Funktion in der Prozessierung von 3’-Enden
von mRNA-Transkripten und der Transkriptionsregulation gesehen wird (http://www.ebi.ac.uk/interpro
/ISearch?query=IPR000637). Sowie eines ,suppressor Mra1 family proteins’, welches essentiell fir das
Zellwachstum, die Zellpaarung und fiir die Biogenese von 40S Ribosomen bzw. fiir die Prozessierung
von pra rRNA zu sein scheint. Dieses ,suppressor’ Protein wird vor allem dann in hoher Kopienzahl
gefunden, wenn Ras 1 (Proto-Onkogen; kleines G-Protein der Signaltransduktion und verantwortlich fur
die Steuerung von Wachstums- und Differenzierungsprozessen) mutiert ist (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=43511). Eine weitere Sequenz aus der subtrahierten cDNA-Bank der Linie
PT zeigte Sequenzahnlichkeit zu einem Protein aus Medicago truncatula mit einem ,SAP’-DNA-
Bindemotiv. Dieses Protein scheint an der Chromosomenorganisation beteiligt zu sein (Aravind und
Koonin, 2000). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Zellen der Linie PT im Vergleich zu Zellen der
Linie 6M neben Unterschieden im Primarstoffwechsel, vor allem Unterschiede in der Wachstumsregula-
tion aufweisen.

Zu diesen Unterschieden kommen noch morphogenetische Aspekte hinzu. In die Gruppe der ,Protein-
markierung“ wurden Sequenzen aus der subtrahierten cDNA-Bank der Linie PT eingeordnet, die
Sequenzahnlichkeiten zu einem ,ring finger protein 20’ aus Gallus gallus, einem ,ubiquitin carrier-like
protein’ aus Solanum tuberosum, einem ,ubiquitin-conjugating enzym’ aus Prunus armenica und einem
putativen ,ring 3 protein’ aus Oryza sativa aufwiesen. Eine subtrahierte cDNA zeigte Sequenzahnlichkeit
zu einer ,ubiquitin-protein ligase’ (,zinc ion binding) aus Arabidopsis thaliana. Wahrend die Funktion des
putativen ,ring 3’ Proteins noch ungeklart ist, handelt es bei dem ,ring finger protein 20’ (Synonyme: RNF
20, Ubiquitin-protein ligase) um ein Enzym, welches an der Monoubiquitinierung von Histonproteinen
(Histon 2 in Homo sapiens) beteiligt ist und dadurch eine verstarkte Methylierung verschiedener Lysin-
reste initiilert. Im Zuge dessen scheinen die HOX-Gene (homootische Gene, welche mehrere andere,
funktionell zusammenhangende Gene im Verlauf der Morphogenese steuern) exprimiert zu werden
(http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/gs/101031.html;  http://www.zum.de/Faecher/Materialien/hupfeld/
Genetik/hox-gen-geschichte/hox-gen-geschichte.htm; Zhu et al., 2005). Die oben genannten Sequenzen
(,ring finger protein 20’, ,ubiquitin carrier-like protein’, ,ubiquitin-conjugating enzym’, ,ring 3 protein’
ubiquitin-protein ligase’) sind moglicherweise ebenfalls an diesen Reaktionen beteiligt, wobei in Betracht
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gezogen werden muss, dass Ubiquitinierung von Proteinen vor allem ein wichtiges Erkennungsmerkmal
fur proteinabbauende Enyme ist (Stryer, 1996). Die von differentiell exprimierten Genen kodierten Prote-
ine kénnten somit auch lediglich fir die Initierung des Proteinabbaus verantwortlich sein. Allerdings
wurde die Ausgangs RNA fir die Herstellung der cDNA-Banken aus Zellen gewonnen, die 4 - 6 Tage alt
waren und zu diesem Zeitpunkt dirfte noch kein Gbermafiger Proteinabbau erfolgen. Demnach kénnte in
einigen dieser Gene die Information fiir die Ausbildung der unterschiedlichen Zellform begriindet sein,
bzw. es den Zellen der Linie 6M ermdglichen in gréReren plattchenartigen Aggregaten zu wachsen als
Zellen der Linie PT (Abb. 2.1.).

Einige differentiell exprimierte Gene kodieren fur Zellwandauf- oder abbauende Proteine, wie die ,xylo-
clucan endo-transglycosylase’ (subtrahiert in Linie 6M), die ,pectin acetylesterase’ (subtrahiert in Linie
PT) und ein ,extensin-like/lipid binding’ Protein (Uberexprimiert in Linie PT). Pectin Esterasen sind an der
Esterspaltung des Hauptzellwandbestandteiles Pectin beteiligt. Sie werden von einer Multigen-Familie
kodiert, deren Mitglieder spezifische Expressionsmuster aufweisen und dienen vor allem der Festigung
der Zellen und haben wasserregulierende Funktion (Wawrzynska et al., 2005). Extensine sind ebenfalls
Zellwandproteine, die bis zu 20 % des Zellwand-TG ausmachen kénnen und ebenfalls an der Festigung
beteiligt sind.

In der cDNA-Bank der Linie 6M wurden desweiteren zwei subtrahierte Gene gefunden, die fir eine
ATPase und einen Na-Transporter kodieren, wohingegen fiir Linie PT zweimal das Gen flr einen ,PIP 1
water channels’ subtrahiert auftrat. Die Unterschiede in der Stoffaufnahme der beiden Zellinien wurden
bereits im Zusammenhang mit der Leitfahigkeit der Medien angesprochen (5.2.1.). Im Zuge dessen
kdnnte das verminderte bzw. erhéhte Vorkommen eines Wasserkanals mit einer verstarkten Vakuolisie-
rung infolge von Wassereinlagerung korrelieren. Zellen der Linie PT scheinen desweiteren eine erhohte
Anzahl an mRNAs zu enthalten, die fiir eine ATPase und einen ,heavy metal’ Transporter kodieren. Im
Gegensatz dazu wurden in der subtrahierten cDNA-Bank der Linie 6M ein erhéhte Anzahl an mRNAs
gefunden, die firr ein ,coatomer’ und ein \lipid transfer’ Protein kodieren. Bei den ,coatomer’ Proteinen
(COP 1) handelt es sich um Vesikelhtllproteine, die am Vesikeltransport zwischen Golgi-Zisternen bzw.
Dictyosom und ER beteiligt sind (Kleinig und Mayer, 1999).

In den Tabellen 4.14. bis 4.18. wurden einige weitere potentiell interessante cDNA Sequenzen farbig
markiert und unter ,Sonstiges“ zusammengefasst. Darunter eine Sequenz einer cDNA (Uberexprimiert),
die in der subtrahierten cDNA-Bank der Linie 6M elfmal gefunden wurde und Ahnlichkeiten zu einem
,pathogenesis-related protein (Bet v | allergen) aus Oryza sativa zeigt. Die Funktion dieses Proteins in
Pflanzen ist noch unbekannt. Breiteneder et al. (1989) fanden eine 55 %ige Sequenzahnlichkeit zu einem
,disease resistance response gene’ aus Pisum sativum und vermuteten daher einen Zusammenhang mit
der Pathogenresistenz. Interessanterweise zeigte auch eine heterolog exprimierte Norcolaurin Synthase
aus Thalictrum flavum ssp. glaucum Zellsuspensionskulturen 28 - 38 % Sequenz- und Strukturahnlichkeit
mit dem Bet v | allergen. Die Strukturahnlichkeit beruht auf einer Anordnung von sieben S-Faltblattern um
eine lange a-Helix (Samanani et al., 2004). Die Norcolaurin Synthase katalysiert die Kopplung von Dopa-
min und 4-Hydroxyphenylacetaldehyd zu (S)-Norcolaurin einer Vorstufe der Benzylisochinolin Alkaloide
(Berberin, Morphin, Sanguinarin). Ein Zusammenhang der in L. album gefundenen cDNA Sequenz mit
einer Sekundarstoffwechselreaktion kann aus diesem Grund nicht ganz ausgeschlossen werden und
sollte im Hinblick auf die Lignanbiosynthese noch genauer untersucht werden (siehe Ausblick). Im Ver-
gleich dazu wurde in Linie PT eine subtrahiert cDNA gefunden mit Sequenzéahnlichkeit zu einem ,pollen
specific protein (Ole e | allergen), dessen Funktion jedoch ebenfalls noch ungeklart ist.

In den subtrahierten cDNA-Banken der Linien 6M und PT wurden desweiteren je eine Uberexprimierte
Sequenz eines sog. ,NEC' Proteins gefunden. In Linie 6M handelte es sich um die Sequenzahnlichkeit
zu einem putativen 'NEC I' aus Oryza sativa, welches zu der ,MiN3/saliva’-Proteinfamilie zu gehéren
scheint und dessen molekulare Funktion noch unbekannt ist. Man weil aber, dass diese Gruppe zu den
Transmembran-Proteinen zahlt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=43016).
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Die cDNA aus Linie PT zeigt Sequenzahnlichkeit zu einem ,NEC IV’ aus Nicotiana langsdorffii x Nicotiana
sanderae. In diesen Tabakpflanzen wurden insgesamt flinf ,NEC’-Proteine gefunden. ,NEC I’ kodiert flr
eine Superoxid Dismutase, ,NEC III’ fir eine bifunktionale Carboanhydrase, ,NEC V fiir eine Glucose
Oxidase (und eine mogliche Dehydroascorbat Reduktase) und ,NEC IV’ fir eine Xyloglucan-spezifische
Endoglucanase. Diese Proteine sind vermutlich am Schutz des Gynoeceums und des sich entwickelnden
Embryos vor mikrobiellen Angriffen involviert (Naqvi et al., 2005). Wie bereits vorgestellt handelt es sich
bei der in L. album gefundenen cDNA Sequenz mdglicherweise um eine Xyloglucan-spezifische Endo-
glucanase. Somit scheint es, als wirden die Zellen, obwohl sie unter sterilen Bedingungen gehalten
werden, neben der Produktion an toxischen Lignanen noch weitere Pathogenabwehrmechanismen unter-
halten.

Einmalig wurde in Linie 6M eine subtrahierte cDNA gefunden, deren Sequenz Ahnlichkeit zu einem
Arachidonsaure-induzierten ,DEAI'’ Protein aus Capsicum chinense zeigte. Diese Sequenzinformation
konnte fir Linie PT insgesamt 49-mal (liberexprimiert) gefunden werden. Die Funktion in Capsicum
chinense scheint noch unbekannt zu sein, aber in Tomate fanden Weyman et al. (2006) ein ,DEAI’ Gen,
welches im Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod zu stehen scheint. Nach Behandlung von
Geweben mit Arachidonsaure oder Infektion mit Phythophthera infestans konnten erhéhte Transkriptlevel
gefunden werden. In der Promotorregion dieses Gens wurden Bereiche gefunden, die mdglicherweise flr
eine Stress- und Signalantwort bendtigt werden, sowie Elemente, die bei der circadianen Rhythmik eine
Rolle spielen. Nach dem Uberfiihren von Blattern in einen Kurztagesrhythmus, wurde ,DEAI’ konstitutiv
exprimiert. Das kodierende Protein fiir dieses Gen scheint eine konservierte Doméane aus acht Cysteinen
zu enthalten, die auch in anderen Proteinen, wie Protease- und dem a-Amylase-Inhibitoren, Speicher-
proteinen in Samen und Proteinen des Lipidiransfers gefunden wurden (Weyman et al., 2006).

Da die L. album Zellsuspensionskulturen bei permanenter Dunkelheit kultiviert werden, kann ein Zusam-
menhang mit der circadianen Rhythmik vermutlich ausgeschlossen werden. Ein Zusammenhang mit dem
programmierten Zelltod ebenfalls, da sich die Zellen zum Zeitpunkt der RNA-Gewinnung (Tag 4 -6) noch
nicht in der Absterbephase befanden. Ein Bezug zu den genannten Proteinen (Protease-, a-Amylase-
Inhibitoren, Speicher-, Lipidtransferproteine) waren eher denkbar. Dennoch ist verwunderlich, dass diese
cDNA so haufig auftrat. Moglicherweise handelt es sich um ein ,Haushaltsgen’, welches vorwiegend in
Linie 6M Verwendung findet. Eine weitere Untersuchung kénnte hiezu Klarheit bringen (siehe Ausblick).

Letztlich wurden noch je zwei weitere Sequenzen aus den cDNA-Banken beider Linien erhalten, die
Ahnlichkeiten zu Membranproteinen mit noch ungeklarter Funktion zeigen (,prepro M3’ aus Curcubita
maxima; ,integral membrane protein DUF6’ aus Arabidopsis thaliana). ,Prepro M3’ wird allerdings im
Zusammenhang mit dem Transport von Proteinen zu Proteinspeichervakuolen diskutiert (accession no.
BAB78478). Das noch funktional unbekannte ,integral membrane protein DUF6’ sollte im Hinblick auf die
Lignanbiosynthese ebenfalls noch genauer untersucht werden (siehe Ausblick).

Der Vergleich der beiden Zellinien zeigte, dass in nahezu allen Stoffwechselwegen unterschiedliche
Genexpression stattfindet. Dies kénnte auch der Grund daflr sein, dass lediglich zwei cDNAs fir Sekun-
darstoffwechselenzyme gefunden wurden. Bei den Sequenzen die fir Sekundarstoffwechselenzyme
kodieren, handelt es sich um cDNAs, die Sequenzahnlichkeiten zu einem Hydroxyzimtsaure CoA-Ligase
ahnlichem Protein aus Arabidopsis thaliana (subtrahiert in Linie 6M) und einer B-Amyrin Synthase aus
Euphorbia tirucalli (Uberexprimiert in Linie PT) zeigten. Wahrend das Hydroxyzimtsaure CoA-Ligase
ahnliche Protein moglicherweise im Phenylpropanstoffwechsel involviert ist, was einer weiteren Uber-
prifung bedarf (siehe Ausblick), ist die B-Amyrin Synthase an der Triterpensynthese beteiligt (Abb. 5.10.).
Die B-Amyrin Synthase katalysiert dabei in einem Schritt die Zyklisierung des 2,3-Oxidosqualens durch
Bildung von fiinf Cs-Ringen und insgesamt acht asymmetrischen Zentren (Shibuya et al., 1999). S-Amyrin
bildet die Vorstufe der Oleanolsaure, die wiederum in Glycyrrhizin - ein Triterpensaponin - Gberflhrt
werden kann. Die Funktionen dieser Substanzen in pflanzlichen Zellen sind bisher noch unbekannt.
Glycyrrhizin wird pharmakologisch als Expektoranz eingesetzt.
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Abb. 5.10.: Zyklisierung von Oxidosqualen in hoheren Pflanzen;
Neben der Zyklisierung zu 8-Amyrin sind noch einige weitere Beispiele von Triterpenen gezeigt
(Shibuya et al., 1999).

Es wurden keine cDNAs fiir CYP-Enzyme gefunden. Fir das Fehlen der CYPs in den Banken differentiell
exprimierter cDNAs kdnnte es mehrere Grinde geben. Ein Hauptgrund kdnnte sein, dass bisher lediglich
ein Teil der Gesamt cDNA-Bank durchsucht wurde und cDNAs, die nur in geringen Mengen vorkommen,
moglicherweise noch nicht erfasst wurden. Insbesondere liegen mRNAs die fir CYP-Enzyme kodieren,
vermutlich in nur sehr geringer Anzahl vor, da zumeist nur wenige Molekile eines CYP-Enzyms in der
Zelle notwendig sind, um das entsprechende Substrat hocheffektiv umzusetzen. Dies widerspricht aber
den Aussagen von Diatchenko et al. (1996), wonach, wie bereits zu Beginn angesprochen, vor allem
cDNAs mit geringer Abundanz angereichert werden sollen. Abgesehen von unterschiedlich langen
Halbwertszeiten von mRNA-Molekiilen, kénnte aber auch die Ernte der Zellen fir die Gewinnung der
mRNAs (Tag 4 - 6) zu friih oder zu spat erfolgt sein. Dadurch waren die fir die Lignanbiosynthese
relevanten mRNAs nicht in die SSH eingebracht worden. Allerdings zeigten die Genexpressionsanalysen
von A. Sandermann (2003), dass die mRNAs der Phenylalanin Ammonium-Lyase (PAL), Cinnamoyl-
CoA:NADP Oxidoreduktase (CCR), Zimtalkohol Dehydrogenase (CAD) und Pinoresinol/Lariciresinol
Reduktase (PLR) in Zellen der Linien 6M und PT Uberwiegend an den Tagen 5 - 8 exprimiert wurden. Ein
weiterer Hauptgrund fir das ,Nicht-Auffinden’ von Sequenzen, die fir Sekundarstoffwechsel und CYP-
Enzyme kodieren, kdnnte sein, dass die Unterschiede der Genexpression geringer als das Finffache
waren. Ji et al. (2002) fanden unter Verwendung einer menschlichen Fibroblasten cDNA als ,Driver’ und
einer Haelll restriktionshydrolysierten ¢x174 Phagen cDNA als ,Tester heraus, dass eine effektive
Anreicherung an differentiell exprimierten cDNAs nur dann erfolgen kann, wenn die Unterschiede
zwischen den gesuchten cDNAs mindestens funffach sind. Das unterschiedliche Vorkommen der DOP6H
in beiden Zellinien konnte bisher nur auf enzymatischer Ebene festgestellt werden, was aber nicht
bedeuten muss, dass dies auch auf mMRNA-Ebene der Fall ist. Die Anzahl an mRNAs, die fiir die DOP6H
(oder DOP7H, PAM7H) kodieren, kénnte in Zellen beider Linien mehr oder weniger gleich sein, und die
sichtbaren Unterschiede in der Lignanakkumulation kénnten lediglich durch Unterschiede in der Transla-
tion oder der Enzymaktivitdt zustande kommen. Dies wirde zugleich bedeuten, dass selbst gréfRere
Unterschiede in den enzymatischen Aktivitdten (25-fach im Fall der DOP6H) nicht ausreichend sind, um
die involvierten Gene mittels SSH zu erfassen.
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Diskussion

Nichtsdestotrotz wurden mittels der SSH cDNA Fragmente zahlreicher interessanter Gene kloniert. Acht
der cDNA-Sequenzen, bei denen die Funktionen der kodierenden Proteine z.T. noch unbekannt sind,
wurden als interessant im Hinblick auf die Lignan-Biosynthese erachtet. Dazu zahlen die cDNA-Frag-
mente, die fir die Transkriptionsfaktoren YABBY und B3, die Membranproteine ,prepro M3’ und ,integral
membrane protein DUF6’, das Sekundarstoffwechselenzym ,hydroxycinnamic acid CoA-ligase like pro-
tein’, sowie das ,pathogenesis-related’ Protein (Bet v | allergen), das ,NECIV’ und DEAI kodieren.
Desweiteren konnte mit der cDNA der B-Amyrin Synthase ein weiteres Fragment eines Sekundarstoff-
wechselenzym gefunden werden, dessen Protein eine sehr interessante und hochkomplizierte Reaktion
katalysiert. Sowohl diese als auch die Ubrigen cDNAs werden fir weitere Untersuchungen genutzt
werden.
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Ausblick

6. Ausblick

Bei der Proteomanalyse und der SSH handelt es sich um interessante, aber auch weitgreifende
methodische Ansatze um die Genome oder Teile von Genomen zu untersuchen. Mit dieser Arbeit wurden
die ersten grundlegenden Ergebnisse erhalten, um zukiinftige Proteom- oder Genom-Untersuchungen
mit L. album Zellsuspensionskulturen zu konzipieren. In Anlehnung an diese Vorarbeiten ist ein cDNA-
AFLP-Ansatz mit L. album Zellkulturen angedacht. Entweder werden dabei die Zellinien 6M und PT
vergleichend untersucht oder es wird die Zellinie PT verwendet, die zuvor elicitiert bzw. nicht-elicitiert
wurde. Vorarbeiten zur Elicitierung mit Methyljasmonat wurden bereits von van Firden et al. (2004) und
A. Humburg (2005) durchgefiihrt. Derzeit wird von H. Fuhrmann die Elicitierung der Zellen der Linie PT
mit Coronalon untersucht. Dabei scheint die Bildung von PTOX im Vergleich zu unbehandelten Zellen um
das 5-fache gesteigert zu sein. Dies lasst vermuten, dass die DOP7H ebenfalls in erhéhtem MaRe expri-
miert wird und sie dadurch méglicherweise molekularbiologisch erfasst werden koénnte. Allerdings wird
sich, wie bereits erwahnt, die Suche nach geeigneten Primern als schwierig erweisen, da bisher noch
kein Hinweis auf die Zugehorigkeit zu einer Klasse hydroxylierender Enzyme gefunden wurde.

Abgesehen davon sind die Arbeiten des SSH-Experimentes noch nicht abgeschlossen. Acht cDNA
Sequenzen wurden als potentiell interessant im Hinblick auf die Lignan-Biosynthese erachtet, sowie die
Sequenz der B-Amyrin Synthase. Mittels Northern Blot oder semiquantitativer PCR muss noch geklart
werden, ob die entsprechenden Sequenzen tatséachlich differentiell exprimiert sind.

Da fiir die meisten Sequenzen die Funktionen der entsprechenden Proteine noch nicht bekannt sind, soll
mittels RNAIi-Experimenten versucht werden ihre Expression zu unterdriicken. Die Auswirkungen dieser
Unterdrickung sollten sich in einem veranderten Lignanakkumulierungsmuster (bzw. Triterpengehalt)
zeigen, sofern die verwendete cDNA in die Lignan- (bzw. Triterpen-) Biosynthese involviert ist. Die flr
RNAi verwendeten SproRRkulturen sind bereits vorhanden. Allerdings akkumulierten die daraus bisher
angelegten ,hairy root’ Kulturen tUberwiegend 6MPTOX und nur Spuren von PTOX (Federolf et al., 2007;
J. Windhével, personliche Mitteilung; Dr. E. Fuss, Publikation in Vorbereitung). D.h., dass diese Kulturen
eher der Linie 6M &hnlich sind. Dennoch sollten diese zunéchst ausreichen, um die ersten RNAI-
Experimente durchfihren zu kénnen.

141






Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

Pflanzen und Zellkulturen von Linum album sind in der Lage, cytotoxische Aryltetralin-Lignane zu produzieren,
von denen das Podophyllotoxin (PTOX) in chemisch derivatisierter Form als Krebstherapeutikum Anwendung
findet. Lignane sind Abkdmmlinge des Phenylpropanstoffwechsels. Das Grundgerist der Aryltetraline besteht
aus Coniferylalkohol-Dimeren, die Uber ihre 8 - 8 Atome stereospezifisch miteinander verkniipft sind. Die
einzelnen Syntheseschritte bis zu Deoxypodophyllotoxin (DOP) sind noch weitestgehend unbekannt. Von DOP
ausgehend wurden zwei Wege postuliert: zum einen kann DOP durch Hydroxylierung an Position 7 in
Podophyllotoxin (PTOX) Uberfiihrt werden und zum anderen kann durch Hydroxylierung an Position 6 -Pelta-
tin gebildet werden. B-Peltatin wird in Folge durch eine O-Methyltransferase in B-Peltatin-A-Methylether (PAM)
umgewandelt, welches schlieR3lich in 6-Methoxypodophyllotoxin (6MPTOX) Uberfohrt wird. Wahrend die
Enzyme, die die Umsetzungen von DOP zu B-Peltatin (Deoxypodophyllotoxin 6-Hydroxylase, DOP6H) und von
B-Peltatin zu PAM (B-Peltatin 6-O-Methyltransferase, BP60OMT) bereits charakterisiert sind, fehlten zu den
Umsetzungen von DOP zu PTOX (Deoxypodophyllotoxin 7-Hydroxylase, DOP7H) und von PAM zu 6MPTOX
(B-Peltatin-A-Methylether 7-Hydroxylase, PAM7H) noch jegliche Informationen.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Suche nach den DOP7H und PAM7H Reaktionen. Fur die Untersuchun-
gen wurden zwei Zellsuspensionskulturen mit den Methoden der Phytochemie, Enzymatik, Proteinanalytik und
Molekularbiologie verglichen. Bei Linie 6M handelt es sich um eine 6MPTOX akkumulierende Kultur, wéhrend
Linie PT vorwiegend PTOX anreichert. Das unterschiedliche Lignanakkumulierungsmuster kommt vermutlich
durch das differentielle Vorkommen der DOP6H zustande. Neben der DOP6H konnte in diesen Zellkulturen
auch die BP60OMT erstmals nachgewiesen werden. Beide Enzyme wurden aus diesem Grund eingehend hin-
sichtlich ihrer pH- und Temperaturoptima und ihrer Michaelis-Menten Kinetiken untersucht. Die DOP6H kann
als Cytochrom P450 (CYP)-Enzym in-vitro durch entsprechende CYP-Hemmstoffe inhibiert werden. Hemmki-
netiken mit einigen dieser Hemmstoffe deuten auf eine gemischte- bzw. nicht-kompetitive Hemmung hin.
Wahrend die DOP6H Reaktion auch in-vivo durch CYP-Hemmstoffe inhibiert werden kann, zeigen Dioxy-
genase-Hemmstoffe keinen Einfluss. Im Gegensatz dazu zeigte keiner dieser Inhibitoren eine Beeinflussung
der DOP7H Reaktion. Aus diesem Grund kann lediglich die Gruppe der CYP-Enzyme fir die DOP7H Reaktion
ausgeschlossen werden. Die Hemmexperimente lieferten ebenfalls keinen Hinweis auf die PAM7H Reaktion.
Die Zugabe von DOP zu Zellen der Linie 6M flihrte zu einer verstarkten Bildung von B-Peltatin und PAM,
wahrend in Linie PT das zugegebene DOP in PTOX lberfihrt wurde. Dies zeigte, dass DOP tatsachlich der
Verzweigungspunkt zu PTOX bzw. 6MPTOX zu sein scheint. Bisher wurde vermutet, dass auch eine Umwand-
lung von PTOX in 6BMPTOX madglich sein kdnnte. Die Gabe von PTOX zu Zellen beider Linien resultierte aber
in der Bildung des PTOX-Glucosids und nicht in der Bildung von 6MPTOX.

Umfangreiche enzymatische Teste auf CYP-, Dioxygenase- und Peroxidase-Enzyme lieferten ebenfalls keinen
Hinweis auf den involvierten Enzymtyp einer DOP7H oder PAM7H Reaktion. Allerdings konnte eine bisher
unbekannte ,PTOX:UDP-Glucosyltransferase’ Reaktion gefunden werden. Die Proteomanalyse der beiden
Zellinien ergab insgesamt 85 Proteinbanden, die als unterschiedlich starke Banden mit bloRem Auge sichtbar
waren. Aus Kostengriinden konnten jedoch nur vier davon massenspektrometrisch untersucht werden. Die
Ergebnisse wiesen auf eine putative Sucrose Synthase und ein HSP-Protein aus Zellen der Linie PT hin.
Hinweise auf CYP- oder Dioxygenase-Enzyme konnten nicht gefunden werden. Effektiver schien der mole-
kularbiologische Vergleich der Zellen mittels der Suppressiven-Subtraktions-Hybridisierung. Die Verifizierung
der differentiell exprimierten Gene konnte bisher nur mittels Macroarray-Analysen erfolgen. Von insgesamt 671
untersuchten cDNAs der Linie 6M schienen 16 % bzw. von 563 untersuchten cDNAs Sequenzen der Linie PT
23 % differentiell exprimiert zu sein. Darunter befanden sich 42 %, die nach Blastx-Suche keine Ahnlichkeit zu
bekannten Sequenzen zeigten. Fur den Priméarstoffwechsel, den Aufbau der priméren Zellwéande, Transport-
prozesse, Proteinmarkierung, O,-Speicherprozesse, RNA- oder DNA-Bindung, die Tranlsation und die Trans-
kription kodierten jeweils 1 - 10 putative cDNA-Sequenzen, wahrend fiir Sekundarstoffwechselenzyme zwei
kodierende cDNA-Sequenzen gefunden wurden. Dabei handelt es sich um ein zu Hydroxyzimtsdure CoA-
Ligase &@hnliches Protein - einem Enzym des Phenylpropanstoffwechsel und eine 8-Amyrin Synthase (Prenyl-
transferase, Squalen Oxidase) - einem Enzym der Oxidosqualen Synthese. Neben der Sequenz der B-Amyrin
Synthase wurden acht cDNA-Sequenzen, bei denen die Funktion der kodierenden Proteine z.T. noch unbe-
kannt ist, als interessant im Hinblick auf die Lignan-Biosynthese erachtet und sollen fur weitere Untersuchun-
gen genutzt werden.
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Conclusion

7. Conclusion

Cell suspension cultures and plants of Linum album can accumulate cytotoxic aryltetralin-lignans like
podophyllotoxin (PTOX), which can be used as its semisynthetic derivative in anticancer-therapy. Lignans
are a class of secondary metabolites derived from two phenylpropanoid units that are linked by a C-C
bond between 8 and 8' of the side chain carbon atoms. The single steps to give deoxypodophyllotoxin
(DOP) are rather unknown. But DOP might be the branching point to either PTOX or 6MPTOX. DOP can
be hydroxylated at position 7 to give PTOX or the hydroxylation can occur at position 6 to give B-peltatin.
B-peltatin is converted by an O-methyltransferase to B-peltatin-A-methylether (PAM), whereas PAM is
transformed into 6-methoxypodophyllotoxin (6MPTOX). The enzymes that convert DOP to B-peltatin
(deoxypodophyllotoxin 6-hydroxylase, DOP6H) and B-peltatin to PAM (B-Peltatin 6-O-methyltransferase,
BP60OMT) are known. The enzymes converting DOP to PTOX (deoxypodophyllotoxin 7-hydroxylase,
DOP7H) and PAM to 6MPTOX (B-peltatin-A-methylether 7-hydroxylase, PAM7H) has to be characterized.

The aim of this work was to search for the DOP7H and PAM7H reactions. Therefore, two cell suspension
cultures of L. album were compared by using methods of pytochemistry, enzymatics, protein analytics
and molecular biology. Cell line 6M is a 6MPTOX producer, whereas line PT accumulates mainly PTOX.
The differential lignan accumulation pattern may be due to differential occurrence of DOP6H. Beside
DOP6H, BP60OMT was detected for the first time in those cell lines. Therefore, both enzymes were char-
acterized with respect to pH and temperature optima and their Michaelis-Menten kinetics. The cyto-
chrome P450 (CYP) enzyme DOPG6H can be inhibited in-vitro by CYP-inhibitors. Kinetics with some of
those inhibitors indicate a mixed-type or non-competitive inhibition. The DOP6H reaction can also be inhi-
bited in-vivo by CYP-, but not by dioxygenase-inhibitors. In contrast, none of those inhibitors showed any
influence on DOP7H. For that reason the group of CYP-enzymes involved in the DOP7H reaction can be
entirely excluded. Similar inhibition experiments gave no clue on the enzyme type involved in PAM7H
reaction. The feeding of DOP to cells of line 6M resulted in an accumulation of B-peltatin and PAM,
whereas in line PT PTOX was formed, showing, that DOP really seems to be the branching point either to
PTOX or 6MPTOX. Until now it was speculated that PTOX could be transformed into 6MPTOX, but fee-
ding of PTOX to cells of both lines resulted in formation of PTOX-gucoside and not in 6MPTOX-glucoside
formation.

Extensive enzymatic tests for CYPs, dioxygenases and peroxidases did not throw light on the enzymes
involved in DOP7H and PAM7H reactions. Nevertheless, a novel ,PTOX:UDP-glucosyltransferase’ react-
ion could be detected. Comparison of the proteom of both cell lines resulted in 85 protein bands that
seemed to be different. Four of the proteins could be analysed by mass spectrometric analysis. The
results gave hints for a putative sucrose synthase and a HSP-protein from cell line PT, but no information
was found for CYP- or dioxygenase enzymes. Comparison of the cells by suppressive-subtractive-hybridi-
zation seemed to be more effective. Verification of the differential expressed genes was done via macro-
array-analyses up to now. Altogether 671 cDNAs from line 6M and 563 from line PT were screened and
16 % respectively 23 % seems to be differentially expressed. 42 % of the sequences gave no assign-
ment to any known sequence in a blastx-search. One to ten putative sequences encoding for primary
metabolism, construction of primary cell wall, processes of transport, protein signposting, O,-reservoir,
RNA- or DNA-binding, translation and transcription could be found, whereas two sequences were found
encoding for enzymes involved in secondary metabolism. These sequences were hydroxycinnamic acid
CoA-ligase like protein from the phenylpropanoid pathway and B-amyrin synthase (prenyltransferase/
squalen oxidase) from the biosynthesis of oxidosqualen. Beside the S-amyrin synthase eight sequences
encoding for proteins with partly unknown functions seems to be interesting with regard to lignan biosyn-
thesis and will be used for further research.
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10. Anhang

10.1. HPLC-Standards

Die HPLC-Standards wurden bei 230 nm analysiert, mit Ausnahme der p-Cumar- und Zimtsaure, die bei
309 nm detektiert wurden.

Tab. 10.1.: HPLC-Standards

Molekular- | Konzentration Konzentration . HPLC- Reter_ltlons-

Substanz . Peakflache zeiten
gewicht [mM] [mg/ml] Methode [min]

Hydroxymatairesinol 374,0 0,042 0,016 2.772.408 20040324.met 10,5
Matairesinol 358,0 0,042 0,015 3.438.094 20040324.met 18,8
DOP 398,0 0,042 0,017 4.342.786 Podo1b.met 14,9
B-Peltatin 414 .4 0,042 0,017 6.069.563 Podo1b.met 10,1
PTOX 414 .4 0,042 0,017 4.226.745 Podo1b.met 9,5
PAM 428,4 0,042 0,018 5.094.625 Podo1b.met 16,6
Yatein 400,0 0,042 0,017 2.538.512 20040324.met 37,0
6MPTOX 444 4 0,102 0,044 10.961.429 Podo1b.met 12,0
p-Cumarséaure 164,2 0,083 0,014 8.729.076 C4H.met 6,1
Zimtsaure 148,2 0,083 0,012 6.494.206 C4H.met 12,3

10.2. Berechnung und Auswertung der Enzymaktivitaten
10.2.1. Berechnung der Enzymaktivitdten nach HPLC-Auswertung

Berechnung der Produktmenge [mM] = Peakflache des Prgcé:l;t;;c[r?;Asl{Lﬁcﬁ?ﬁgz[ﬁKS; ion Standard [mM]

Produktmenge/Testansatz [nmol] = Produktmenge [mM] x 1,5x10™ [l] x 1000

Produktmenge/Testansatz[nmol]
eingesetzte Proteinmenge [mg] x Inkubationsdauer [sec]

spezifische enzymatische Aktivitat [kat/kgProtein]=

10.2.2. Berechnung der Enzymaktivitaten nach photometrischen Testen

6
Enzymaktivitit [pkat]= _?tI]E xVTedst—X1O
XE

Enzymaktivitat [pkat]

spezifische Enzymaktivitat [ukat/kgProtein]=
Cprotein X VProtein

AE/t - Absorptionsanderung pro Sekunde
Vet - Volumen des Testansatzes [ml]

d - Schichtdicke der Klvette [cm]

€ - Extinktionskoeffizient [mM'1cm'1]

Crrotein - Proteinkonzentration [mg/ml]

Vprotein - Volumen der Proteinldsung im Test [ml]
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10.2.3. Graphische Auswertung nach SigmaPlot2001

Die Auswertung erfolgte mit SigmaPlot2001 Version 7.0 (SPSS Chicago, IL, USA). Die Berechnungen
und Grafiken wurden erstellt mittels ,nonlinearer Regression’ unter Zuhilfenahme des ,Regression Wiz-
ard’. Die einzelnen Parameter der Auswertungen sind im Folgenden aufgelistet. Die Ky- und v,,-Werte
wurden von dem Programm automatisch anhand der Gleichungen errechnet.

Abb. 4.14. ,equation category’ - exponential rise to maximum
‘equation name’- - single, 3 parameters
‘equation’ -y =a(1-e-™

Abb. 4.15. ,equation category’ - exponential rise to maximum
‘equation name’- - simple exponent, 3 parameters
‘equation’ -y = yot+a(1-b")

Abb. 4.17.a) ,equation category’ - hyperbola
‘equation name’- - single rectangular, 2 parameters
‘equation’ -y =

b + x

Abb. 4.19.a) ,equation category’ - hyperbola
‘equation name’- - single rectangular, 2 parameters
‘equation’ -y =X

b + x

Abb. 4.22.a) ,equation category’ - exponential rise to maximum
‘equation name’- - single, 3 parameters
‘equation’ -y = a(1-e-™)

Abb. 4.22.b) ,equation category’ - exponential rise to maximum
‘equation name’- - single, 3 parameters
‘equation’ -y =a(1-e-™

10.3. DOP-Synthese

'H- und ein "*C- NMR-Spektrum von DOP: Die Daten wurden mit Literaturangaben aus lkeda et al.
(1998) verglichen und stimmten mit diesen sehr gut tiberein (siehe Tabelle 10.2.).

Abb. 10.1.: Nomenklatur der Aryltetralin-Lignane (hach IUPAC)
Die Nummerierung entspricht der Peak-Zuordnung der Spektren (Abb.
10.2. und 10.3.).

VIl
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Abb. 10.2.: "H-NMR Spektrum aufgenommen bei 500 MHz (CDCls)

Die Lage der Resonanzsignale (d in ppm) ist erkennbar. Die Signalflache unter den Peaks ist ein MaR fiir die Anzahl
an Protonen. S~ kennzeichnet die Intensitat der Signale. Die Nummern wurden nachtraglich eingefligt und
kennzeichnen die Peakzuordnung bzw. die in Abb. 10.1. nummerierten C-Atome.
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Abb. 10.3.: *C-NMR Spektrum aufgenommen bei 125 MHz (CDCls)
Die Lage der Resonanzsignale (3 in ppm) ist erkennbar. Die Signalflache unter den Peaks ist ein Maf fir die Anzahl
an Protonen. Die Nummern wurden nachtraglich eingefligt und kennzeichnen die Peakzuordnung bzw. die in Abb.
10.1. nummerierten C-Atome.
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Tabelle 10.2.: Vergleich der Literaturdaten mit den gemessenen NMR-Daten
Legende: s - Singulett, m - Multiplett, d - Duplett

-

Nummerierung

) gemessenes gemessenes | 'H-NMR Spektrum BC-NMR
der C-Atome in a =
e A H-NMR C-NMR nach lkeda et al. Spektrum nach
) Spektrum Spektrum (1998) lkeda et al. (1998)
Lignane
1 128,2 128,3
2 6,654 6,66 s 108,5
3 147,0 1471
4 146,7 146,8
5 6,505 110,4 6,52s 110,5
6 130,5 130,7
7 33,0 ca. 2,73 33,1
8 32,8 2,72 m 32,8
9 72,0 3,91 m 72,0
4,44 4,44 m
1 136,2 136,2
2 6,335 108,4 6,35s 108,5
3 152,4 152,5
4 136,9 137,3
& 152,5
6’ 6,335 108,2 6,35s 108,5
7 4,590 43,7 4,60d 43,8
8’ 47,4 2,72 m 47,5
9 174,9 174,8
-OCH,0- 5,935 101,1 5,92 d 101,2
5,913 5,94 d
C3-OCH;, 3,736 56,1 3,75s 56,3
C4-OCH;, 3,789 60,7 3,80s 60,8
Cs-OCH;, 3,736 56,1 3,75s 56,3
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10.4. LC/MS-Analyse der DOP6H Produkte

Das bei der DOP6H Reaktion entstandene Produkt B-Peltatin wurde mittels LC/MS im Vergleich zu einer
Standard-B-Peltatin Losung (1,036 mg/ml) auf seine Identitat Gberprift. Diese Analyse wurde im Labor
von Prof. Dr. Schmidt durchgefihrt.

LC/MS-Analyse des DOP-Standards:

N-1108

BasePeek F +cESIRUl
[ 100.00-1000.00] M5
Federdf(2

145 48 76 942 083 BO3 77 217 2452652771298 3446 36.28 4026 41414348 4733 5149 269 5.01 %593
[T T T T [ T T T T [ T T T [ T T T [T T T T [T T I T [ 1T T T[T T T T [ T T T T[T I T T T IT T ]ITTrr]
0 5 0 1 20 25 30 35 40 45 20 % 60

Tine(nin)

43 N-3.836
BasePeckF-cESIRUINS
[ 100.00-1000.00] VS
Federdf02

B%J‘BSO D67 235 2563 280 006 AU BB 0Bs3xm 4491459 4847 5144 3018 820 D86

0 5 0 b 20 25 30 35 40 45 D 3 60
Tirre(rmin)
#“o N-20966
SpectrumivVeximum
nr210.0-4000-
mMT399.5-4005PDA
192 Federdf(2
448 620 943 M2 662 B44 2367 2600 270 2874 3058 3445 35913869 4049 4248 44714872 D20 %8B
[T T 1 1T Tt i1 1T [T 1T T 1T 1T [T 1T I T T 1T [T T T T ] T T T[T TTTJ T TITTI]TTTIT]
5 0 B 25 30 35 40 45 2
Tine(nin)

000, 617 6798, 7968 | 887 9069904
—f*

0 0 200 2
miz mz
183
54
hd 21742933351
L, ‘ P24B3 s g8 784 8268 8575890 9831
\‘HH\\\H\HH\H\\\HH\HH\HH\HHFH\\ [TTT T T T T[T T T[T T T T [T T T T T T T T [ TT T T[T TTT[TTTTTTTT]
™ 200 300 40 S50 60 M0 80 00 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
miz mz

% 220 300330 VO 3820 3960

T T T T T T T [ T T T [ T T T[T T [T T I [T T T[T T 1 [TTT]
30 320 340 3B 30

wavdength(m)

Abb. 10.4.: LC/MS-Analyse des DOP-Standards
Retentionszeit von 14,07 min; Hauptfragmente: +ms - 416,1 m/z (Dimer - 813,7 m/z); +ms/ms - 230,9, 336,6 und
357,6 m/z; Absorbtionsmaximum: 292 nm
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LC/MS-Analyse des B-Peltatin-Standards:

N-8868
BasePeek F +cESIRUI
e[ 100.00-1000.00) M5
Federaf(3
123 342 505 /- \_D30 1165 683 739 2069 2290 255 2682 2027 3388 3567 3681 4090 4197 445 4732 4991 238 5441 HR BO7
\\\\\ Ti1 1 ] T rrrJrtrrtr [ TrrrJrrrrJrrtirrt [ rrrrJ7rrrrirrrr]
2 30 3% 40 45 5
Tine(rir)
838 N5
BesePeek F--cESIRUlms
876 [ 100.00-1000.00] M5
Federaf(3
785
15130 78 05 BHEN 76 206 257 2650 2658 2782 3130 290478 302 41% 432 4705 4833 5106 54915783 B2
L L L L L L L ]
0 5 0 B 20 2 30 3% 40 45 5 % 60
Tirre(in)
837 N- 24266
SpectrumVexinum
mr210.0-400.0-
3954005 PDA
192 7 Federdf(3
548 ") | 046 RO1UE2 TO1 2047 23412562 2679 2847 30813241 3764 3898 4075 4246 4725 5122 249 54
LI T O O B O
0 5 0 b 20 % 30 k3 40 45 ol % 60
Time(nin)
451 4330 335
B2 Bo1 24712889 || 4850 298 6415 6990 L 5 B89 2080 2463|2477 2672 3B6 | 3P4 3603 467
\\\\\\\\H\\H\\H\\\\\\\\\\H\\H\\H\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
T 200 300 400 50 600 M0 800 W00 D00 200 20 300 38 400

iz niz

3852
% 180 2234 38| " B6 . 29 | B0 92 . % 610 872 2002 2314 2630 2852 .
5L A B A T T \ Lty e O B e o

10 200 300 400 0 600 700 800 900 000 10 200 2 300
iz miz

Abb. 10.5.: LC/MS-Analyse des B-Peltatin-Standards
Retentionszeit von 8,38 min; Hauptfragmente: +ms - 432,1 m/z (Dimer - 845,6 m/z); +ms/ms - 246,9 m/z; -ms -413,9
m/z (Dimer - 827,6 m/z); -ms/ms - 413,1; Absorbtionsmaximum: 276 nm
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LC/MS-Analyse des DOP6H-Assays flir 60 min inkubiert:

N 566657
BesePesk F+cESIFull
Federaf06
090 64575 B5 208 2186 25% 2724 297 31N 2B 3720 3832 4058 M83 4351 4504 49 5181 5487 5749
L L e I o B e B e e B B B B S B B S B B B B B B R B |
€ » © a5 D &
Tirve (i)

N-2 85

[ 100.00-100000] MB
Federdlf06

BasePeck F-cESIFulms

600 B30 £51 661 H81

BM

863 BB 682 78 743 T84 7%

L e B s B B B B
25 B0 B5 %o %5 B0 65

Tinre(rin)

[T T T T T T
B0 B85

70

N-265683
SpectrumVeximum
m¥210.0-4000-
mMT399.54005PDA

B35 Bes B

% %00 B 3p7 3B 4968 580 17 6710 @ 964 972
T

% M0 2030 @
L O B B B I B R

: : 3013 3IB5 412456

O P P P R R P P P P P P T T T R I TTTT T
10 200 300 400 500 600 0 800 900 000 10 0 200 22 300 39 400

niz niz
ST A0 TB57A64 T3 8664 0072 W49 692 226 3950 4318
| EERNEEESNEEEEERENENENERE L et ) )
10 200 300 400 500 600 0 800 900 000 B0 200 28 300 35 400

niz niz

2460 260 32403320 350 3800 3900

B B O B B |
20 240 20 280 300 320 340 360 3/ 400

wavdength(m)

Abb. 10.6.: LC/MS-Analyse des DOP6H-Assays fur 60 min inkubiert

Retentionszeit DOP - 13,55 min, §-Peltatin - 8,03 min;

Hauptfragmente DOP: +ms - 416,1 m/z (Dimer - 813,7 m/z); +ms/ms - 230,9, 336,6 und 357,6 m/z;
Hauptfragmente B-Peltatin: +ms - 432,0 m/z; +ms/ms - 246,9 m/z
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LC/MS-Analyse des DOP6H-Assays nicht inkubiert (Stopp vor Start):

No7.626
BasePesk F+cESIFUll
e[ 100.00-1000.00] MS
Federdf07
145 468790882 1109 22| | 6M B9 21912336 2666 2794 2907 3123 3451 3723 3939 402 4227 4427 4830 5135 54 407 5198
T T T T [ T T T T [T T T T T T T[T T T T[T T T T [T T T T [ T T T T [ T T T T T T 1T [T T 1T [T T TT]
5 0 5 20 % 0 % 40 45 0 %
Tire(min)
151 N= 20666

BasePeck F-cESIRUIMs

4703 50855194 433 525 PAS[ 00010000 VS
T06 g5 24752723 251 2987 3304 330137 3 M2 O, W Fedkrdf07

N-31383
SpectrumiVieximum
nnr210.0-4000-
nr399.5400.5PDA
Federdf07

2471 2718 3066 324.9.0 451

1 B71 208 |
Lt e B o
200 29 300 350
miz niz
183
P54 2983
4688510 g
|22 el [0 ], 0 ms o 90 83
T T T T T T T T T T[T T[T T T T[T T T[T I T[T I T T [T I T[T I T [ TITT[TTTT]
10 200 300 400 200 600 00 800 900 100 00 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
mz niz

2840 2920 360 3240 390 3600 300 3900

L L O O I B O B B B AR R
280 300 30 A0 360 3B 400

wadegth(m)

Abb. 10.7.: LC/MS-Analyse des DOP6H-Assays nicht inkubiert (Stopp vor Start)
Retentionszeit DOP - 13,83 min,
Hauptfragmente DOP: +ms - 416,1 m/z (Dimer - 813,7 m/z); +ms/ms - 231,0 und 357,6 m/z
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10.5. Bestimmung der Inhibition der DOP6H

Kalkulationsart

nach

SigmaPlot

Lineweaver-
Burk

Hanes-Woolf

Eadie-
Scatchard

Kalkulationsart

nach

SigmaPlot

Lineweaver-
Burk

Hanes-Woolf

NDA-Konzentration

[uM]
0 uM
2 uM
10 uM
50 uM
100 uM
200 pM

0 uM

2 uM

10 uM
50 uM
100 M
200 pM

0 uM

2 uM

10 uM
50 uM
100 uM
200 pM

0 uM

2 uM

10 uM
50 uM
100 pM
200 uM

NDA-Konzentration

[uM]
0 uM
2 uM
10 uM
50 uM
100 uM
200 pM

0 uM

2 uM

10 uM
50 uM
100 M
200 pM

0 uM

2 uM

10 uM
50 uM
100 uM
200 pM

Vmax DZW. Vo' Werte

[ukat/kg Protein]

9,5
7,6
4.4
1,8
1,0
0,6

12,9
9,1
4,0
1,5
1,1
0,4

9,1
7,7
4,5
4,5
1,1
0,5

111
8,2
4,3
1,8
1,1

0,5

Vmax DZW. Vo' Werte

[ukat/kg Protein]

9,5
7,6
4.4
1,8
1,0
0,6

12,9
9,1
4,0
1,5
1,1
0,4

9,1
7,7
4,5
4,5
1,1
0,5

Km bzw. K’

Werte [uM]

3,6
4,0
5,5
9,7
3,0
0,2

8,0
6,3
4,2
6,5
10,3
8,0

33
44
59
8,9
8,2
75

6,0
5,1
4,9
9,1
1.1
11,6

Km bzw. K’

Werte [uM]

3,6
4,0
5,5
9,7
3,0
0,2

8,0
6,3
4,2
6,5
10,3
8,0

33
44
59
8,9
8,2
75

Tab. 10.3.: Berechnung der
Km- bzw. Km'- und Vmax- bzw.
Vmax -Werte mit steigender
NDA-Konzentration

graphische Auswertung mit dem
Programm  SigmaPlot 2001,
rechnerische Auswertung nach
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf
und Eadie-Scatchard

Tab. 10.4.: Berechnung der
Km- bzw. Kn'- und Vmax- bzw.
Vmax -Werte mit steigender
CLOT-Konzentration
graphische Auswertung mit dem
Programm  SigmaPlot 2001,
rechnerische Auswertung nach
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf
und Eadie-Scatchard (Tabelle
wird auf Seite XV fortgesetzt)
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Fortsetzung der Tab. 10.4.:

Kalkulationsart NDA- Vmax DZW. Vima' Werte Kmbzw. Ky’
nach Konzentration [uM] [ukat/kg Protein] Werte [uM]
0uM 11,1 6,0
2uM 8,2 5,1
Eadie- 10 uM 43 4,9
Scatchard 50 yM 1,8 9,1
100 M 1,1 11,1
200 uM 0,5 11,6

10.6. LC/MS-Analyse der BP60OMT Produkte

LC/MS-Analyse des B-Peltatin-Standards (siehe oben)
LC/MS-Analyse des B-Peltatin-A-Methylether (PAM) Standards:

N 16650
BasePeck F:+cESIFl
e[ 100.00-1000.00] M5
Federalf04

13 4B7B79  fos B2 9'59720,42 2479 2692 2882 3186 33.753575 37.93 40.30 4165 4351 4726 5120 59 501
[T T T T[T Tt T[T T T[T I T[T T T T[T T T T I I I T[T T T T[T T TT [ I T T T T TT]TTTT7I]
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049 Federaf04
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Tine(in)
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SpectrumVaxinum
n¥210.0-400.0-
nF3%9.5-400.5 PDA
191 Federalf04
449 79998 M31 B45 7.0 B5 215 24912642 2791 3100 3366 36.01 39.80 4087 4203 46.6 4931 5.74 5.40
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 b 20 25 30 35 40 45 0 % 60

Time(nin)

400 200 600 700 800 900 100 B0
mz iz

391.1 481

‘4839 509

%33

\“‘2‘1‘74 360 6088 6347 w07 801 o8

\\\\\\\\H\\H\\H\\\\\\\\\\H\\H\\H\\\\\\\\ T T T T T T T[T I T T[T T[T T T[T T T [ TT I T[T TITT[TTTTI[TT7T]
01 02 03 04 05 06 07 08 09

% 2@ 5 823 429*‘? 4989 5P0 6624 7231 8728 89 9m. %39  B70 2B9 2602|2647 3009 3460 3885 3970 41814462
T \H\\H\\\\\\\\\\H\\H\\H\\\\\\\\ I o s B A B B e Bt
200 300 35 400 4D

10
niz mz
- cES Rull ms[ 100.00-000.00]
+cES Ful s 00.00-000.00]
- cdwFul me2 13.7@8500[ 20.00-2500]
+cdwRl ms2 44596@B500[ 10.00-460.00]
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Abb. 10.8.: LC/MS-Analyse des B-Peltatin-A-Methylether (PAM) Standards
Retentionszeit von 15,83 min; Hauptfragmente: +ms - 446,1 m/z (Dimer - 873,8 m/z); +ms/ms - 260,9 m/z;
Absorbtionsmaximum: 280 nm
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LC/MS-Analyse des BP60OMT-Assays flr 60 min inkubiert (8-Peltatin):

N-4.207

BasePesk F+cESIAU
rs{ 100.00-1000.00] MS
Federdf08

T I T T [ T T T T [ T T T T [T T T T [ T T T T [T T T T [T T T T [ T T T T [ T T T T [ 1 T T [ T T [TTrTT]
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S T \‘1\9\ T

183
e 2931 A 349
a2 52
‘ \“2%72‘ | ® 60886308 747 8269 8916 93 D200 2B4 269 | 31002
[

10 0
miz miz

2400
a 260 2040 3B0 3240 3540 3600 3880
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Abb. 10.9.: LC/MS-Analyse des BP60MT-Assays fiir 60 min inkubiert (8-Peltatin)
Retentionszeit: B-Peltatin - 8,41 min, PAM - 16,30 min; Hauptfragmente B-Peltatin: +ms - 432,0 m/z; +ms/ms - 246,9
m/z; -ms - 413,5 m/z; - ms/ms - 413,1 m/z
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LC/MS-Analyse des BP60OMT-Assays flir 60 min inkubiert (PAM):

N 42057
BesePeskF +CESIFl
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Abb. 10.10.: LC/MS-Analyse des BP60MT-Assays fur 60 min inkubiert (PAM)
Retentionszeit: B-Peltatin - 8,41 min, PAM - 16,30 min; Hauptfragmente PAM: +ms - 446,0 m/z; +ms/ms - 260,9 m/z
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LC/MS-Analyse des BP60OMT-Assays nicht inkubiert:

N-1388
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Abb. 10.11.: LC/MS-Analyse des BP60OMT-Assays nicht inkubiert
Retentionszeit: B-Peltatin - 8,31 min; Hauptfragmente B-Peltatin: +ms - 432,0 m/z; +ms/ms - 246,9 m/z; -ms - 413,6
m/z (Dimer - 827,0 m/z); -ms/ms - 413,1 m/z
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10.7. LC/MS-Analyse der DOP7H Produkte

LC/MS-Analyse des PTOX-Standards:
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Abb. 10.12.: LC/MS-Analyse des PTOX-Standards
Retentionszeit von 6,9 min; Hauptfragmente: +ms - 432,0 m/z (Dimer - 845,7 m/z); +ms/ms - 247,1, 397,2 m/z;
Absorbtionsmaximum: 292 nm

XX



Anhang

LC/MS-Analyse des DOP7H-Dioxygenaseassays mit Substrat (DOP-Zugabe):
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Abb. 10.13.: LC/MS-Analyse des DOP7H-Dioxygenaseassays mit Substrat (DOP-Zugabe)

Retentionszeit PTOX - 6,92 min, DOP - 13,26 min;

Hauptfragmente PTOX: +ms - 432,1 m/z (Dimer - 845,7 m/z); +ms/ms - 246,8 m/z; 396,9 m/z;
Hauptfragmente DOP: +ms - 416,0 m/z (Dimer - 813,6 m/z); +ms/ms - 231,1, 336,6 und 357,6 m/z;

Absorbtionsmaximum: 292 nm
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LC/MS-Analyse des DOP7H-Dioxygenaseassays ohne Substrat (DOP-Zugabe):
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Abb. 10.14.: LC/MS-Analyse des DOP7H-Dioxygenaseassays ohne Substrat (DOP-Zugabe)
Retentionszeit PTOX - 6,92 min, DOP - 13,26 min;

Hauptfragmente PTOX: +ms - 432,0 m/z (Dimer - 845,7 m/z); +ms/ms - 246,9 m/z; 397,0 m/z;
Absorbtionsmaximum: 290 nm
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10.8. LC/MS-Analyse der UDP-Glucosyltransferase Produkte

LC/MS-Analyse des UDP-Glucosyltransferaseassays mit Cosubstrat-Zugabe (UDP-Glucose):
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Abb. 10.15.: LC/MS-Analyse des UDP-Glucosyltransferaseassays mit Cosubstrat-Zugabe (UDP-Glucose)
Retentionszeit PTOX - 5,27 min, PTOX-Glucosid - 2,63 min; Hauptfragmente PTOX: +ms - 432,1 m/z
(Dimer - 845,7 m/z); Hauptfragmente PTOX-Glucosid: +ms - 397,3 m/z, 594,2 m/z; Absorbtionsmaximum: 290 nm;

Die Hauptfragmente des PTOX-Glucosids stimmen im Wesentlichen mit Literaturdaten tGberein (Schmidt et al.,

Vasilev et al., 2007).

2006;
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LC/MS-Analyse des UDP-Glucosyltransferaseassays ohne Cosubstrat-Zugabe (UDP-Glucose):
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Abb. 10.16.: LC/MS-Analyse des UDP-Glucosyltransferaseassays ohne Cosubstrat-Zugabe (UDP-Glucose)
Retentionszeit PTOX - 5,27 min, Hauptfragmente PTOX: +ms - 432,1 m/z (Dimer - 845,7 m/z); Absorbtionsmaximum:

268 nm
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10.9. LC/MS-Analyse der 6MPTOX- und PTOX-Glucoside

LC/MS-Analyse des Lignanextraktes der Linie 6M:
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Abb. 10.17.: LC/MS-Analyse des Lignanextraktes der Linie 6M (Lignanextraktionsmethode B)

Retentionszeiten: 6MPTOX - 7,18 min, PTOX - 4,99 min, 6MPTOX-Glucosid - 2,68 min;

Hauptfragmente: 6MPTOX: +ms - 427,5 m/z, 462,3 m/z, 906,0 m/z; 6MPTOX-Glucosid: +ms - 427,7 m/z, 624,4 m/z;
PTOX: 432,5 m/z, 867,1 m/z;

Die Hauptfragmente des 6MPTOX und 6MPTOX-Glucosids stimmen im Wesentlichen mit Literaturdaten Uberein
(Schmidt et al., 2006; Vasilev et al., 2007).
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LC/MS-Analyse des Lignanextraktes der Linie PT:

C\W¥cdibun..\AK AlfermanniFederdf_06 01/31/2007 0231:04 AM K4 PT
251 N:458
A BasePeck F +cESI Full ms
[ 100.00-1000.00] MS

Federdlf_05

189 \;B 504 | geo NP PVygs 7@ 2072 2875 272 30U 3607 3565 3884 4160 4463 4720 D04 M3 545 568 BY
[rrr1rJjtirrjrrrrjrrrrjrrirtr[ 1111t [ T 1T T T [ T 1T T T [ T T T T [ T T T T [T T T 1 [T 717171
L3 20 2! 30 35 40 45 D 3 60

Tirre(mmin)
267 N 13466
131 BasePeek - cESIFul s
[100.00-1000.00] MS
Federolf 05

30
6B 82697112  #91 740 207 2398265 2726 30M 3242 3544 364138814148 4530 7R SIBSIM 32 B
Frrrr 1 1t r 1 rrrrJ 1 rrJrrrrJjrrrrj 111t Tt 1T 11T 1T IT T T 1T rTrTrtrtrrrr]
20 2% k) 35 40 45 ) % 60

0 5
Time(mmin)
148 NL: 16566
203 SpectrumMeximum
[ nnr210.0-400.0-
nF399,5-400.5 PDA
246 Federdf_05
497 693 809 1A £I3 B31 BOH4 215 2285 2476 27.8 2921 3069 34.07 36.1B 3791 40.0 4144 455 4697 5131 83.34 5545 547
[rr 1Tt 1t 111111171111 T T T T[T 1T T T T T 11T [T T T T T I 1T [T T T T T TrTrJrrrr]
5 0 B 20 25 30 35 40 45 0 % 60
Time(min)

:

4.

T L B A R
10 200 300 400 00 600 ™0 800 900 100 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
miz niz

6218
6229
5%6.0
B35 B35 282 3BB 00 4U2 5155 | “624-5 7056 686 8M6 9759630
L L Lt A | L L O A
10 200 300 400 500 600 0 800 900 100 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
miz niz

2800 3%0 3720 396.0
L L L I O B B B B B
240 260 280 300 320 340 360 380

wevdength(m)

Abb. 10.18.: LC/MS-Analyse des Lignanextraktes der Linie PT (Lighanextraktionsmethode B)

Retentionszeiten: PTOX - 5,04 min, PTOX-Glucosid - 2,51 min;

Hauptfragmente: PTOX-Glucosid: +ms - 397,5 m/z, 495,4 m/z,

Die Hauptfragmente des PTOX-Glucosids stimmen im Wesentlichen mit Literaturdaten tberein (Schmidt et al., 2006;
Vasilev et al., 2007).
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10.10. cDNA Teilsequenz von Aktin aus L. album Linie 6M

>pKF5K3* (838 bp)

5” GATGAGCTCCGGCGCATGGCCGGGGATATGGAAAGATATGGCATCACACATTCTACAATGAGCTTCGTGTTGCAC
CTGAGGAGCACCCAGTGCTTTTGACTGAGGCCCCTCTTAACCCAAAGGCCAACAGAGAGAAGATGACTCAAATCATG
TTCGAGACGTTCAATGTCCCCGCCATGTATGTTGCCATCCAGGCCGTCCTTTCCCTCTACGCCAGTGGTCGTACTAC
CGGTATTGTGTTGGATTCGGGTGATGGTGTGAGTCACACTGTGCCAATCTACGAGGGTTATGCTCTGCCACACGCCA
TTCTCCGTTTGGATCTCGCAGGTCGTGACTTGACCGACTCACTGATGAAGATCCTCACAGAGAGGGGTTACATGTTC
ACCACCACTGCCGAGCGGGAAATTGTCCGTGACATGAAGGAGAAGCTCGCGTACGTCGCCCTCGACTACGAGCAAGA
GCTCGAGACGGCCAAGAGCAGCTCGTCGGTCGAGAAGAACTACGAGCTTCCCGATGGCCAGGTCATCACCATTGGAG
CAGAGAGATTCCGCTGCCCTGAAGTCCTCTTCCAGCCATCCCTCATCGGAATGGAAGCTGCCGGGATCCACGAGACT
ACTTACAACTCCATCATGAAGTGCGATGTCGACATCAGGAAGGATCTCTACGGTAACATCGTGCTCAGCGGTGGCTC
CACCATGTTCCCAGGCATTGCTGACCGTATGAGCAAAGAGATCACCGCACTTGCTCCCAGCAGCATGAAGATCAAGG
TTGTTGCGCCCCCGGAGAGGAAATACAGTGTCTGGGATTGGAGGGTCCATCCTCGCCTCTCTCAGCACGT-3

* pKF5 - Plasmid Katja Federolf Nr. 5, Klon Nr. 3; Teilsequenz ohne Reste der pGEMT®-Vektorsequenz

10.11. cDNA Teilsequenz einer putativen 4-CL aus L. album Linie 6M

>pKFO3P01G12-07** (268)

57 TTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACAAGAACAATCCTGAAGCTACAAGAGCGGGTTTCTGTTTGGGTGGTTCCAC
ACCGGAGATCTTGGTTATTTTGATTCCGATGGCTATTTGAATCTCGTCGGCAGGATTAAGGAGCTTGTCAACCGTGG
AGGGGAGAAGATATCTCCAATTGAAGTGGACTCAGTTCTTCTATCTCATCCAGACATCGCTCAAGCGGTCTGCTTCG
CTGTCCCTGATGAGAAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTA-3”

> pKFO03 - Plasmid Katja Federolf Nr. 3, Klon Nr. P01G12; Teilsequenz ohne Reste der pGEMT®-Vektorsequenz

10.12. cDNA Teilsequenz einer putativen B-Amyrin Synthase aus L. album
Linie PT

>pKFO4P05D04*** (171)

57 TAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACGCGATCCAAGCGTTGGTGTTTTTCAAGAAGCTATACCCTCGGCACAGAGAGA
CAGAGATTGAGTGTTTTATTAAAGGTGCCGGCGAGATACCTGGAAAGCATTCAAACGTCCGAGGGCGGGTGGTACCT
GCCCGGGCGGCCGCTCGAA-3”

fl pKF04 - Plasmid Katja Federolf Nr. 5, Klon Nr. P05D04; Teilsequenz ohne Reste der pGEMT®-Vektorsequenz
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bisschen Dialyseschlauch und Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase schnorren durfte.

Nicht zuletzt danke ich dem DFG-Graduiertenkolleg Molekulare Physiologie: Stoff- und Energieumwandlung unter
Leitung von Prof. Dr. M.K. Grieshaber (Institut fir Zoophysiologie, HHU Dusseldorf) fur die Aufnahme und finanzielle
Unterstiitzung, sowie die Durchfiihrung einiger schoner Exkursionen. Dank hierflir auch dem Sprecher des
Graduiertenkollegs Andre Muller.

So, bevor ich jetzt dem ,nackten Hamster* fir seine Arbeit danke, danke ich herzlichst meinem Mann
GrrrrsrrasssnnininseeeeeeeessiiiniziiiZ husch, husch auf Eure Platze) und meinen Eltern, ohne deren Unterstiitzung diese Arbeit
nicht moglich gewesen ware. Neben meiner Familie muss ich auch noch meinen besten Freunden Kirsten und Melli
fur ihr Dasein danken.

Nun zum ,nackten Hamster“: Neben allen Kollegen sind mir besonders Joérg, Susanne, Cosima und Dagmar ans
Herz gewachsen. Sie waren immer flr einen SpalR und ein Schwétzchen zu haben, halfen stets mit Rat und vor allem
Tat. Vielen Dank Susanne, dass ich immer bei Euch schnorren durfte (Schittlerracks, Schittlerkapazitaten,
Gelapparaturen, 96er well Platten, DOT-Blot Apparaturen usw. usw.). Hierzu bedanke ich mich ebenfalls herzlich bei
Karin Ernst (ebenfalls wie Susanne AG Westhoff) fir die Einfuhrung in die Macroarray Methodik.

An alle ubrigen Kollegen - Danke fur die Zeit und verzeiht, wenn ich immer wieder mal was zu Meckern hatte.
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