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A Einleitung

A1 Calystegia sepium (L.) R. Br.

Calystegia sepium (L.) R. Br. gehort zur Familie der Windengewéchse (Convolvulaceae),
Tribus Convolvuleae, Ordnung Solanales und kommt in ganz Mitteleuropa in Hecken, Gérten,
Gebiischen, an Zdunen und Ufern auf feuchten, nihrstoff- und basenreichen Bdden vor. Die
5-15 cm langen, herz- bis pfeilformigen Laubblitter sind wechselstédndig am Sténgel angeordnet
und gestielt. Die weiBlen Bliiten stehen einzeln in den Blattachseln und haben verwachsene
Kronblitter. Die Bliitezeit dauert von Juni bis September. Die Friichte sind eiférmige, 6-12 mm
lange Kapseln, die mehrere Samen enthalten [Godet 1992]. Calystegia sepium bildet vom Spét-
sommer bis Herbst horizontal wachsende, der vegetativen Vermehrung und Ausbreitung
dienende Ausléufer, die mit den Spitzen ins Erdreich eindringen. Dort wachsen sie 20 bis 30 cm
weiter, werden weill und chlorophylifrei und verdicken sich. Diese unterirdischen Organe
speichern groBe Mengen kleinkorniger Stirke und sind Kartoffelknollen in ihrem Bau sehr

dhnlich, auch wenn sie eher eine schlanke Form besitzen [Neubauer 1988].

Abb. A-1: Calystegia sepium (L.) R. Br., aufgenommen in Halle, nahe der Saale.
A 2 Calystegine

A 2.1 Struktur und Vorkommen

Die Calystegine wurden erstmals 1988 aus der Pflanze Calystegia sepium, welche namens-
gebend fiir diese Stoffgruppe war, von Tepfer und Mitarbeitern isoliert [Tepfer et al. 1988]. Sie
wurden zuerst als Wachstumsforderer von Bakterien der Rhizosphére beschrieben [Goldmann et
al. 1990].

Calystegine sind polyhydroxylierte Nortropanalkaloide. Sie werden entsprechend ihrem Hydro-
xylierungsgrad in die Gruppe der A-Calystegine (3 Hydroxylgruppen), B-Calystegine (4 Hydro-
xylgruppen) und C-Calystegine (5 Hydroxylgruppen) eingeteilt. Insgesamt wurden von Asano
und Mitarbeitern 14 Calystegine isoliert und strukturell mit NMR aufgeklirt [Asano et al.
1994a; Asano et al. 1994b; Asano et al. 1995; Asano et al. 1996a; Kato et al. 1997]. Aus
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Hyoscyamus niger wurde ein Trihydroxynortropan mit einer Briickenkopfaminogruppe anstelle
der Hydroxylgruppe im Calystegin B, identifiziert und als Calystegin N; benannt, welches sich
bei ldngerer Lagerung als nicht stabil erwies und zu Calystegin B, zerfiel [Asano et al. 1996b].
Des weiteren wurden N-Methylcalystegin B, und N-Methylcalystegin C; aus Lycium chinense
isoliert [Asano et al. 1997c]. Als erstes glycosiliertes Calystegin wurde das 3-O-B-D-Glucopyra-
nosid von Calystegin B, in Nicandra physalodes nachgewiesen [Griffiths et al. 1996]. Von
Asano und Mitarbeitern wurden kiirzlich Dihydroxynortropane isoliert, denen die fiir die

Calystegine typische 33-Hydroxylgruppe fehlt [Asano et al. 2001b].

Bisher wurden Calystegine in verschiedenen Vertretern der Solanaceen (z.B. Solanum
tuberosum [Keiner et al. 2000; Nash et al. 1993], Atropa belladonna [Draeger et al. 1995;
Molyneux et al. 1993; Tepfer et al. 1988], Physalis alkekengi [Asano et al. 1995], Mandragora
autumnalis [Bekkouche et al. 2001]), der Moraceen (Morus alba [Asano et al. 1994a], Morus
bombycis [Asano et al. 1994b]) und der Convolvulaceen (Calystegia sepium, Convolvulus
arvensis [Goldmann et al. 1990; Molyneux et al. 1993; Tepfer et al. 1988], Ipomoea sp. Q6 aff.
calobra) [Molyneux et al. 1995]) identifiziert. Schimming und Mitarbeiter wiesen in 30 von 65
untersuchten Convolvulaceen-Arten Calystegine nach [Schimming et al. 1998]. Eine Ubersicht
der Vorkommen der Calystegine innerhalb der Tropanalkaloid-produzierenden Pflanzenfamilien
wird von Griffin und Lin gegeben [Griffin et al. 2000].

Die Calystegine kommen in den einzelnen Arten meist als Gemische, jedoch in unterschied-
licher Zusammensetzung vor. In vielen Gattungen (Atropa, Datura, Hyoscyamus) treten sie
gemeinsam mit den klassischen Tropanalkaloiden Hyoscyamin und Scopolamin auf. Sie werden
aber auch in Spezies synthetisiert, die strukturell andere Alkaloide als Sekundirstoffe
produzieren, z.B. bei Solanum tuberosum gemeinsam mit Glycoalkaloiden [Friedman et al.

1997] oder bei Ipomoea hederifolia mit Pyrrolizidinen [Jenett-Siems et al. 1993].

In Wurzeln, Wurzelkulturen und oberirdischen Pflanzenteilen von Calystegia sepium akku-

mulieren die Calystegine As, As, B; und B, sowie 2,7-Dihydroxynortropan (Abb. A-2).

HN HN HN
OH OH
HO OH HO OH
OH
HO

Calystegin A, Calystegin A, 2,7-Dihydroxynortropan
HN HN
OH
HOjZQ/ oH Hoﬁ/ OH
OH OH
HO
Calystegin B, Calystegin B,

Abb. A-2: In Calystegia sepium (L.) R. Br. vorkommende Nortropanalkaloide
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A 2.2 Die Tropanalkaloidbiosynthese
A 2.2.1 Die Enzyme der Tropanalkaloidbiosynthese

Alle Alkaloide werden von wenigen Aminosduren ausgehend gebildet und erreichen damit eine
Diversitit, die eine Gesamtmenge von ca. 12000 Alkaloiden im Pflanzenreich ermdglicht [De
Luca et al. 2000].

Erste Untersuchungen zur Tropanalkaloidbiosynthese wurden von Leete durch Fiitterungs-
versuche von [2-"*C]-Ornithin an Datura stramonium Pflanzen und dessen Einbau in
Hyoscyamin belegt. Diese frithen Experimente indizierten einen regiospezifischen Einbau des
[2-'*C]-Ornithins nur in C-1 oder C-5 des Tropanringes. Weitere Fiitterungen zeigten einen
gleichméBigen Einbau in C-1 [Leete 1962]. Von Liebisch und Mitarbeitern wurden erneut
[2-'*C]-Ornithin als auch [1,4-'*C]-Putrescin an Wurzelkulturen von Datura metel appliziert.
Sie fanden, dass beide Substanzen Vorstufen der Tropane sind und die Gegenwart der
Carboxylgruppe des Ornithins nicht fiir den Ringschluss des Tropangeriistes notwendig ist
[Liebisch et al. 1963; Liebisch et al. 1965]. Demnach ist ein symmetrischer Metabolit
(Putrescin) beteiligt und ein regiospezifischer Einbau von [2-'*C]-Ornithin nicht méglich. Ein
Uberblick iiber die ersten Schritte der Tropanalkaloidbiosynthese wird von Hemscheidt gegeben
[Hemscheidt 2000].

1996 wurde die erste cDNA der Ornithindecarboxylase (E.C. 4.1.1.17) aus Datura stramonium
isoliert [Michael et al. 1996]. Neben L-Ornithin wird auch L-Arginin in das Tropangeriist ein-
gebaut, wobei durch Decarboxylierung Agmantin als Zwischenstufe entsteht [Robins et al.
1991]. Die cDNA der Arginindecarboxylase (E.C. 3.5.3.1) wurde 1990 aus Hafer [Bell et al.
1990], spéter eine weitere aus Lycopersicon esculentum isoliert [Rastogi et al. 1993]. In
Nicotiana tabacum wurde gezeigt, dass der Argininweg bevorzugt ablduft [Tiburcio et al.
1986a]. Das entstandene Putrescin wird durch die Putrescin-N-Methyltransferase (PMT, E.C.
2.1.1.53) in Gegenwart von S-Adenosylmethionin (SAM) als Cofaktor methyliert [Hashimoto et
al. 1989]. Das gebildete N-Methylputrescin stellt den Ubergang vom Primir- zum Sekundir-
stoffwechsel dar. Putrescin wird ebenfalls durch die Spermidinsynthase (E.C. 2.5.1.16) in allen
Organismen zu Spermin/Spermidin umgesetzt. cDNAs der PMT wurden bisher aus Nicotiana
tabacum, Nicotiana silvestris, Atropa belladonna und Hyoscyamus niger isoliert [Hashimoto et
al. 1998a; Hibi et al. 1994; Suzuki et al. 1999a]. N-Methylputrescin wird oxidativ durch die
N-Methylputrescinoxidase (MPO, E.C. 1.4.3.6) zu 4-Methylaminobutanal desaminiert, welches
spontan zum N-Methyl-A'-Pyrroliniumkation zyklisiert [Davies et al. 1989; Feth et al. 1989;
Hashimoto et al. 1990]. Zundchst wurde angenommen, dass das gebildete Kation mit
Acetoacetyl-Coenzym A reagiert und Hygrin nichtenzymatisch gebildet wird [Leete 1990]. Der
Einbau von Hygrin in Hyoscyamin wurde durch Fiitterung '*C-markierter Vorstufen bei
verschiedenen Solanaceen gezeigt [McGaw et al. 1978; McGaw et al. 1979]. Neuere Unter-
suchungen zeigen alternative Biosynthesewege 1iiber 4-(1-Methyl-2-Pyrrolidinyl)-3-
Oxobutanoat auf [Hemscheidt et al. 1992; Robins et al. 1997].
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Die Reduktion des Tropinons stellt den Verzweigungspunkt zwischen den Tropan- und den
Nortropanalkaloiden dar. Die Ketogruppe des Tropinons wird stereospezifisch zur 3a- oder 3[3-
Hydroxylgruppe der Tropanole reduziert. Die erste tropinbildende Tropinonreduktase (TRI,
E.C. 1.1.1.206) wurde aus Datura stramonium isoliert [Koelen et al. 1982]. 1988 erfolgte die
erste Beschreibung der pseodotropinformenden Reduktase (TRII, E.C. 1.1.1.236) [Draeger et al.
1988]. In Datura innoxia wurden beide Reduktasen anhand ihrer Aktivitdt nachgewiesen
[Couladis et al. 1991]. cDNA-Klone der TRI und TRII aus Datura stramonium, Hyoscyamus
niger und Solanum tuberosum wurden isoliert und in E.coli iberexprimiert [Keiner et al. 2002;
Nakajima et al. 1993a; Nakajima et al. 1993b; Nakajima et al. 1999¢]. Durch Mutationsanalysen
konnte gezeigt werden, dass eine C-terminale Doméne von ca. 120 Aminoséuren fiir die Stereo-
und Substratspezifitidt beider Enzyme verantwortlich sein muss [Nakajima et al. 1999b]. Die
spezifische Bindung des Tropinons und die daraus folgende Stercosperzifitit der Reduktion
wurde mit Kristallisationsstudien der beiden Enzyme aus Datura stramonium belegt [Nakajima
et al. 1998]. Die Tropinonreduktasen gehdren zur Familie der kurzkettigen Dehydrogenasen
(SDR, short-chain dehydrogenases) [Kallberg et al. 2002; Nakajima et al. 1993b]. Diese
zeichnen sich durch eine Reihe hochkonservierter Aminosduren und die Eigenschaft, NADPH
oder NADH als Cofaktoren zu benutzen, aus [Jornvall et al. 1995; Kallberg et al. 2002; Persson
etal. 1991].

Aus Tropin entsteht durch Veresterung mit Phenylmilchsdure Littorin [Ansarin et al. 1993;
Robins et al. 1994]. Mit markierten Vorstufen ([3-°H]-Tropin, [2°-"°C, 3-*H]-Littorin) wurde
sowohl der Einbau von Tropin und Littorin in Hyoscyamin gezeigt [Duran-Patron et al. 2000]
als auch der Einbau von Phenylalanin {iber Phenylmilchsdure abgesichert [Platt et al. 1984]. In
einem bislang ungeklirten Prozess wird Littorin in Hyoscyamin {iberfithrt. Hymphrey und
O’Hagen halten eine von Coenzym B, vermittelte Isomerisierung fiir moglich [Humphrey et al.
2001]. Von Zabetakis und Mitarbeitern wird eine Beteiligung einer P450 abhingigen Monooxy-
genase nicht ausgeschlossen [Zabetakis et al. 1998]. Hyoscyamin wird in sein Epoxid Scopol-
amin durch 6[3-Hydroxylierung des Tropanringes mit anschlieBender Epoxidbildung iiberfiihrt.
Dieser Prozess wird von der Hyoscyamin-6(3-Hydroxylase (H6H, E.C. 1.14.11.11) katalysiert,
die eine 2-oxoglutaratabhingige Dioxygenase ist [Hashimoto et al. 1987]. Die cDNA wurde aus
Hyoscyamus niger [Hashimoto et al. 1993a; Matsuda et al. 1991] und Atropa belladonna [Yun

et al. 1992] isoliert und in E.coli iiberexprimiert.

Aus Pseudotropin entstehen in bislang unbekannten Schritten die Calystegine. Eine Demethy-
lierung am Briickenstickstoff sowie verschiedene Hydroxylierungen sind notwendig. In welcher
Reihenfolge die unterschiedlichen Hydroxylierungsstufen, also die unterschiedlichen

Calystegingruppen, gebildet werden, ist ebenso unbekannt (vgl. A 2.2.2).
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Abb. A-3: Die Biosynthese der Tropanalkaloide. Die Reihenfolge der gebildeten Calystegine stellt
eine Moglichkeit dar. ODC: Ornithindecarboxylase, ADC: Arginindecarboxylase, PMT:
Putrescin-N-Methyltransferase, MPO: N-Methylputrescinoxidase, TRI+II: Tropinon-
reduktase I + II, H6H: Hyoscyamin-63-Hydroxylase.
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A 2.2.2 Vom Pseudotropin zu den Calysteginen

In der Biosynthese der Calystegine sind die Schritte vom Pseudotropin zu den Calysteginen
bislang unaufgeklért. Biochemisch miissen eine N-Demethylierung und Ringhydroxylierungen
ablaufen (Abb. A-4). Welcher dieser beiden Schritte zuerst stattfindet, ist ebenso unbekannt.

/N HN.

H;C F/OH N-Demethylierung F/OH
—_—
Pseudotropin Norpseudotropin
+ Hydroxylierungen + Hydroxylierungen

He—N N-Demethylierung HN

3HO—F/OH —_— HO—WQ/OH

OH OH
Calystegin A,

Abb. A-4: Mogliche nachfolgende Biosyntheseschritte vom Pseudotropin zu den Calysteginen.
Modellhaft wird hier Calystegin A3 dargestellt.

Als mogliches Enzym fiir die N-Demethylierung kommt eine Cytochrom P450 abhéngige
Monooxygenase in Frage. Die Beteiligung von Cytochrom P450 in der oxidativen Demethy-
lierung verschiedener Xenobiotika in hoheren Pflanzen wird von [Young et al. 1976] und [Dohn
et al. 1984] aufgezeigt. Die Demethylierung des Nicotin zum Nornicotin kann als ein Modell-
prozess fiir die Pseudotropin-Demethylierung angesehen werden, da es denkbar ist, dass durch
Verwandschaft der Alkaloidbiosynthesen hier &hnliche Enzyme beteiligt sind. Aber auch bei der

Demethylierung des Nicotins sind noch Fragen offen.

Von Leete und Mitarbeitern wurde 1974 eine Nicotin-Demethylierung postuliert, die {iber eine
Ring6ffnung abléuft [Leete et al. 1974]. Chelvarajan und Mitarbeiter schlugen eine Beteiligung
einer Cytochrom P450 Reduktase vor. Die N-Demethylierung verldauft hauptsichlich in
Mikrosomenpréparationen ab, bendtigt molekularen Sauerstoff und NADPH und lésst sich
teilweise von Kohlenmonoxid und Tetcyclacis hemmen [Chelvarajan et al. 1993]. Hao und
Yeoman pléddierten auch fiir eine oxidative Demethylierung, da verschiedene Methylgruppen-
akzeptoren keinen Einfluss auf die Reaktion zeigen, dafiir NADPH und O, verbraucht werden.
Allerdings wiesen sie Enzymaktivitdten im Zelliiberstand nach, was gegen eine Beteiligung
membranstindiger P450 Enzyme spricht [Hao et al. 1996; Hao et al. 1998]. Als eine mogliche
Ubergangsform bei der N-Demethylierung wird durch stereospezifischen 5-trans-Wasserstoff-
verlust die Bildung eines Imminium-Iones diskutiert [Carlson et al. 1995]. Dazu im Wider-
spruch stehen die Arbeiten von Botte und Mitarbeitern, die durch Fiitterung von [4°,4°,5,5’-
H,]-Nicotin zeigten, dass weder Protonen am C-4’ noch am C-5" entfernt werden und die

Oxidation direkt an der Methylgruppe ablaufen muss [Botte et al. 1997]. Die abgespaltene
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Methylgruppe wird in weiteren Fiitterungsversuchen mit markierten N-Methylgruppen in Form
von CO, und in Molekiilen des Primérstoffwechsels (Serin, Methylmethionin, Cystein-Derivate)

nachgewiesen [Mesnard et al. 2002]. Die Beteiligung von Tetrahydrofolat wird diskutiert.

Fiir die Ringhydroxylierungen am Pseudotropin sind 2-oxoglutaratabhéngige Dioxygenasen
denkbar. Hyoscyamin-6[3-Hydroxylase ist eine solche Dioxygenase, die nicht nur eine
Hydroxylgruppe am Tropanring einfiihrt, sondern gleich die Epoxidbildung zum Scopolamin
katalysiert [Hashimoto et al. 1986; Hashimoto et al. 1987]. Weitere Beispiele fiir 2-
oxoglutaratabhiingige Dioxygenasen sind die Desacetoxyvindolin-4-Hydroxylase aus
Catharanthus roseus [Vazquez-Flota et al. 1997] oder die Gibberellin-2p3-Hydroxylase aus
Pisum sativum [Smith et al. 1986].

Als weitere Enzymgruppe fiir die Hydroxylierungen kommen die Cytochrom P450 abhingigen
Monooxygenasen in Betracht. Das bekannteste Beispiel ist sicherlich die Zimtsdure-4-

Hydroxylase, die in verschiedenen Pflanzen charakterisiert wurde [Werck-Reichhart D. 1995].

A 2.2.3 Die Regulation und Beeinflussung der Biosynthese

Die Biosynthesen einiger Alkaloide sind weitgehend aufgeklart, iber deren Regulation ist
allerdings meist wenig bekannt [Facchini 2001; Kutchan 1995]. Es wird davon ausgegangen,
dass Alkaloidbiosynthesen keinen randomisierten Prozess darstellen, sondern gezielt in
speziellen Pflanzenorganen in bestimmten Entwicklungsstadien, kontrolliert durch spezifische
Genexpression in definierten Zellen oder Organellen der Pflanze, ablaufen [De Luca et al.
2000].

Zur Untersuchung der Regulation stehen neben der Beeinflussung der Pflanzen durch
Applikation von Elicitoren und Inhibitoren auch molekularbiologische Methoden zur
Verfiigung. Die Expression der an der Biosynthese beteiligten Enzyme nach Induktion kann
neben der Akkumulation der gebildeten Alkaloide untersucht werden. Transformations-
experimente, durch die gezielt Enzyme der Biosynthese an- oder ausgeschaltet werden konnen,

stellen eine weitere Moglichkeit der Untersuchung der Regulation dar.

Tropanalkaloide als auch Nicotin werden in der Nihe der Wurzelspitzen produziert,
akkumulieren aber meist in den Vakuolen von Blattern und Wurzeln [Wink 1999]. Die histo-
chemische Lokalisation der PMT in A. belladonna zeigt, dass die PMT im Perizykel der
Wurzel, in Sprossen und Bliiten exprimiert wird [Suzuki et al. 1999a]. Immunlokalisation
[Hashimoto et al. 1991] und in-situ Hybridisierung [Suzuki et al. 1999b] lassen ebenso eine
perizykel-spezifische Expression der H6H in der Wurzel erkennen. In H. niger wird die TRI
dagegen im Perizykel, der Endodermis und der dufleren Rinde nachgewiesen [Nakajima et al.
1999a]. Ahnliche Ergebnisse werden histochemisch fiir die Expression der TRI und TRII
aufgezeigt [Nakajima et al. 1999¢]. Damit muss ein Transport der Intermediate innerhalb der
Zellgewebe zwischen den einzelnen Biosyntheseschritten stattfinden. Durch Transformation der
Pflanzen A4. belladonna, H. niger und N. tabacum mit H6H wird durch einen histochemischen

Nachweis der H6H in Wurzeln eine artabhéngige zellspezifische Expression gezeigt [Kanegae
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et al. 1994]. In N. tabacum kommt H6H nicht vor. Wird sie durch Transformation eingefiihrt, so

wird sie nicht im Perizykel, sondern im Wurzelmeristem exprimiert.

Néhrmedienvariationen von Wurzel- und Zellkulturen und Elicitoren konnen die Alkaloid-
akkumulation verdndern. Osmotischer Stress fiihrt in D. stramonium Pflanzen zu erniedrigten
Putrescinmengen [Tiburcio et al. 1986b]. Eine Verringerung der Mineralienkonzentration bei
gleicher Menge an Saccharose im Nihrmedium bewirkt erhohte Hyoscyamin-Werte bei
Wurzelkulturen von Datura-Arten [Hilton et al. 1990]. Nussbaumer und Mitarbeiter beobachten
eine hohere Biomassebildung bei erhdhter Zuckerkonzentration (5% Saccharose) im Medium
[Nussbaumer et al. 1998]. Untersuchungen der Calysteginakkumulation in A. belladonna
Wurzelkulturen zeigen stark erhohte Calysteginmengen durch Erhéhung der Zuckerkonzen-
tration bei gleichzeitiger Halbierung der Mineralienkonzentration im B5-Medium. Dagegen
bleiben die Hyoscyamin- und Scopolaminmengen unverdndert [Rothe et al. 2001]. Zucker-
erhhungen konnen zu einer Induktion von Alkaloidbiosynthesen fithren [Schroeder et al.
1999]. Eine Induktion von Cytochrom P450 abhingigen Monooxygenasen wird in Betracht
gezogen [Cabello-Hurtado et al. 1998; Ohta et al. 1997]. Induktion mit Methyljasmonat (MeJa)
als bekanntem Signalmolekiil fiihrt zur Erhéhung von Nicotin in Tabak, ebenso wie Blatt-
verletzung [Baldwin et al. 1997]. In D. stramonium wird eine Erhéhung von Hyoscyamin und
Tropin nach MeJa-Gabe beobachtet [Zabetakis et al. 1999]. In Tabakzellkulturen induziert MeJa
die ODC- und PMT-Expression [Imanishi et al. 1998]. Von Rothe wird in 4. belladonna nach
MelJa-Gabe keine Beeinflussung der Hyoscyamin- oder Calysteginakkumulation nachgewiesen
[Rothe et al. 2001]. Ebenso hat die Applikation von Abscisinsdure (ABA) keine Auswirkung,
welche allerdings die Tropanbiosynthese in H. muticus inhibiert [Vanhala et al. 1998].

Die Uberexpression einzelner Gene der Biosynthese erlaubt, aus den beobachteten Verin-
derungen Riickschliisse auf Regulationsmechanismen zu zielen. So fiihrt beispielsweise die
Uberexpression von ODC in Nicotiana rustica zu einer Erhdhung von Putrescin und Nicotin,
allerdings in nicht sehr hohen Mengen. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass ODC
nicht der limitierende Schritt in der Nicotinbiosynthese ist [Hamill et al. 1990]. Die
Uberexpression von ADC in Tabak fiihrt lediglich zu einer starken Anreicherung von
Agmantin. Dadurch werden aber weder Polyamin- noch Nicotinmengen beeinflusst [Burtin et
al. 1997]. Das zeigt deutlich, dass die alleinige Steigerung eines frithen Enzymes innerhalb einer
vielstufigen Biosynthese noch keinen Einfluss auf die Bildung der Endprodukte hat. Die
Transformation von H6H in 4. belladonna fiihrt zu einer stark gesteigerten Akkumulation von
Scopolamin [Yun et al. 1992]. Diese Ergebnisse werden spiter in H. muticus bestitigt
[Jouhikainen et al. 1999]. Die Uberexpression von PMT in A. belladonna erhdht die Tropan-
alkaloidakkumulation nicht, in N. sylvestris dagegen fiihrt die gleiche Uberexpression zu einer
Erhohung des Nicotingehaltes in den Blittern um 40% [Sato et al. 2001]. Das zeigt, dass sehr
kontroverse FErgebnisse durch Beeinflussung einzelner Schritte von Biosynthesen nach
Transformationen moglich sind. Um weitere gezielte Aussagen iiber die Regulation von
Biosynthesen zu erhalten sind sicherlich aufeinander folgende Transformationen verschiedener

Gene einer Biosynthese notig [Bourgaud et al. 2001].
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A 2.3 Die Analytik der Calystegine und ihrer Intermediate

Die routinemifige Quantifizierung der Calystegine und ihrer Intermediate Tropinon,
Pseudotropin als auch Tropin erfolgt gaschromatographisch. Die hydrophilen Calystegine
miissen dabei derivatisiert werden. Da eine komplette Derivatisierung mit Trimethylsilyl-
Gruppen (TMSi-Gruppen) aller Hydroxylgruppen und des sekundiren Stickstoffs zum
teilweisen Abbau der Calystegine fiihrt [Molyneux et al. 1993], wird unter milden Bedingungen
mit Hexamethyldisiloxan und 10% Trichlorsiloxan derivatisiert [Draeger 1995]. Die leicht
fliichtigen Intermediate konnen direkt vermessen werden oder ebenso wie die Calystegine
derivatisiert aufgetrennt werden (vgl. B 2.3.1, die Derivatisierung ist natiirlich nicht méglich mit
Tropinon). Die Detektion erfolgt parallel mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) und
einem Stickstoff-Phosphor-Detektor (PND). Durch Vergleich der alkaloidabhéingigen
Verhiltnisse der beiden Signale ist eine eindeutige Zuordnung der Peaks moglich (Kap. B
2.3.7). Fir die Quantifizierung wird das FID-Signal verwendet, da durch Abnutzungs-
erscheinungen des PND-Detektors unterschiedliche Peakflichen resultieren. Eine weitere
Detektion stellt die massenspektroskopische Analyse dar [Draeger 1995]. Fiir Polyhydroxy-
alkaloide, wie Homonojirimycin und Castanospermin, die den Calysteginen strukturell sehr
dhnlich sind, wird eine direkte massenspektroskopische Detektion mit Quadrupole lon Trap
beschrieben [Kite et al. 1999].

Eine HPLC-Methode mit refraktometrischer Detektion wurde zur Identifizierung der
Calystegine von Goldmann angewendet [Goldmann et al. 1990]. Eine geringe Sensitivitdt und
unzufriedenstellende Trennung der einzelnen Calystegine innerhalb einer Gruppe sind die
Nachteile dieser Analytik. Das fehlende Chromophor erlaubt keine UV-Detektion wie bei den
klassischen Tropanalkaloiden Hyoscyamin und Scopolamin, fiir die verschiedene Methoden
beschrieben sind [Payne et al. 1987], Ubersicht in [Woolley 1993] und [Draeger 2002].

Seit kurzem stehen Methoden zur kapillarelektrophoretischen Trennung der Calystegine zur
Verfligung. Zum einen erfolgt die Detektion als Boratkomplex mit UV bei 191 nm [Daali et al.
2000], zum anderen kommt eine Detektion nach elektrochemischer Oxidation zum Einsatz
[Ruettinger et al. 2001].

Ohne groBen instrumentellen Aufwand wird weiterhin die Diinnschichtchromatographie speziell
zum schnellen Vorabscreening als auch fiir radioaktiv markierte Proben eingesetzt (B 2.3.9.1).
Eine bessere Trennung der Intermediate als auch der Calystegine wurde durch die Entwicklung
einer automatischen Mehrfachentwicklung der DC-Platten erreicht [Scholl et al. 2001a]. Damit
wird die Trennung von Calysteginen innerhalb einer Gruppe moglich.

A 2.4 Physiologische Bedeutung der Calystegine

Die meisten polyhydroxylierten Alkaloide hemmen reversibel Glycosidasen durch ihre
strukturelle Ahnlichkeit zu den Zuckerresten der natiirlichen Substrate und ihres Stickstoff-
atoms, der die positive Ladung des Glycosylkations représentiert [Asano et al. 2001la].
Glycosidasen katalysieren viele lebenswichtige Funktionen in allen lebenden Organismen, so

z.B. die Verdauung von Polysacchariden, die Biosynthese von Glycoproteinen und Glycolipiden
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und fungieren als lysosomale Enzyme [Watson et al. 2001]. Durch die Hemmung von

Glycosidasen kann es zu toxischen Erscheinungen beim Menschen kommen.

Swainsonin und Castanospermin, die den Calysteginen in ihrer Struktur sehr dhnlich sind,
wurden als erste Glycosidasechemmstoffe aus Swainsona canescens und Castanospermum
australe isoliert [Colegate et al. 1979; Hohenschutz et al. 1981]. Swainsonin hemmt a-Manno-
sidasen und fithrt damit zur Akkumulation von mannosereichen Oligosacchariden in
Lysosomen. Es resultiert der sogenannte Locoismus mit axonaler Dystrophie, Verlust der
Zellfunktion bis hin zum Tod [Dorling et al. 1978]. Castanospermin hemmt lysosomale a- und
B-Glucosidasen, was zu lysosomalen Speicherkrankheiten (Morbus Pompe, Morbus Gaucher)
fiihren kann [Molyneux et al. 1996; Saul et al. 1985]. Swainsonin wird beispielsweise in
australischen und afrikanischen Convolvulaceen gefunden, die aulerdem Calystegine enthalten
[Molyneux et al. 1995]. Bei Ziegen, die von Ipomoea carnea gefressen haben, kann die
lysosomale Speicherkrankheit im Gehirn nachgewiesen werden [de Balogh et al. 1999]. Neben
Swainsonin enthélt diese Convolvulaceae auch Calystegin B, und C,. Ob die Toxizitdt der
Ipomoea-Arten nur durch Swainsonin oder die Kombination aus diesem Indolizidinalkaloid und

den Calysteginen hervorgerufen wird, ist zur Zeit noch nicht geklart.

Von Calysteginen ist bekannt, dass sie verschiedene Glycosidasen hemmen [Asano et al. 1995;
Asano et al. 1996b; Asano et al. 1996a; Asano et al. 1997a; Asano et al. 1997¢c; Kato et al.
1997]. Calystegin B, ist ein potenter Inhibitor pflanzlicher B-Glucosidasen und a-Galaktosi-
dasen (K; 1,2 und 0,86 uM), hemmt aber nur in geringem Mal3e lysosomale Leberenzyme beim
Menschen. Calystegin B, und C,; sind starke Inhibitoren (K; 10 und 1,5 uM) der lysosomalen
B-Glucosidase der menschlichen Leber [Asano et al. 1997b]. Die Calystegine der A-Gruppe
sind gegeniiber den bislang untersuchten Enzymen eher schwache Glycosidasehemmstoffe. Fiir
Calystegin Aj ist der K; 20 uM bei der B-Glucosidase von Mandel und 30 uM bei der (3-
Galaktosidase von Rinderleber [Asano et al. 1995].

Garcia-Moreno und Mitarbeiter synthetisierten Calystegin B, Analoga und testeten diese bei
verschiedenen Enzymen unterschiedlicher Organismen (0-Glucosidase aus Hefe, B-Glucosidase
aus Mandeln und Rinderleber, a-Galaktosidase aus grinem Kaffee) auf ihre Glycosidase-
hemmwirkung. Die Ringstruktur wurde durch Einfiigen eines Sauerstoffs und Bildung von
6-Oxacalystegin B, mit variierenden Substituenten am Ringstickstoff modifiziert. Eine hohe
Selektivitdt zeigten die Derivate mit aromatischen Substituenten. Die bicyclische Struktur ist
eine wichtige Voraussetzung fiir die 3-Glucosidasehemmung. Die Briickenkopfthydroxylgruppe

ist fiir eine gute Bindung an die zu hemmenden Enzyme wichtig [Garcia-Moreno et al. 2001].

Verschiedene Solanaceen (S. dimidiatum, S. kwebense) rufen bei Tieren, die davon gefressen
haben, neurologische Storungen hervor. In diesen Arten kommt ein breites Spektrum an
Calysteginen vor, besonders Calystegin B, [Nash et al. 1993]. Calysteginmengen bis zu
150 pg/g FM sind in kleinen, noch wachsenden Kartoffelknollen zu finden, in den Keimen
sogar bis zu 1,2 mg/g FM [Draeger et al. 1995; Keiner et al. 2000]. Viele andere essbare Friichte
und Gemiise enthalten Calystegine, vor allem Calystegin B, B, und C,, die potente Inhibitoren

der lysosomalen Leber-3-Glucosidase des Menschen sind. Bei einer Applikation von 1 mM
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dieser Calystegine an Fibroblastenzellkulturen des Menschen fiir 1 Woche trat keine lysosomale
Speicherung ein. Calystegin B, als potenter Hemmstoff pflanzlicher B-Glucosidasen und a-
Galaktosidasen zeigte keine oder nur geringe inhibitorische Wirkung an lysosomalen Leber-
enzymen des Menschen [Asano et al. 1997b]. Eine endgiiltige Klarung, ob Calystegine toxische
Auswirkungen auf Mensch und Tier haben, kann nur durch direkte Applikation gereinigter
Calystegine an Versuchstiere erfolgen. Bei normalen Essgewohnheiten sollten die verzehrten
Alkaloidmengen allerdings kein Risiko fiir den Menschen darstellen. Zumindest akute Toxizitdt

wire auffillig geworden.

Ein therapeutischer Einsatz der Calystegine oder der Derivate ist zur Bekdmpfung von Krebs,
als Immunstimulans, bei der Behandlung von Diabetis mellitus und als Virustatika denkbar
[Asano et al. 2000]. Als Beispiel kann Miglitol zur Behandlung von Diabetis genannt werden,
welches aus Deoxynojirimycin entwickelt wurde [Ahr et al. 1997]. Bislang werden Deoxynojiri-
mycin, 1-Deoxymannojirimycin, Swainsonin und Castanospermin getestet, da diese erhéltlich
sind. Bei Calysteginen besteht der Nachteil, dass sie nur schwer stereochemisch voneinander
getrennt aus biologischem Material zu isolieren [Buettner 1998; Schunack 2000] bzw. ebenso
schwierig zu synthetisieren sind [Boyer et al. 1994; Johnson et al. 1995; Skaanderup et al.
2001].

Tepfer und Mitarbeiter zeigen, dass Calystegine eine Stickstoff- und Kohlenstoffquelle fiir
Bakterien darstellen, die in der Rhizosphére von calysteginhaltigen Pflanzen leben [Tepfer et al.
1988]. Insgesamt wurden 44 Bakterienstimme auf ihre Fahigkeit getestet, Calystegine zu kata-
bolisieren, nur Rhizobium meliloti 41 war dazu in der Lage: Calystegin B, wurde katabolisiert,
sein N-Methyl-Derivat allerdings nicht [Goldmann et al. 1996; Tepfer et al. 1988].
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A 2.5 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Tropinonreduktion in einer Convolvulaceae. Die
Tropinonreduktion ist ein wichtiger Schritt innerhalb der Tropanalkaloidbiosynthese. Es wird
postuliert, dass durch die stereospezifische Reduktion des Tropinons entweder die klassischen
Tropanalkaloide (Hyoscyamin, Scopolamin) oder die Calystegine als Nortropanalkaloide

entstehen.

Fir die Untersuchungen wurde die Pflanze Calystegia sepium und deren Wurzelkultur als
Vertreter der Convolvulaceen gewéhlt, die ein robustes Modellsystem mit einer hohen
Calysteginproduktion darstellt.

Durch die Detektion von Tropin in Calystegia sepium stellte sich die Frage, ob bei der
Reduktion des Tropinons ein unspezifisches oder zwei stereospezifische Enzyme beteiligt sind.
Welche Eigenschaften weisen diese Enzyme auf? Durch die Beantwortung dieser Fragen
konnten erstmals Tropinonreduktasen der Convolvulaceen mit den bekannten Tropinon-
reduktasen der Solanaceen verglichen werden. Es wiren Aussagen iiber den evolutioniren
Ursprung dieser Enzymgruppe ableitbar.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob die Calystegine
iiberhaupt {iber Tropinon gebildet werden und welche weiteren Biosyntheseschritte folgen. Fiir
die Untersuchung der Biosynthese der Calystegine aus Tropinon sollte dieses ’N-markiert an
die Wurzelkulturen gefiittert werden. Die Analyse des Einbaus sollte sowohl gaschromato-
graphisch als auch mit NMR erfolgen. Der bislang unbekannte Biosyntheseschritt, der vom
Pseudotropin ausgehend zu den Calysteginen fiihrt, sollte aufgekléart werden. Ein weiterer Fokus
lag auf der Untersuchung der Reihenfolge der Bildung der einzelnen Calystegine nach ihrem
Hydroxylierungsgrad.
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B Materialien und Methoden

B 1 Materialien

B 1.1 Pflanzen und Wurzelkulturen

Das Pflanzenmaterial von Calystegia sepium wurde in Halle, Standort Talstrale unweit der
Saale in den Monaten Juli-August geerntet. Samenmaterial wurde ebenso in Halle in Saalendhe
gesammelt und zur Anzucht von sterilem Pflanzenmaterial verwendet. Proben des
Samenmaterials wurden eingelagert. Fiir die Sterilisierung wurden die Samen 3x je 5 min in
konzentrierter Natriumhypochloridlosung und je 5 min in sterilem Wasser geschwenkt. Die
Samen keimten auf sterilem Filterpapier in verschlossenen Petrischalen und wurden danach auf
Perlit mit fliissiger Nahrsalzlosung 3MS nach Murashige und Skoog kultiviert [Murashige et al.
1962]. Die Pflanzen wuchsen unter Langtagbedingungen (16 h hell, 8 h dunkel) bei 23°C.

Die mit Agrobacterium rhizogenes 15834 transformierten Wurzelkulturen wurden uns von Dr.
P. Bachmann vom Institut fiir Pharmazeutische Biologie, TU Braunschweig zur Verfiigung
gestellt. Sie wuchsen in Gamborg’s BS Medium mit 3% Saccharose in 300 ml Erlmeyerkolben
mit 70 ml Medium auf einem Rundschiittler mit 100 rpm im Dunkeln [Gamborg et al. 1968].
Alle 28 Tage wurden ca. 50 mg Wurzelspitzen unter sterilen Bedingungen in neues Medium zur
Rekultivierung tiberfiihrt. Zum Schutz vor Bakterienbefall wurde zusétzlich Ampicillin in einer

Konzentration von 0,5 mg/l zugesetzt.

Fiir Untersuchungen zum kinetischen Verlauf der Biosynthese (C 3.3) wurde Gamborg’s B5
Medium dahingehend verédndert, dass die iiblichen 30 mM KNO; durch 30 mM K'*NO; (99%,
Deutero GmbH) ersetzt wurden. Das verwendete Medium pro Kultur reduzierte sich auf 30 ml

in 100 ml Erlmeyerkolben.

Die Variation von Gamborg’s BS Medium mit 5% Saccharose enthielt von allen Mineralien und

Vitaminen die halbe Konzentration, dafir 5% statt 3% Saccharose.
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B 1.2 Bakterien

Verwendete Bakterienstimme:

BL21 CodonPlus” (DE3)-RP (Stratagene):

OneShot Top10” (Invitrogen):

XL1-Blue (Stratagene):

SG13009 [pREP4] (Qiagen):

F ompT hsdS(rgmg’) dem+ Tet' gal A(DE3) endA
Hte [argU proL Cam']

F mcerA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) U80lacZAM15
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara leu)7697
galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F" proAB lag1°ZAM15 In10 (Tet")]

nal’Str’rif®, lac ara gal” mtl FrecA uvrlon”

Flissigkulturen: Die E. coli Bakterien der verschiedenen Stimme wurden in LB- oder TB-
Medium [Sambrook et al. 1989] mit einer Antibiotikakonzentration von 50 mg/l bei 37°C {iber

Nacht angezogen.

Agarplatten: Transformierte Bakterien wurden auf verfestigtem LB-Medium (15 g/l Agar),

welchem 50 mg/l Antibiotikum nach dem Autoklavieren zugesetzt wurde, ausgestrichen und bei

37°C kultiviert.

B 1.3 Vektoren

Vektor Charakteristika Firma

pCRY2.1 Topo TA |Amp', Kan" Invitrogen

pET21d Amp", 6xHis-Tag (C), T7-Tag (N) | Novagen

pQE30 Amp", 6xHis-Tag (C) Qiagen

pQE60 Amp', 6xHis-Tag (N) Qiagen

pICH8371-2 Amp’, Kan’ Icon Genetics GmbH
pPICZ Aa Zeo', a-Faktor-Tag (N) Invitrogen

Tab. B-1: Verwendete Vektoren. Bei den Charakteristika ist jeweils die Antibiotikaresistenz und die
Lage der Anhidnge (Tag) angegeben, C = C-terminales Ende, N = N-terminales Ende, Amp
= Ampicillin, Kan = Kanamycin, Zeo = Zeocin.

B 1.4 Oligonukleotide

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech hergestellt. Nucleotide in

Klammern stellen gewobbelte Stellen (Austausch dieser Nukleotide) innerhalb der Primer dar.
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Anwen- Primer Sequenz 5’ 3’ Schmelztem-
dung peratur °C
RT-PCR DP1 TGC ACT GCC CTT GIT AC(CT) GGT GG 65,1
DP2 CCA GIG ACA TAT GAA GCA GCA GG 62,4
DP3 T(AT) G GGT A(CT)G C(AT) (AG TAG TGG AAG AA [58,9
DP4 GCA CCT TTG G AT) (AT) GC(AT) (G0 (AQ) (AQ 58,4
TAA A
RACE-PCR |RP1 CTT CCG CTG GAA TAA TCC CTG 59,8
TRI
RP2 GIC GAA GAA GIT TCG TCG T1G G 60,3
RP3 AAC TGA CAA AGG TGA AAT TGA AGC C 59,7
RP4 CAA CTT CGT TTT GCT TTC GGG 57,9
RP5 CGC ACT CAT CAA CTT CGT TTT GCT 61,0
RACE-PCR RP6 GGC TCT ACC TGT GAC ATA TCA C 60,3
TR
RP7 CTC CGG AAA TGG AAG CAT AGT C 60,3
RPS GCC ATG AGG TTT GIT CCA ATC 57,9
RP9 ATC CTC AGC GIT TAA ATT CAG AG 57,1
RP10 TCG GCA TAA CCC TTC TCT TTC C 60,3
Klonierung |pET21- CCA TGG AAA TGA GCT TTG GAC AAG GA 63,2
TRI-dir Neol
pET21- GOG GOC GCA GGG AAA CCA GTA AT 65,9
TRI-rev Not |
pET21-TR- | GGA TCC TGG CTG GAA GGT GGT C 65,8
dir BanHl
pET21-TR- | CCC TCG AGG AGA CCA TAG CTT GT 64,2
rev Xhol
pQE30-dir, | CGG_GAT CCA TGG CTG GAA GGT GG 67,8
pQE60-dir BanHi
pQE30- GCT GCA GIC AGA GAC CAT AGC TT 62,4
rev, pICH- Pst
rev
pQE60-rev | GAA GAT CTG AGA CCA TAG CTT GIT GC 63,2
Bgl |1
pICH-dir, |TCT AGA GGC TGG AAG GIG GIC 62,1
pIHis-dir Xbal
pIHis-rev |[CTG CAG TTA GIG ATG GIG ATG G 60,3
Pst |
pPICZ-dir |CIC GAG GGC TGG AAG GTG 60,5
Xhol
pPICZ-rev |TCT AGA TCA GAG ACC ATA GCT 55,9
Xbal

Tab. B-2: Verwendete Primer. Nukleotide in Klammern stellen gewobbelte Stellen dar. Eingefiigte

Sequenzen fiir Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und benannt.
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B 1.5 Kits und Enzyme

Kit/Enzym Bezugsfirma
ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Kit Perkin Elmer
ALFexpress AutoRead Sequencing Kit Pharmacia
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAprep Spin Midiprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
TOPO-TA-Cloning Kit Invitrogen
High Prime DNA Labeling Kit Roche
PeqGOLD RNAPure Peglab
Tag-Polymerase (5 U/ul) Peglab
HotStar Tag-Polymerase (5 U/ul) Qiagen
Pfu-DNA-Polymerase (5 U/pl) Promega
Superscript Preamplification System Kit GibcoBRL
RACE-PCR Kit GibcoBRL
EasySelect Pichia Expression Kit Invitrogen

Restriktionsendonukleasen

NEB, Boehringer Mannheim

RNase A Boehringer Mannheim
RNase H Promega

T4 Ligase Peglab

Terminal Desoxynucleotidyl Transferase Takara

Lysozym Applichem
Hexokinase (aus Backerhefe) Sigma

Glucose-6-phosphatdehydrogenase (von Leuconostoc Sigma
mesenteroides)

Tab. B-3: Verwendete Kits und Enzyme und deren Bezugsfirmen.

B 1.6 Puffer, Standardlosungen und Medien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer, Standardlosungen und Medien basieren, wenn nicht
anders angegeben, auf den Vorschriften von Sambrook und Mitarbeitern [Sambrook et al.
1989].

B 1.7 Chemikalien und Standards

Die verwendeten Chemikalien entsprachen den Reinheitsanspriichen p.a. und wurden, wenn
nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), AppliChem
(Darmstadt) und Merck (Darmstadt) bezogen.
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Chemikalie Bezugsfirma
Ampicillin Gerbu
Carbenicillin Gerbu
Zeocin Invitrogen
Ficoll Serva

[a-32P] dATP 3000 Ci/mmol | NEN

Enhance Spray NEF-970G NEN

K*>NO; Deutero GmbH
Hybond"” N+-Membran Amersham-Pharmacia
ATP Biomol

NADPH Gerbu

Glycin ICN

Tab. B-4: Verwendete Chemikalien und deren Bezugsfirmen.

GréBenmarker Bezugsfirma
1 kb DNA-Leiter GIBCO BRL
100 bp DNA-Leiter Peqglab
Protein Standard Mixture IV | Merck

Tab. B-5: Verwendete GroBenmarker und deren Bezugsfirmen.
Die Calystegine A;, As, By, B,, Bs, By, Ci, das N-Methylcalystegin B, sowie 2,3-Dihydroxy-
nortropan und 2,7-Dihydroxynortropan wurden freundlicherweise von Prof. N. Asano
(Kanazawa, Japan) zur Verfiigung gestellt. '"N-Tropinon wurde von Henry D. Boswell und
Prof. David J. Robins (Glasgow, England) synthetisiert und von Dr. Richard J. Robins (Nantes,
Frankreich) zur Verfiigung gestellt, Nortropin von der Firma Boehringer-Ingelheim, Tetcyclacis
von der BASF AG. Pseudotropin wurde von Frau Prof. B. Driger (MLU Halle-Wittenberg)
gemill Nickon und Fieser synthetisiert [Nickon et al. 1952]. Prof. M. Zenk (MLU Halle-
Wittenberg) stellte freundlicherweise D-"H-Glucose zur Verfiigung. Miconazol und Bifonazol
waren ein Geschenk der Firma Salutas Pharma GmbH (Barleben). Phenobarbital-Natrium

wurde von Dr. Peinhard (MLU Halle-Wittenberg) zur Verfiigung gestellt.

B 1.8 Gerate und Hilfsmittel

Die wichtigsten verwendeten Gerite und Hilfsmittel sind in den einzelnen Kapiteln aufgefiihrt.
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B2 Methoden
B 2.1 Molekularbiologische Methoden
B 2.1.1 Isolierung von DNA

3 g frisches Wurzelmaterial einer 21 Tage alten Wurzelkultur wurde mit fliisssigem Stickstoff
gemorsert. Die DNA wurde mit 6 ml Extraktionspuffer fiir 10 min bei 65°C extrahiert. Dann
erfolgte die Zugabe von 1,8 ml 5 M Kaliumacetatlosung bei einer Inkubation von 10 min im
Eisbad. Nach Zentrifugation (10 min, 15000 g, 4°C) wurden die Proteine im Uberstand mit 6 ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) gefdllt und anschlieBend zentrifugiert (5 min,
12000 g, 4°C). Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Die Fillung der DNA erfolgte mit
0,7 Vol Isopropanol fiir ca. 2 h. Nach Zentrifugation (5 min, 15000 g, 4°C) wurde das Pellet mit
70%igem EtOH gewaschen, nochmals zentrifugiert und in 200 pl Wasser aufgenommen. Die
Gehaltsbestimmung erfolgte photometrisch bei 260 nm (Gene Quant II Pharmacia Biotech).
Extraktionspuffer: 100 mM Tris-HCI pH 8.0

50 mM EDTA

500 mM NaCl

1,5% SDS
10 mM Mercaptoethanol

B 2.1.2  Isolierung von RNA

Zur Isolierung von RNA wurden zwei verschiedene Methoden eingesetzt. Zum einen wurde das
Kit PeqGOLD RNAPure (B 1.5) benutzt. Zur Isolierung von gréfleren RNA-Mengen (z.B. fiir
Northern Blot, B 2.1.9) wurde eine modifizierte Form des von Reinbothe und Mitarbeitern
beschriebenen Protokolls verwendet [Reinbothe et al. 1992].

3 g Frischmasse des jeweiligen Pflanzenmaterials wurden mit fliissigem Stickstoff gemorsert
und mit 6 ml NTES-Puffer extrahiert, bei gleichzeitigem Zusatz von 6 ml Phenol/Chloroform
(1:1). Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Extraktion und Féllung der Proteine erfolgte durch
5 min starkes Schiitteln (Vortex Genie 2) mit anschlieBender Zentrifugation (10 min, 5000 g,
4°C). Die wissrige Oberphase wurde erneut mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform
versetzt und 5 min geschiittelt, dann zentrifugiert. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis
kein sichtbares Protein mehr ausfiel. Der néchste Schritt erfolgte nur mit Chloroform. Die
wissrige Phase wurde mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetatlosung pH 5,2 versetzt und die
Nukleinsduren mit 3 Vol 96%igem EtOH bei —20°C iiber Nacht gefallt. AnschlieBend erfolgte
eine Zentrifugation fiir 30 min (5000 g, 4°C). Das Pellet wurde mit 70%igem EtOH gewaschen,
erneut zentrifugiert, bei RT getrocknet und in 5 ml sterilisiertem, mit DEPC behandeltem
Wasser gelost. Die RNA-Fillung erfolgte durch Zugabe von 5 ml 4 M LiCl pH 5,2 iiber Nacht.
Nach Zentrifugation fiir 30 min bei 5000 g wurde das Pellet erneut gewaschen, bei RT
getrocknet und in 100-300 pul RNase-freiem Wasser aufgelost. Die Gehaltsbestimmung erfolgte
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photometrisch bei 260 nm (Gene Quant II Pharmacia Biotech). Die Reinheit der RNA wurde
durch den Quotient Asgonm/Azsonm bestimmt und lag bei allen Proben >1,6.
NTES-Puffer: 10 mM Tris-HCl pH 7.5

100 mM NaCl

| mM EDTA
1% (m/v) SDS

B 2.1.3  Herstellung von cDNA

Die ¢cDNA zum Amplifizieren von TR-&hnlichen Fragmenten, als Grundlage fir RACE-PCR
und der Klonierungen wurde aus 5 pg Gesamt-RNA verschiedener Gewebe mit Hilfe der
Superscript Reversen Transkriptase (Superscript Preamplification System Kit, GibcoBRL) nach
Angaben des Herstellers gewonnen. Dazu wurde ein Oligo(dT);,.1s-Primer verwendet. Zur
Erststrangsynthese fiir 5’-RACE (B 2.1.4.2) des trl-Gens wurde der Primer RP3, fiir das tr-Gen
der Primer RP8 benutzt (B 1.4).

B2.14 PCR

B214.1 RT-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zum Amplifizieren von cDNA-Fragmenten der tr-

Gene eingesetzt. Ein Standardansatz von 50 pl war wie folgt zusammengesetzt:

10x PCR-Puffer Sul
dNTP-Mix 0,1 mM
Primer je 0,25 mM
cDNA 3ul
Polymerase 1U
Aqua dest. ad 50 pl

Die Tag-Polymerase von Peqlab wurde fiir einfache PCRs verwendet. Fiir eine hohe Lese-
genauigkeit wurde fiir die finale RT-PCR der einzelnen Gene und bei den Ausgangs-PCR fiir
Klonierungen die Pfu-Polymerase (Promega) oder HotStar-Tag-Polymerase (Qiagen)

eingesetzt.

Die PCR wurde im T3 Thermocycler (Biometra) unter folgenden Standardbedingungen
durchgefiihrt:

Bei Verwendung der Tag-Polymerase :
95°C 5 min, 35 x [95°C 1 min, 50-62°C 1 min, 72°C 1 min], 72°C 10 min
Bei Verwendung der Pfu-Polymerase :

95°C 5 min, 30 x [95°C 1 min, 50-62°C 0,5-1 min, 72°C 3 min], 72°C 10 min
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B 2142 RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA ends)

Die tr-homologen Amplifikate von 650 bp und 430 bp Lange (siehe C 1.1) wurden mit Hilfe der
RACE-PCR sowohl am 5’ als auch am 3’-Ende vervollstindigt [Frohman 1993]. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit Hilfe des RACE-PCR Kits von Gibco-
BRL (vgl. Abb. B-1, Abb. B-2).

mRNA 1. Umschreiben der mRNA
5 3 mit Reverser Transkriptase
ﬂ und RP3
5 oo 3 2. Degradierung der RNA mit
3 <€ L 15 RNase
3’ CC..CC 1% 3. Tailing mit dCTP und TdT

4. PCR mit RP4 und AAP
s[aar ot

3’ CC..CC L 15

5. Reamplifizierung  mit
AUAP und RP5
5L 1GL...IG L 13
3’L—1cc..cC L 15

Abb. B-1: Schema zur 5’-RACE. RP3-5: genspezifische Primer fiir die Isolierung der trl, entsprechen
den Primern RP8-10 fiir put-tr, TdT: Terminale Desoxynukleotid Transferase, AAP:
Abridged Anchor Primer', AUAP: Abridged Universal Amplification Primer'.

Fir die 5’-RACE-PCR wurde Gesamt-RNA aus Wurzelkulturen fiir die Erststrangsynthese
verwendet. Es wurden die Primer RP3 (fiir trl), RP8 (fiir put-tr) und SuperScript I Reverse
Transkriptase (GibcoBRL) benutzt. Die so erhaltene cDNA wurde mit dem Qiaquick PCR
Purification Kit gereinigt. Die terminale Desoxynukleotid Transferase (TdT) katalysiert das

Einfiigen von Desoxynukleosiden an das 3’-OH Ende der cDNA unter folgenden Bedingungen:

DEPC-Wasser 6,5 ul

5x Tailing Buffer 5,0 ul

2 mM dCTP 2,5 ul

gereinigte cDNA 10 ul 3 min 94°C
auf Eis

TdT 1U 10 min 37°C

Inaktivierung der TdT 10 min 65°C

Das Anhédngen der Cytosinreste ermoglicht die erste PCR mit Primer RP4 bzw. RP9 (10 uM)
und dem Abridged Anchor Primer' (AAP, enthilt Poly-G-Rest), 5 ul der cDNA und 2,5 U Tag-
Polymerase (Peqlab) unter PCR-Standardbedingungen. Es folgt eine sogenannte ,,nested PCR*

' Es wurden die im RACE-PCR Kit von Gibco-BRL verwendeten Primernamen beibehalten. Auf eine Ubersetzung wurde
verzichtet.
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mit den Primern RP5/RP10 (10 uM) (Tab. B-2) und dem Primer AUAP' (10 uM, Abridged
Universal Amplification Primer) und 5 pl der 1:100 verdiinnten ersten PCR. Waren danach noch
keine distinkten Banden mittels Agarosegelelelektrophorese sichtbar, wurde die ,,nested PCR*

unter stringenteren Bedingungen durchgefiihrt.

mRNA 1. Umschreiben der mRNA mit
5 AA..AA Reverser Transkriptase und AP

<:|TT...TT

ettt 3 2. Degradierung der RNA mit
3 <€ TT.TTL15 RNase

3. PCR 1 mit RP1 und AUAP

RP1
3 <€ TT.TTC 15
1
4. PCR 2 mit RP2 und AUAP
RP2
5[ 13
3’ TT.TTC 15

AUAP

Abb. B-2: Schema zur 3’-RACE. RP1-2: genspezifische Primer fiir die Isolierung der trl, entsprechen
den Primern RP6-7 fiir put-tr, AP: Adapter Primer (Oligo(dT),,.;s-Primer), AUAP: Abridged
Universal Amplification Primer".

Bei der 3’-RACE wurde die cDNA aus Gesamt-RNA von Wurzelkulturen (trl) sowie jungen
Blattern (tr) verwendet. Ein Oligo(dT);,.;s-Primer (AP, Adapter Primer) und SuperScript II
Reverse Transkriptase (GibcoBRL) wurden verwendet. Mit 2 ul dieser cDNA wurde die erste
PCR mit den Primern RP1/RP6 (10 puM) (Tab. B-2) und AUAP (10 uM) unter PCR-Standard-
bedingungen mit 2 U Tag-Polymerase (Peqlab) durchgefiihrt. Es folgte eine ,,nested PCR* mit
den Primern RP2/RP7 (10 uM) (Tab. B-2) und AUAP (10 pM) und 2 pul der vorangegangenen
PCR.

Die erhaltenen Fragmente wurden im Agarosegel aufgetrennt, ausgeschnitten, mit Hilfe des

Qiagen Gel Extraction Kit eluiert und sequenziert.

B2143 Colony-PCR

Die Colony-PCR wurde zur Uberpriifung der Transformationseffiziens in E.coli angewendet.
Dazu wurden Bakterienkolonien von LB-Platten abgenommen und in 20 pl sterilem Wasser
10 min bei 99°C zerstort, um die Plasmide der PCR zugénglich zu machen. Danach erfolgte
eine Standard-PCR mit den entsprechenden Primern des im Plasmid eingefiigten Genes. Die

PCR wurde mit Agarosegelelektrophorese ausgewertet.
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B 2.1.5 Klonierung

Die Standardmethoden der Klonierung, wie Auftrennung von DNA im Agarosegel,
Restriktionen von DNA, Ligationen und Plasmidisolationen erfolgten nach den Methoden von
Sambrook und Mitarbeitern [Sambrook et al. 1989]. Fiir einige dieser Arbeitsschritte standen

Kits zur Verfiigung, bei denen nach den Angaben des Herstellers verfahren wurde (siche B 1.5).

Fiir die Klonierung in die einzelnen Vektoren (B 1.3) wurde aus cDNA mit den entsprechenden
Primern (B 1.4) das Amplifikat des Gens per Standard-PCR gewonnen. Das gereinigte PCR-
Produkt wurde durch die Eigenschaft der Tag-Polymerase, einen liberhdngenden Adenosin-Rest
am Amplifikat zu erzeugen, in den Vektor pCR 2.1” (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen)
kloniert. Wurde Pfi-Polymerase eingesetzt, musste nach Reinigung des PCR-Produktes ein
iiberhingendes Adenosin eingefiigt werden, um eine Transformation in den Vektor pCR 2.1" zu
ermdglichen. Dazu wurde das PCR-Produkt 15 min bei 72°C mit 10 x PCR-Puffer, 50 uM
dATP und 2 U Tag-Polymerase inkubiert.

Nach Isolation des Plasmids aus den Top10”-Zellen erfolgte eine Restriktion iiber 5-16 h mit
anschlieender Ligation bei 16°C iiber Nacht. Nach Inaktivierung der Ligase bei 65°C fiir
15 min wurden 2 pl des Ligationsansatzes in XL1-Blue-Zellen transformiert, positive Klone
mittels Colony-PCR identifiziert (B 2.1.4.3), Plasmide prépariert und in die Expressionszellen
(BL21 Codon plus oder SG13009, B 1.2) transformiert. Alle Transformationen erfolgten nach
der Hitzeschockmethode von Cohen und Mitarbeitern [Cohen et al. 1972].

Die Klonierung in den Expressionsvektor pPICZAa wurde nach Angaben des Herstellers

(Invitrogen) durchgefiihrt.

B 2.1.6 Rekombinante Expression in E.coli

Die transformierten Bakterien wuchsen in LB-Medium unter Zugabe von 50 pg/ml
Carbenicillin bei 37°C in Schiittlern bei 150 rpm bis zu einer optischen Dichte von
Agoonm=0,8-1. Die Induktion der Proteinbiosynthese erfolgte mit 1 mM IPTG bei variablen
Temperaturen und Zeiten (C 2.2). Die Bakterien wurden abzentrifugiert (5000 g, 10 min, 4°C)
und wie in Kap. B 2.2.2 beschrieben lysiert.

B 2.1.7 Rekombinante Expression in Nicotiana benthamiana

Fiir die Expression in N. benthamiana wurde ein Provektorsystem der Firma Icon Genetics
GmbH verwendet. Es wurde ein virales Vektorsystem benutzt, das in einen 5’-Provektor und
einen 3’-Provektor geteilt ist, welche iiber eine Integrase innerhalb der Pflanzenzellen zu einer
funktionellen Einheit verbunden werden. Die Expression findet transient statt. Die putCS-tr
wurde mit den Restriktasen Xbal und Pstl (Konstrukt 1 mit 6fach Histidinrest, Konstrukt 2 ohne
einen Anhang) in den 3’-Provektor kloniert und iiber Elektroporation in Agrobakterien
eingebracht. Die Elektroporation fand im Biorad Micropulser™ bei 2 kV, 25 pF und 0,7 Ohm in

Kiivetten mit einer Wandstdrke von 2 mm statt. 20 pul elektrokompetenter Zellen wurden mit
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10-100 ng DNA versetzt. Die Bakterien des Typs Agrobacterium tumefaciens Stamm GV 3101
stellte die Firma Icon Genetics GmbH zur Verfiigung. Nach Elektroporation wurden diese mit
Rifampicin 50 mg/l, Carbenicillin 50 mg/l und 100 uM Acetosyringon (optional) im LB-
Medium bei 28°C 48 h inkubiert. 5 ml dieser Kulturen wurden durch Zentrifugation (10 min,
4500 g, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde in 10 mM MES-Puffer aufgenommen.

Die Infiltration der Agrobakterien wurde auf Bléttern von N. benthamiana vorgenommen, die
noch nicht vollstindig ausgewachsen waren. Pro Blatt wurden ca. 7 unabhingige Sektoren
angeritzt und je 100 ul Bakteriensuspension mit einer Spritze infiltriert. Als Kontrolle wurden
Blatter mit dem Gen des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) ebenso behandelt. Nach
Infiltration verblieben die Pflanzen im Gewéchshaus (22°C, Lichtexpression 16 h), bis nach 8-
12 Tagen die Kontrollpflanzen eine starke GFP-Expression im infiltrierten Gewebe aufwiesen.
Dies wurde unter UV-Licht (UVP Upland black Raye Modell B) iiberpriift. Nach erkennbarer
Expression wurden die infiltrierten Blétter geerntet und einer Proteinextraktion (B 2.2.7) oder

in-vivo Tropinonumsetzung fiir 48 h (B 2.3.5) unterzogen.

B 2.1.8 Rekombinante Expression in Pichia pastoris

Die Expression der TR in Pichia pastoris erfolgte mit Hilfe des EasySelect” Pichia Expression
Kit (Invitrogen). Dazu musste der Vektor zunéchst linearisiert werden. Dies erfolgte durch
Restriktion mit dem Enzym Sacl. Die vollstindige Linearisierung wurde mit einem Aliquot der
Restriktion durch Agarosegelelektrophorese liberpriift. Der Restriktionsansatz wurde gefallt und
fiir die Transformation in die beiden Pichia pastoris Stimme KM71H und GS115 verwendet.
Beide Stimme konnen Methanol als einzige Kohlenstoffquelle katabolisieren, da Pichia
pastoris eine methylotrophe Hefe ist. Sie unterscheiden sich in ihrem Phénotyp durch ein
schnelles bzw. langsames Wachstum auf Methanol-Medium. Es wird empfohlen, beide Stimme
zu transformieren, da die Transformationseffizienz sehr schwankend ist und von Gen zu Gen

unterschiedlich sein kann.
Die transformierten Klone wuchsen fiir 4 Tage bei 30°C auf YPDS-Platten.

Im Anschluss wuchsen die Fliissigkulturen in 25 ml MMDH-Medium fiir 48 h. Die Hefe-DNA
wurde daraus isoliert. Die Zellen wurden dazu per Zentrifugation (5 min, 5000 g, 4°C)
pelletiert, in 500 ul Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl
Breaking Buffer resuspendiert und durchmischt (Vortex Genie 2). Zum Zerstoren der Zellwinde
wurden etwa 0,3 g Quarzsand zugegeben und 3 min unter Zugabe von Phenol/Chloroform/-
Isoamylalkohol (25:24:1) kréftig geschiittelt. Nach Zugabe von 200 pl TE-Puffer wurde erneut
geschiittelt und zentrifugiert (5 min, 14000 g, 4°C). Die Nukleinsduren im Uberstand wurden
mit 1 ml 96%igem EtOH gefillt und abzentrifugiert (5 min, 14000 g, 4°C). Das Pellet wurde in
400 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCIL, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen und mitisolierte RNA
durch Zusatz von 3 ul DNase freier RNase A (1 mg/ml) 5 min bei 37°C zerstort. 10 ul 3 M
Natriumacetatldsung pH 5,2 wurden zugegeben, die DNA mit 1,2 ml 96%igem EtOH {iber 2 h
gefdllt und zentrifugiert (5 min, 14000 g, 4°C). Das Pellet wurde in 100 ul TE-Puffer

aufgenommen und mit PCR analysiert.
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Der Einbau des Gens wurde mit PCR und genspezifischen Primern iiberpriift. Positive Klone
wuchsen zur Uberexpression auf MGYH-Medien bis zu einer optischen Dichte von Agponm=2-4
(30°C, 250 rpm). Die Zellen wurden abzentrifugiert (3000 g, 5 min, RT) und in BMMH-
Medium, das 0,5% Methanol enthélt, aufgenommen. Alle 24 h wurde erneut 0,5% Methanol
zugegeben und je 1ml zur Uberpriifung der Uberexpression mit SDS-PAGE (B 2.2.3)
abgenommen. Die Uberexpression erfolgte iiber 4 Tage.

Die Medien YPDS, MMDH, MGYH und BMMH wurden nach Angaben von Invitrogen
hergestellt.
Breaking Buffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0

2% Triton X-100

1% SDS

100 mM NaCl
1 mM EDTA

B2.1.9 Northern Blot

Der Northern Blot dient dem Nachweis der Transkriptmenge eines Gens. In diesem Fall sollte

die Transkriptmenge der trl in den einzelnen Pflanzengeweben untersucht werden.

Gesamt-RNA wurde isoliert (B 2.1.2) und in einem 1,2%igen denaturierenden Agarosegel bei
100 V aufgetrennt. Der verwendete Laufpuffer war 1 x MOPS [Sambrook et al. 1989]. Dazu
wurden 20 pg RNA mit 3 Vol Probenpuffer und 0,1 Vol Stoppuffer 15 min bei 65°C erhitzt, um
die RNA-Stringe zu denaturieren und anschlieBend 5 pl Ethidiumbromidlsung 0,1 mg/ml
zugesetzt.

Das Gel wurde nach elektrophoretischer Auftrennung der RNA 10 min in 20 x SSC geschwenkt
und iiber Nacht durch Kapillarwirkung auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond” N+,
Amersham-Pharmacia) geblottet. Die RNA wurde durch UV-Strahlung kovalent an die

Membran gebunden (Stratalinker, Stratagene).

Als Sonden wurden zum einen die gesamte kodierende Sequenz der trl, zum anderen die 411 bp
des 5’-Endes verwendet. Innerhalb der ersten 500 bp unterscheiden sich die beiden tr-Sequen-
zen am deutlichsten. Die gesamte kodierende Sequenz wurde durch PCR mit den Primern
pET21-TRI-dir und pET21-TRI-rev und 10 ng des Plasmids TRI-pET21d als Template erhalten.
Die kiirzere Sonde wurde durch Restriktion des Plasmids TRI-pET21d mit den Restriktasen
Ncol und Hindlll erhalten. Die Ncol-Schnittstelle ist die Klonierungsstelle am 5°-Ende des
Gens, die HindllI-Schnittstelle befindet sich nach 411 bp im Gen. Die Sonden wurden mit der
random primed Methode nach Feinberg und Vogelstein mit 50 uCi o-[**P]-dATP (High Prime
DNA Labeling Kit, Roche) markiert [Feinberg et al. 1983]. Ungebundene Nukleotide wurden
mit dem Qiaquick Nucleotid Removal Kit (Qiagen) entfernt.

Nach einer Vorhybridisierung iiber 4 h bei 42°C im Hybridisierungspuffer wurde die Sonde
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 42°C fiir 16-18 h. Analog wurde mit der 18S rRNA-

Sonde (aus Lycopersicon esculentum, [Dobrowolski 1987]) verfahren.
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Nach abgeschlossener Hybridisierung und Entfernung der Hybridisierungslosung wurde die
nicht gebundene Sonde mit verschiedenen SSC-Ldsungen bei folgend angegebenem Tempera-

turschema entfernt.

2 x SSC + 0,1% (w/v) SDS RT 1 min

1 x SSC + 0,1% (w/v) SDS 58°C 30 min
0,2 x SSC + 0,1% (w/v) SDS 58°C 30 min
0,1 x SSC + 0,1% (w/v) SDS 60°C 15 min

Die Membran wurde in eine Folie eingeschweift und auf eine Phosphorimagerplatte (Fuji) oder
Rontgenfilm X-Oma t” Blue XB-1 (Kodak, NEN) fiir mind. 20 h exponiert. Die Auswertung der
Signale erfolgte mit dem Phosphorimager (Fuji, BAS 1500).

Durch Behandlung mit kochender 0,1%iger SDS-Losung fiir 30 min wurde die gebundene

Sonde abgeldst, und die Membran stand fiir weitere Hybridisierungen zur Verfligung.

Hybridisierungs- 50% (w/v) deionisiertes Formamid 50x Denhardt: 2% Ficoll
puffer: 5x SSC 1% PVP
5 x Denhardt 1% BSA

1% (w/v) SDS
10% (w/v) Dextransulfat
50 pg/ml Heringssperma-DNA (denaturiert)

B 2.1.10 Southern Blot

Der Southern Blot dient der Untersuchung der Anzahl von Kopien eines Gens im Genom
[Southern 1975].

Je 30 pg genomische Wurzel-DNA (B 2.1.1) wurde einem Verdau mit den Restriktasen BamHI,
EcoRl, EcoRV oder Kpnl iiber Nacht bei 37°C unterzogen. Die DNA wurde gefillt und mit
0,1 Vol Ladepuffer (0,2 M EDTA pH 7.5; 50 % Glycerol; 0,2 % Bromphenolblau) versetzt. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einem 0,8%igen (w/v) Agarosegel mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid fiir 3-4 h bei einer Spannung von 100 V in TAE-Puffer (0,04 M Tris/HCI,
0,02 M Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,5). Zur Denaturierung der DNA wurde das Gel
30 min in Denaturierungslésung (0,5M NaOH, 1,5M NaCl) und 2 x 15min in
Neutralisierungslosung (0,5 M Tris-HCl pH 7,4, 1,5 M NaCl) geschwenkt. Dann wurde die
DNA iiber Nacht durch Kapillarwirkung auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond"
N+, Amersham-Pharmacia) geblottet. Die DNA wurde durch UV-Strahlung kovalent an die

Membran gebunden (Stratalinker, Stratagene).

Als Sonden wurden die beiden unter B 2.1.9 beschriebenen Sonden der trl verwendet. Die
Markierung der Sonden, die Hybridisierung und Auswertung erfolgten analog dem Northern
Blot (B 2.1.9).

B 2.1.11 Sequenzierung

Die Sequenzierungen erfolgten nach den Methoden von Chen und Seeburg sowie Sanger und
Mitarbeitern [Chen et al. 1985; Sanger et al. 1977]. Das A.L.F.-Sequenziergeridt (Amersham-
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Pharmacia) und der ,,ABI Prism 377DNA Sequencer (Perkin Elmer) wurden dazu benutzt. Fiir
die A.L.F.-Sequenzierungen wurden Cy5-markierte Primer verwendet. Alle Sequenzierungen
wurden freundlicherweise von Dr. A. Peterson (Biozentrum, MLU Halle-Wittenberg)
durchgefiihrt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software OMIGA 1.2 (Oxford Molecular Ltd.).
Weitere Datenbankrecherchen und Auswertungen erfolgten mit Software, die vom National

Centre for Biotechnological Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) angeboten wird.

B 2.2 Biochemische Methoden
B 2.2.1 Quantifizierung von Proteinen

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte spektrophotometrisch nach der Methode von
Bradford mit dem Zweistrahlphotometer UV 160A (Shimadzu) [Bradford 1976]. Zur Ermittlung
der Eichgeraden wurde Rinderserumalbumin als Referenzprotein benutzt. Die Eichgerade

ermdglichte eine Bestimmung im Bereich von 40-160 ug/ml Protein.

B 2.2.2  Bakterienlyse

Zur Reinigung und Charakterisierung der liberexprimierten Proteine mussten diese aus den

Bakterien aufgeschlossen werden.

Die zuvor zur Uberexpression induzierten E. coli-Zellen (B 2.1.6) wurden abzentrifugiert
(5000 g, 10 min, 4°C). Das Pellet wurde im Fall der TRI in Lysis-Puffer A (300 mM NaCl,
50 mM NaH,PO4, 10 mM Imidazol, pH 7,0), im Fall der TR in Lysis-Puffer B (0,1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 7,0, 3 mM DTT) unter Zugabe von 0,1% Triton X-100, und 1 mg/ml
Lysozym resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte mit einem
Potter-Homogenisator (Euro-ST D, IKA Labortechnik Staufen) bei 2000 rpm fiir 5 x 2 min mit
1 min Kiihlung auf Eis. Nach Zentrifugation (14000 g, 30 min, 4°C) wurde der Uberstand zur
Proteinquantifizierung, zum Enzymassay oder der nachfolgenden Proteinreinigung verwendet.
Der Zusatz von 0,1 mM NADPH zur Proteinlosung erhohte die Stabilitdt der Tropinon-
reduktasen. Das verbliebene Pellet wurde im jeweiligen Lysis-Puffer (A oder B) resuspendiert

und zur Untersuchung auf unldsliche Proteine fiir SDS-PAGE verwendet.

B 2.2.3 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Zur Detektion von {iberexprimiertem Protein sowie zur Uberpriifung der einzelnen Protein-
reinigungsschritte wurde die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) verwendet [Laemmli 1970]. Die Proben wurden mit Probenpuffer (0,625 M Tris-HCI
pH 6.8, 10% Glycerol, 2% (m/v) SDS, 4% a-Mercaptoethanol, 0,25%0 Bromphenolblau) im
Verhiltnis 1:1 fir 10 min bei 95°C denaturiert. Die Proteinproben wurden im 5%igem

Sammelgel bei einer Spannung von 100 V konzentriert und in einem 12,5%igem Trenngel bei
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140 V in der Minikammer ,,PHERO-minivert“ (Biotech-Fischer) aufgetrennt. Als GroBen-
standard diente die Protein Standard Mixtur IV (Merck). Die Proteinbanden wurden entweder
durch Schwenken in Coomassie-Féarbeldsung mit anschlieBender Entfarbung des Hintergrundes
oder nach der Silber-Methode [Heukeshoven et al. 1985] angefirbt.

Coomassie-Fiarbung: Die Proteingele wurden fiir 20 min in der Fixierlosung (50% (v/v)
MeOH, 12% (v/v) Essigsdure, 0,02% (v/v) Formaldehyd) zur Fixierung der Proteine inkubiert.
Dann erfolgte die Farbung mit Coomassie-Farbelosung (0,2% Coomassie Brilliant Blue R250,
42,5% (v/v) EtOH, 10% (v/v) Essigsédure, 5% (v/v) MeOH) fiir 30 min. Mit einer Losung aus
25% (v/v) Ethanol und 10% (v/v) Essigsdure wurde der Hintergrund so lange entfarbt, bis die

aufgetrennten Proteine gut sichtbar waren.

Silber-Firbung: Die auf dem Gel aufgetrennten Proteine wurden fiir 1 h in der Fixierlosung
(50% (v/v) MeOH, 12% (v/v) Essigsdure, 0,02% (v/v) Formaldehyd) fixiert. Nach einem 3 x 20
miniitigem Waschen mit 50% (v/v) Ethanol wurde das Gel fiir 1 min mit 0,02% (m/v)
Natriumthiosulfat behandelt. Es folgte ein dreimaliges, kurzes Waschen mit dest. Wasser. Das
Gel wurde fiir 20 min mit (0.2% (m/v) Silbernitrat, 0,025% (v/v) Formaldehyd) impragniert und
anschliefend erneut 3 x mit Wasser gewaschen. Die Entwicklung erfolgte mit (6% (m/v)
Natriumcarbonat, 0,5% (m/v) Natriumthiosulfat, 0,02% (v/v) Formaldehyd), bis die Proteine
sichtbar wurden. Dieser Vorgang wurde mit (50% (v/v) MeOH, 12% (v/v) Essigséure)
abgestoppt.

Sammelgel: 5% Acrylamid/Bisacrylamid Trenngel: 12,5% Acrylamid/Bisacrylamid
0,125 M Tris-HCI pH 6,8 0,125 M Tris-HCI pH 8,8
0,1% SDS 0,1% SDS
0,1% Temed 0,12% Temed
0,05% APS 0,016% APS
Aqua dest. ad 2 ml Aqua dest. ad 6 ml

B 2.2.4 Enzymassay zur Bestimmung der Tropinonreduktaseaktivitiit

Die Umsetzung des Tropinons zu den Tropanolen Tropin und Pseudotropin erfolgt unter
NADPH-Verbrauch [Draeger et al. 1988; Koelen et al. 1982]. Dieser kann photometrisch in
einem Zweistrahlphotometer UV 160A (Shimadzu) bei 340 nm verfolgt werden. Gewohnlich
wurden die Messungen iiber 6 min bei 30°C durchgefiihrt. Fiir den Standardassay wurden
0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,4, 0,2 mM NADPH, 5 mM Tropinon und je nach Aktivitat
50-400 pl Proteinlosung verwendet. Die Referenzkiivette enthielt auler Tropinon die gleiche
Zusammensetzung, um den unspezifischen NADPH-Verbrauch zu erfassen. Die Aktivitéts-
berechnung erfolgte unter Einbeziehung des molaren Extinktionskoeffizienten von NADPH mit
6,18 x 10> (1 x mol™ x mm™) bei 340 nm und 30 °C [Bergmeyer 1985].

Zur Uberpriifung der Umsetzungsprodukte der TR mit Tropinon wurde der Assay iiber 1 h bei
30°C in einem Volumen von 1 ml mit einem NADPH regenerierenden System durchgefiihrt.
Dazu wurden 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,4, 1 mM Glucose-6-phosphat, 0,5 mM NADP,
0,4 U Glucose-6-phosphatdehydrogenase, 50-400 ul Proteinldsung und 2,5 mM Tropinon
inkubiert. Der Assay wurde durch Zugabe von 100 pl konzentriertem Ammoniak abgestoppt
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und iiber Extrelutsdulen (Merck) gereinigt (siche B 2.3.2). Die Analyse der Produkte erfolgte
per DC (B 2.3.9.1) und GC (B 2.3.7).

Der Enzymassay zur Oxidation von Tropin enthielt entweder 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH
6,5-7,5) oder 0,1 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,0-10,0), 5 mM Tropin, 0,2 mM NADP und
50-400 pl Proteinlosung und wurde bei 340 nm und 30°C im Zweistrahlphotometer UV 160A
(Shimadzu) vermessen. Zum Nachweis des entstandenen Tropinons wurde ein Assay mit 2 mM
NADP iiber 1 h bei 30°C inkubiert und analog zur Reduktion analysiert.

B 2.2.5 Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten TRI als 6xHis-

Fusionsprotein

B225.1 Reinigung mittels Nickel-Affinitdtschromatochraphie

Die rekombinante TRI enthielt durch die Klonierung in den pET21d-Vektor einen 6fach
Histidinrest am C-Terminus. Diese Histidingruppen ermoglichen die Chelatkomplexbildung mit
zweiwertigen Metallionen, was als Grundlage fiir die Reinigung des rekombinanten Proteins
genutzt wurde. Es wurden HiTrap Chelating Sepharose-Sdulen mit 5 ml Saulenvolumen
(Amersham-Pharmacia) verwendet. Die Sdule wurde mit Nickelsulfat vor jeder Reinigung
beladen und anschlieBend mit 50 ml Lysis-Puffer A (300 mM NacCl, 50 mM NaH,PO,, 10 mM
Imidazol, pH 7,0) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 50 ml/h equilibriert.

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt, um die Stabilitit des Proteins zu
gewihrleisten. Aus 250 ml Bakterienkultur (B 2.1.6) wurden 5 ml Proteinlosung nach
Bakterienlyse (B 2.2.2) erhalten. Die nach der Aufarbeitung oft sehr viskosen Proben wurden
vor dem Auftragen 1:1 mit Lysis-Puffer A verdiinnt. Fiir die Aufgabe der Proben wurde die
Fliegeschwindigkeit auf 30 ml/h zuriickgesetzt, um die Bindungskapazitit der Sdule moglichst
vollstdndig auszunutzen. AnschlieBend wurde mit 30 ml Waschpuffer (300 mM NaCl, 50 mM
NaH,PO,, 20 mM Imidazol, pH 7,0) gewaschen. Danach erfolgte die Elution (Elutionspuffer:
300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,, 250 mM Imidazol, pH 7,0) des Fusionsproteins in einem
Imidazol-Gradienten (20-250 mM). AnschlieBend erfolgte eine Elution mit 30 ml reinem
Elutionspuffer. Samtliche Eluate wurden in Fraktionen zu je 3 ml gesammelt, in welche je 1 ml
Aufbewahrungspuffer (10 mM Kaliumphosphatpuffer, 1 mM EDTA, 1mM DTT, 15%
Glycerol, pH 7,0) vorgelegt wurde, um die Salzkonzentration zu verdiinnen und damit das

Protein zu stabilisieren.

Die Fraktionen wurden im Enzymassay (B 2.2.4) als auch mit SDS-PAGE (B 2.2.3) iiberpriift.

B225.2 Konzentrierung des Proteins

Die aktiven, gereinigten Fraktionen (B 2.2.5.1) wurden vereinigt und mit Hilfe von
Membranfiltern (Macrosep”, PALL) durch Zentrifugation (5000 g, 20-40 min, 4°C) eingeengt.
Die Membranfilter wiesen eine Durchlissigkeit von 10 kDa auf, so dass Salze und H,O entfernt

wurden. Um eine Adsorption der Proteine an die Membran zu verhindern, wurde diese zuvor fiir
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1 h mit 5% SDS (in Aqua dest.) abgesittigt. Es wurden die Enzymaktivitit (B 2.2.4) und der
Proteingehalt (B 2.2.1) bestimmt.

Die Membranfilter wurden mit 15 ml 0,5 M NaOH reaktiviert, mit 2 x 15 ml H,O gewaschen
und konnten danach wiederverwendet werden.

B2253 Bestimmung des pH-Optimums

Die eingeengte Proteinldosung (B 2.2.5.2) wurde fiir die Bestimmung des pH-Optimums der
Enzyme verwendet. Der Standardassay (B 2.2.4) wurde mit 0,1 M Glycinpuffer fiir pH 3,5-5,0,
0,1 M Kaliumphosphatpuffer im Bereich von pH 5,5-8,0 und 0,1 M Tris-HCI-Puffer fiir pH 8,0-
9,0 benutzt. Das pH-Optimum fiir die Oxidation von Tropin zu Tropinon wurde in einem
Bereich von pH 6,5-10 bestimmt. Dabei wurden ein 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 6,5-7,5)
und ein 0,1 M Tris-HCI-Puffer (pH 8-10) verwendet. Fiir alle Messungen wurden 3fach
Bestimmungen aus einer Proteinlésung durchgefiihrt. Mittelwerte und Standardabweichungen

wurden berechnet.

B2254 K- und Vygy-Bestimmung

Fir die K- und V,-Bestimmung der TRI mit Tropinon wurde das Substrat in einer
Konzentration von 0,1-10 mM eingesetzt. Geringere Konzentrationen fiihrten zu keinem
messbaren Umsatz. Fiir die Messungen wurde der photometrische Standardassay (B 2.2.4)
verwendet. Die Messungen wurden bei einem pH-Wert von 6,4 durchgefiihrt, um die erhaltenen

Werte mit den bekannten Werten der TRI der Solanaceen vergleichen zu kdnnen.

Die Konzentration bei der K- und V,x-Bestimmung fiir Tropinon fiir die TRII betrug 0,005-
0,25 mM. Es wurde der Standardassay (B 2.2.4) bei einem pH-Wert von 5,5 verwendet, bei
welchem das pH-Optimum (C 2.4) lag.

Fiir alle Messungen wurden 3fach Bestimmungen aus einer Proteinlésung durchgefiihrt.
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden berechnet. Die Auswertung der Messwerte
erfolgte nach den Methoden von Michaelis-Menten und Lineweaver-Burk [Lineweaver et al.
1934; Michaelis et al. 1913].

B2255 Umsetzung von Substratanaloga

Die Umsetzung mit Substratanaloga erfolgte gemifl dem Standardassay (B 2.2.4). Die Substrate
(Abb. B-3) wurden in einer Konzentration von 5 mM eingesetzt. Fiir alle Messungen wurden
3fach Bestimmungen aus einer Proteinlosung durchgefiihrt. Mittelwerte und Standard-

abweichungen wurden berechnet.
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Abb. B-3: Verwendete Substrate im Standardassay zur Charakterisierung der TRI und TRII
B 2.2.6  Partielle Reinigung und Charakterisierung der nativen TRII

Die Wurzelkulturen wurden unter Stickstoff mit 0,2 g/g Frischmasse (FM) Polyvinylpyrrolidon
(PVP) gemorsert und mit 2 ml/g FM 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 mit 5 mM DTT und
0,1 g/g FM Ascorbat extrahiert. Nach Zentrifugation (20 min, 12000 g, 4°C) wurde der
Uberstand auf trockenes Sephadex G-50 (10ml/g, Amersham-Pharmacia) zum
Aufkonzentrieren gegeben. Nach einer Quellung von 1 h wurde die Gelsuspension zentrifugiert
(30 min, 3000 g, 4°C). Die Proteine im Uberstand wurden mit PEG 6000 fraktioniert gefillt.
Die Fraktionen von 10-100% (w/v) zeigten Tropinonreduktaseaktivitit und wurden tiber HR
10/10-Séulen (Amersham-Pharmacia) entsalzt. Elution erfolgte mit dem Puffer E mit niedriger
Ionenstérke (20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0, 25% Glycerol, 0,2 M Saccharose, 1 mM
DTT). Es folgte eine Reinigung iliber den Anionenaustauscher Q-Sepharose (Q = quartire
Ammoniumgruppen, Amersham-Pharmacia). Die Séulendimension betrug 10 x 100 mm, und es
wurde mit Puffer E pH 7,1 equilibriert. Bei einer Flussrate von 1 ml/min wurde mit ca. 50 ml
Puffer E gewaschen und mit einem Gradienten von 0 bis 0,25 M NaCl eluiert (insgesamt
80 ml). In den Fraktionen wurde die Enzymaktivitét bestimmt (B 2.2.4). Die vereinten, aktiven
Fraktionen wurden 2fach mit Puffer E verdiinnt und auf eine 10 x 100 mm SP Sepharose Saule
(SP = Sulfopropylgruppen, Kationenaustauscher, Amersham-Pharmacia) gegeben, die mit
Puffer E pH 5,5 equilibriert worden war. Die Séule wurde mit Puffer E pH 5,5 gewaschen
(Flussrate 1 ml/min). Die Waschfraktionen enthielten die TRII. Der pH-Wert der vereinten,
aktiven Fraktionen wurde mit KOH auf pH 7,1 eingestellt, erneut auf die Q Sepharose Sdule
aufgegeben und mit einem NaCl-Gradienten im Bereich von 0,1-0,3 M eluiert. Die aktiven

Fraktionen wurden vereint und zur Charakterisierung der TRII verwendet.

Nach jedem Reinigungsschritt erfolgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung (B 2.2.1) sowie
der Nachweis der TRII-Aktivitit mit dem Standardassay (B 2.2.4).

Fiir die Charakterisierung des Enzyms wurde das pH-Optimum (B 2.2.5.3) und die Umsetzung
von Substratanaloga (B 2.2.5.5) untersucht. K- und V.x-Werte wurden am pH-Optimum
bestimmt (B 2.2.5.4).
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B 2.2.7 Proteinextraktion aus Bliattern von Nicotiana benthamiana

Mit putCS-tr infiltrierte Tabakblétter und nicht infiltrierte Kontrollblitter der gleichen Pflanze
wurden nach Uberpriifen der GFP-Expression der parallelen Positivkontrolle geerntet (B 2.1.7).
Ca. 2 g Blattmasse wurden unter Stickstoff und Zugabe von 0,4 g 20% PVP-Suspension (in
Extraktionspuffer) gemorsert. Die Extraktion der Proteine erfolgte mit 6 ml 0,1 M Kalium-
phosphatpuffer pH 7,8 (0,25 M Saccharose, 3 mM DTT, 1 mM EDTA) und 1 ml 20% (m/v)
Ascorbatlosung pH 7,8. Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die extrahierten
Proteine wurden durch Zentrifugation (20 min, 12000 g, 4°C) abgetrennt und einer 40%igen
Ammoniumsulfatfillung {iber 15 min unterzogen. Nach erneuter Zentrifugation (30 min,
12000 g, 4°C) wurden die im Uberstand befindlichen Proteine mit 80% Ammoniumsulfat
prézipitiert und erneut 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 20 mM Kaliumphosphat-
pufter pH 7,0 (25% Glycerol, 0,2 M Saccharose, 1 mM DTT) aufgenommen. Mit 400 pl wurde
der Standardassay fiir 1h durchgefiihrt, 100 ul dienten der sofortigen photometrischen
Aktivitdtsmessung (B 2.2.4).

B 2.3 Analytische Methoden
B 2.3.1  Extraktion und Derivatisierung von Calysteginen

1 g Frischmasse des jeweiligen Pflanzengewebes wurde mit 2 x 10 ml 50% (v/v) MeOH und
einem Ultra Turrax extrahiert. Die Zellreste wurden abzentrifugiert (10 min, 4500 g, 4°C) und
erneut extrahiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die vereinten Uberstinde bis auf
ein Volumen von ca. 3ml bei 50°C im Vakuum eingeengt und mit einem stark sauren
Kationenaustauscher (Ionenaustauscher I LAB Merck, Sdule: 10 x 100 mM, ca. 5ml
Austauschergel) gereinigt. Dazu wurde nach der Aufgabe der wissrigen Losung die Séule so
lange mit Wasser gewaschen, bis sie neutral reagierte. Die Elution erfolgte mit dem 2fachen
Sdulenvolumen mit 2 N NH;. Es wurde mit Wasser nachgewaschen. Die vereinten Fraktionen
der Elution und nachfolgender Waschschritte wurden bis zu einem Volumen <1 ml bei 50°C im

Vakuum eingeengt und auf 1 g FM/ml mit Wasser aufgenommen.

Fiir die gaschromatographische Analyse miissen die Calystegine derivatisiert werden. Dies
erfolgte unter milden Bedingungen nach Gefriertrocknung, wobei nur die Hydroxylgruppen der
Calystegine mit Trimethylsilylgruppen derivatisiert wurden [Fleet et al. 1990]. Zum Lyophilisat
wurden 50 ul n-Hexan, 40 ul Hexamethyldisiloxan (HMDS), 10 ul Trimethylchlorsiloxan
(TMCS) gegeben, 15 min bei 70°C inkubiert und im Ultraschallbad homogenisiert. Als interner
Standard wurden 50 pl Azobenzol (1 mg/ml in n-Hexan) dazugegeben und ad 500 pl mit

n-Hexan aufgefiillt.

B 2.3.2  Extraktion von Intermediaten der Calysteginbiosynthese

1 g Frischmasse des jeweiligen Pflanzengewebes wurde mit 2 x 10 ml 50% (v/v) MeOH und

einem Ultra Turrax extrahiert. Die Zellreste werden abzentrifugiert (10 min, 4500 g, 4°C) und
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erneut extrahiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die vereinten Uberstéinde bei 50°C
im Vakuum bis auf ein Volumen von 1 ml eingeengt und mit 50 ul konzentriertem NH;
alkalisiert. Die Reinigung erfolgte iiber Extrelut” (Merck). Fiir 1 ml Probenvolumen wurden
Siulen (30 mm x 8 mm) mit 1 g Extrelut” befiillt. Nach dem Aufgeben des Pflanzenextraktes
oder dem inkubierten Enzymassay (welcher ebenso mit 50 ul konzentriertem NHj; auf 1 ml
alkalisiert wurde) auf die Séule verblieben diese 20 min im Sé&ulenmaterial zur besseren
Absorption von Wasser und darin geloster Bestandteile und wurden dann mit 2 x 4 ml CHCl,
und 1 x 4 ml CHCI3/MeOH (9:1) eluiert. Die vereinten Eluate wurden bei 30°C im Vakuum zur
Trockne eingedampft und mit 100-200 ul Ethylacetat aufgenommen. Diese Extrakte konnten
dann per GC (B 2.3.7) oder DC (B 2.3.9) analysiert werden.

B2.3.3 “H-Pseudotropin

B233.1 Markierung von *H-Pseudotropin

Die Markierung von Pseudotropin mit Tritium in Position 3 erfolgte iiber die enzymatische
Reduktion des Tropinons katalysiert durch die rekombinante TRII aus S. tuberosum und
NADP’H als Cosubstrat. Die Markierung des NADP’H wurde durch Dehydrogenierung von
Glucose-6-phosphat, katalysiert durch die Glucose-6-phosphatdehydrogenase, eingebracht. Die
*H-Glucose wurde zuvor mit Hexokinase und ATP phosphoryliert (siche Abb. C-22A). Diese 3
enzymatischen Schritte liefen parallel bei einem pH-Wert von 7,0 in 0,1 M Kaliumphosphat-
puffer 1 h bei 30°C ab.

Die Zusammensetzung betrug:

*H-Glucose 30%10°cpm

ATP 5mM
Hexokinase 25U
Glucose-6-phosphatdehydrogenase 2U

NADP 5 mM

Tropinon 2 mM

ST-TRII 150 pg (=3,5nkat)
Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 0,1 M
Gesamtvolumen 320 pl

In Vorversuchen mit nicht markierter Glucose wurden die einzelnen Schritte analysiert. Die ST-
TRII wurde wie bei Keiner und Mitarbeiter beschrieben {iberexprimiert und extrahiert [Keiner
et al. 2002]. Der Waschschritt mit STE-Puffer der geernteten Bakterien wurde 2 x wiederholt,
um anhaftendes LB-Medium, in welchem sich storende Glucose befinden wiirde, zu entfernen.
Die rekombinante TRII wurde mit einer 40-75%igen Ammoniumsulfatfallung abgetrennt und

als Proteingemisch ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

Die gesamte Enzymmischung wurde auf DC iiber eine Breite von 4 cm aufgetragen und im
Laufmittel CHCl;-MeOH-NH; (22:4,5:0,5) 2 x iiber eine Hohe von 8 cm entwickelt. In diesem
Laufmittel verblieb Glucose am Startpunkt. Pseudotropin wies einen Re-Wert von 0,2 auf.
Parallel dazu wurde 1 pl des Gesamtgemisches neben unmarkiertem Pseudotropin entwickelt.

Die DC wurde geteilt und auf der Seite mit dem unmarkierten Pseudotropin mit Dragendorffs
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Reagenz nachgewiesen (B 2.3.9.3), um so die momentane Lauthéhe des Pseudotropins zu
ermitteln. Markiertes Pseudotropin wurde auf der gleichen Hohe wie unmarkiertes Pseudotropin
ausgekratzt, in 1 ml Scintillationsfliissigkeit (Aquasafe 300 Plus, Zinsser Analytik) geldst und
im Scintillator LS 6500 (Beckman) vermessen.

B233.2 Applikation von *H-Pseudotropin an die Wurzelkulturen

Die entwickelte DC-Platte mit dem getrennten Gesamtenzymgemisch (B 2.3.3.1) wurde in
gleiche Stiicke zerschnitten und das Kieselgel in Hohe des Pseudotropins direkt in die Kolben
der Wurzelkulturen abgekratzt. Die gute Loslichkeit des Pseudotropins aus dem Kieselgel in das
Néhrmedium wurde durch quantitative Voruntersuchungen mit unmarkiertem Pseudotropin
iberpriift. Die Wurzelkulturen wuchsen in 40 ml B5-Medium [Gamborg et al. 1968] mit
0,5 mg/l Ampicillinzusatz in 100 ml Erlmeyerkolben fiir 20 Tage. Vor Zugabe des *H-Pseudo-
tropins wurden 20 ml Medium entfernt, um eine hohere Konzentration im Medium zu erreichen.
Zusitzlich zum markierten wurde unmarkiertes Pseudotropin in einer Endkonzentration von
25 uM zugegeben. Die Ernte erfolgte nach 12, 24, 48 und 72 h. Der Gesamtversuch einschlief3-
lich der Markierung von Pseudotropin und Applikation an die Wurzeln wurde 3 mal
durchgefiihrt.

B 2.3.4  Extraktion und Analytik von Tritium-markierten Wurzelkulturen

Die geernteten Wurzeln (durchschnittlich 1 g Frischmasse) wurden unter Stickstoff gemdrsert
und mit 20 ml/g FM 50%igem (v/v) MeOH extrahiert. Die Zellbestandteile wurden durch
Filtration abgetrennt. Das Filtrat wurde bei 50°C im Vakuum bis zu einem Volumen von ca.
200 pl eingeengt. 2 ul des Extraktes wurden in 1 ml Scintillationslésung (Aquasafe 300 Plus,
Zinsser Analytik) im Scintillator LS 6500 (Beckman) vermessen.

20-50 pl des Extraktes sowie die Standards Calystegin A;, By, B,, Pseudotropin und Nortropin
wurden auf Diinnschichtplatten 60 (Schichtdicke 250 um, 100 x 200 mm Glas, Merck) mit dem
Linomat IV (Camag) aufgetragen und mit der Methode A (siehe B 2.3.9.2) aufgetrennt. Die
Auswertung erfolgte mit dem Linear Analyzer LB284 (Tracemaster 20, Berthold) zur Messung
ionisierender Strahlung unter Verwendung von Argongas. Des weiteren wurden die DC-Platten
entweder mit den unter B 2.3.9.3 aufgefiihrten Detektionsmethoden angeférbt oder mit Enhance
Spray NEF-970G (NEN) bespriiht und mehrere Monate bei -80°C exponiert.

B 2.3.5 Fiitterungsversuche

Fiir die Fiitterung von Metaboliten zur Untersuchung der Calysteginbiosynthese wurden
Waurzelkulturen und Pflanzenteile (junge Sprossspitzen = junge Blatter, alte Blitter, Spross-
achse) verwendet. Fiir die Fiitterung zum Nachweis der Uberexpression der TR in Nicotiana
benthamiana (B 2.1.7) wurden infiltrierte Blitter der Tabakpflanze benutzt.

Die Zugabe der Metabolite erfolgte stets in gepufferter Losung pH 7,0. Alle Lésungen wurden
vor Zugabe an Wurzelkulturen sterilfiltriert (Ausnahme ‘H-Pseudotropin B 2.3.3.2). Die
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Konzentrationen bei Tropinonfiitterung betrug 1 und 5 mM (C 4.1), bei Pseudotropin und
Tropin 1 mM (C 4.3.3, C 1.5) und bei °N-Tropinon 0,5 mM (C 3.2).

Bei der Fiitterung von Metaboliten an Pflanzenteile wurden diese in die entsprechende
abgepufferte 1 mM Losung gestellt. Die Inkubationen erfolgten {iber 24 und 48 h. Kontrollen
wurden in 1 mM NaCl-Losung gestellt. Danach erfolgte die Extraktion der zu untersuchenden
Alkaloide (B 2.3.1, B 2.3.2) und Analyse per GC (B 2.3.7) oder DC (B 2.3.9).

B 2.3.6 Hemm- und Induktionsversuche an der Wurzelkultur

Als Hemmstoffe und Induktoren wurden Miconazol, Bifonazol, Tetcyclacis und Phenobar-
bital-Na eingesetzt. Die Konzentration betrug bei Tetcyclacis 0,1 mM, bei allen anderen je
1 mM. Bifonazol wurde in DMSO gel6st, Miconazol und Tetcyclacis in Methanol. Die Endkon-
zentration betrug 1,4% (v/v) Losungsmittel pro Wurzelkulturmedium, bei Tetcyclacis (=MeOH)
0,7% (v/v). Phenobarbital-Na wurde in Wasser gelost, sterilfiltriert und an die Wurzelkulturen
appliziert. Entsprechenden Kontrollwurzeln wurde die gleiche Menge an Ldsungsmitteln

zugesetzt.

Die Hemmung bzw. Induktion erfolgte an 14 Tage alten Kulturen iiber 6 Tage, geerntet wurde
nach 2, 4 und 6 Tagen. Die Wurzeln wurden auf akkumulierende Calystegine (B 2.3.1) und
Metabolite (B 2.3.2) gaschromatographisch untersucht (B 2.3.7).

B 2.3.7 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie wurde zur standardméfBigen Quantifizierung der Calystegine und der
Intermediate Tropinon, Tropin, Pseudotropin und Norpseudotropin verwendet. Die Calystegine

wurden als TMSi-Derivate (B 2.3.1), die Intermediate direkt vermessen.

Die Identifizierung der Peaks erfolgte im Vergleich zu den Retentionszeiten von
Referenzsubstanzen. Neben der simultanen Detektion per FID und PND stellte das Peak-
verhéltnis der beiden Detektoren eine weitere Absicherung dar. Zur Quantifizierung wurden nur
die Signale des FID genutzt. Mit Hilfe der Eichkurve von Nortropin erfolgte die Quantifizierung
von Norpseudotropin, da dieses als Referenz nicht zur Verfiigung stand.

Zur Quantifizierung wurden 3-5 unabhéngige Proben herangezogen. Von diesen wurde der

Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt.
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Geriteparameter
Typ: Gaschromatograph Hewlett Packard 6890
Detektoren: Flammenionisationsdetektor (FID)

Phosphor-Stickstoff-Detektor (PND)

Brenngase: Synthetische Luft, Wasserstoff
Saule: HP-5 mit 20 cm HP-5-Vorséule
Saulenparameter: 30 mx 320 um x 0,25 pm
Stationdre Phase: 95% Methylsiloxan, 5% Phenylsiloxan
Mobile Phase: Helium
Flussrate: 1 ml/min
Injektionsvolumen: 1 ul

Zur Trennung der Calystegine wurden zwei Temperaturprogramme benutzt: Programm 1 zur
schnellen Quantifizierung der Calystegine. Mit Programm 2 wurden die mitderivatisierten

Tropanole Tropin und Pseudotropin durch eine niedrigere Anfangstemperatur erfasst.

Trennprogramm fiir die Intermediate

Saulentemperatur: 65°C
10°C/min bis 120°C, 2 min
15°C/min bis 240°C
10°C/min bis 300°C
Injektion: Gepulste Injektion ohne Split (200 kPa, 1,5 min, 250°C)
Retentionszeiten in min (durchschnittlich)
Tropinon 8,7
Nortropin 9,0
Tropin 9,2
Norpseudotropin 9,4
Pseudotropin 9,6
Azobenzol (Standard) |14,1

Trennprogramm fiir Calystegine

1) Saulentemperatur: 160 °C, 2 min
5°C/min bis 240°C
10 °C/min bis 300 °C
Injektion: Split (1:20), 120 kPa, 250°C
2) Séulentemperatur: 100 °C
8°C/min bis 240°C

15°C/min bis 300 °C
Injektion: Split (1:20), 120 kPa, 250°C
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Retentionszeiten in min
(durchschnittlich)
Programm 1 Programm 2
Tropin 5,9
Pseudotropin 6,4
Azobenzol (Standard) | 6,3 10,7
Calystegin As 7,4 11,8
Calystegin A; 7,8 12,1
Calystegin B, 10,4 14,1
Calystegin B, 11,9 16,2
Kalibriergeraden
Tropinon y =1956,4x — 7,578, R*= 0,9990
Tropin y =1559,4x — 7,117, R* = 0,9923
Pseudotropin y=1765,5x — 7,319, R?=10,9997
Nortropin y = 1164,5x — 8,202, R* = 0,9958

y =263,72x — 4,505, R* = 0,9768
y =266,37x — 1,277, R* = 0,9809

A-Calystegine
B-Calystegine

B 2.3.8 Gaschromatographie mit Massenspektroskopie

Zur Identifizierung von enzymatischen Umsetzungsprodukten (B 2.2.4), zur Absicherung von
analysierten Extrakten und zur Quantifizierung des Einbaus von Stickstoff-Isotopen wurde die
Massenspektroskopie verwendet. Die Temperaturprogramme sind wie unter B 2.3.7 aufgefiihrt
mit der Ausnahme, dass nach Injektion bei Programm 1 und 2 der Calystegintrennung ein
Plateau von 2 min gehalten wurde. Die Injektionen erfolgten ohne Split bei einer Temperatur
von 250°C und einem Druck von 120 kPa.

Geriteparameter
Typ: Gaschromatograph Hewlett Packard 5890, Serie II Plus
Detektor: HP 5972 Quadrupolmassenspektrometer

Ionisierungsspannung: 30 — 70 eV

Séule: DB-5

30 m x 320 pm x 0,25 pm

Stationdre Phase: 95% Methylsiloxan, 5% Phenylsiloxan
Mobile Phase: Helium

Flussrate: 1 ml/min

Saulenparameter:

Injektionsvolumen: 2 ul
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B238.1 Quantitative Auswertung von 15N-Markierungen

Zum Einbau des 15N-Tropinons wurden die Calystegine A;, B; und B, sowie Pseudotropin und
2,7-Dihydroxynortropan analysiert. Calystegin As; wurde detektiert, aber die akkumulierte
Menge reichte fiir eine Quantifizierung der Fragmente nicht aus. Der Einbau des '°N wurde bei
den Calysteginen A; und B, im Fragment 156, bei Calystegin B, im Fragment 244, bei
2,7-Dihydroxynortropan im Molekularion 287 quantifiziert. Die Zerfallsmuster sind in Tabelle
Tab. B-6 dargestellt.

Verbindung Reten- Charakteristische Fragmente (relative Signalstdrke in %)
tionszeit in
min
Pseudotropin |[5.60 83 (100) (96 (55) |[124 (13) (184 (15) | 198 (10) | 213 (8)
2,7- 10.36 80 (68) (81 (71) (156 (18) (171 (36) (272 (2) |287
Dihydroxy- (10)3€
nortropan
Calystegin A; |14.91 101 (1)° [116 (1)® | 156 244 (8) |[285 (3)
(100)°
Calystegin B; |18.40 101 (2)® | 129 244 373 (8)
(16)° (46)°
Calystegin B, |20.04 156 (7)° | 217 244 (7) |373 (2)
(100 )°

Tab. B-6: MS-Fragmentierung von Pseudotropin und der Nortropanalkaloide als TMSi-Derivate. Die
Werte in Klammern stellen die relative Signalstirke des jeweiligen Fragmentes dar. Alle
Fragmente auBer denen mit ° bezeichneten erhdhten ihre Masse um +1 nach *N-Tropinon-
fiitterung. a: Molekularion, b: Fragment ohne Stickstoff, c: Fragmente, deren Mengen
quantitativ bestimmt wurden.

Die Peakfldchen des jeweiligen Fragmentes und die des +1-Fragmentes wurden ermittelt. Die
erhaltenen Werte wurden rechnerisch durch das natiirliche Auftreten von 1,1% BC und 4,7%
¥Si korrigiert, wobei der prozentuale Anteil des jeweiligen Isotopes im Molekiil beriicksichtigt
wurde [Cooper 1981].

Zur Kalkulation neu gebildeter Calystegine nach Umsetzen der Wurzelkulturen von "“N-
haltigem Medium auf '*N-Medium wurde ebenso verfahren und die relativen Mengen neu

gebildeter Calystegine auf die Trockenmasse und Zeit bezogen.

B 2.3.9 Diinnschichtchromatographie

B239.1 Einfache Entwicklung

Die einfache Diinnschichtchromatographie wurde zum Nachweis der Calystegine bei der
Aufreinigung von Calystegin A; (B 2.3.10.2) verwendet. Als verwendete DC-Platten wurden
Aluminiumplatten mit 250 um Schichtdicke Kieselgel 60 (Merck) verwendet. Die Proben
wurden mit dem Linomat IV (Camag) aufgetragen. Das Laufmittel setzte sich aus
Chloroform/Wasser/Methanol/Ammoniak 66:21:12:1 zusammen [Draeger 1995].
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B239.2 AMD-TLC (Automated multiple development)

Mit der automatischen Mehrfachentwicklung von DC-Platten wurden zwei Methoden zur
Trennung der Intermediate der Biosynthese (Methode A) und zur Trennung der Calystegine
(Methode B) entwickelt (siche C 4.3.2). Es wurden Kieselgelplatten auf Glas mit einer
Schichtdicke von 250 pm (Merck) benutzt. Die Proben wurden mit dem Linomat IV (Camag)
aufgetragen. Die Trennung erfolgte mit dem AMD 2 System (Camag). Bei Methode A wurde
ein Gradient aus Methanol und Chloroform {iber 11 Schritte eingesetzt mit 2 min
Trocknungszeit zwischen den einzelnen Entwicklungen. Bei Methode B verlief der Gradient
iiber 15 Schritte mit der mobilen Phase bestehend aus Methanol, Ethanol und n-Propanol. Die
Trocknungszeit betrug bei Schritt 1 bis 7 2 min, bei Schritt 8 bis 15 3 min. Wichtig erwies sich
eine Kammersittigung mit 9 M Ammoniak (Methode A) bzw. 14 M Ammoniak (Methode B).

B 2393 Detektionsmethoden

Zur Detektion der Calystegine wurde Silberreagenz als Tauchreagenz benutzt (Losung 1: 0,2%
AgNO; in Aceton, Entwicklungszeit 60 s; Losung 2: 2% NaOH in EtOH, Entwicklungszeit
1-3 min). Die Nachweisgrenze liegt fiir trihydroxylierte Calystegine bei 400 ng, fiir tetra- und
pentahydroxylierte Calystegine bei 200 ng.

Dragendorff’s Reagenz variiert nach Munier als Spriihreagenz wurde zum Nachweis von
Tropinon, Tropin, Pseudotropin und Nortropin verwendet [Baerheim Svendsen et al. 1983]. Die
Nachweisgrenzen liegen fiir Tropinon bei 1 pg, fiir Tropin, Pseudotropin und Nortropin bei

0,5 pg.

Chlortoluidin-Reagenz als Sprithreagenz wurde fiir sekunddre Amine benutzt (Losung 1: 0,8%
NaOCl, kalt trocknen lassen; Losung 2: 320 mg o-Toluidin in 30 ml Eisessig 16sen, Wasser ad
500 ml, diese Losung 1:1 mit 0,4% Kaliumjodidldsung mischen). Die Nachweisgrenze fiir

Nortropin betrdgt 50 ng, fiir Calystegine 100 ng.

B23.10 NMR

B23.10.1 Messverfahren

NMR-Analysen wurden mit dem NMR-Spektrometer Bruker AVANCE DRX 500 bei 500.13
MHz (‘H) und 50.66 MHz (*°N) in 1 M Kaliumphosphatpuffer (H,0/D,0 9:1) pH 4.0 oder D,O
bei 310 K durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen des "N wurden im Vergleich zum
internen Standard K'’NO; (& 0.0) gemessen. [°N]y-Aminobuttersiure (& -343.2; 50% "°N)
wurde als zusétzlicher interner Standard bei 2D Experimenten eingesetzt und TMSP-d,
(Trimethylsilylpropansulfonsdure, & 0.0) fiir 'H NMR-Spektren der reinen Calysteginstandards.
Eindimensionale "N NMR-Spektren wurden in einem 2,5 mm Breitband-Mikroprobenkopf
unter folgenden Parametern aufgenommen: 25 KHz Sweepweite, 32 K Datenpunkte,
Protonenentkopplung mit WALTZ-16 composite pulse sequence, 3600 Scans, Relaxation delay
2,0s. '"H NMR und "N gradient-selected heteronuclear multiple bond correlation NMR (°N

gsHMBC) Experimente wurden in einem 2,5 mm inverse-detection Gradienten-Mikroproben-
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kopf durchgefiihrt. "N gsHMBC Spektren wurden ohne Entkopplung wihrend der Datenauf-
nahme aufgenommen, bei 1K Datenpunkten mit 256 Scans pro Inkrement and 80
Experimenten, Spektralweite 1750 Hz in F2 und 6540 Hz in F1, Refocussion delay 5,55 ms,
Verzogerung bei Aufnahme iiber mehrere Bindungen 100 ms. Die Daten wurden mit der shifted
sine-bell square function in beiden Dimensionen mit anschlieBender Fouriertransformation
gefiltert.

B23.10.2 Isolierung von °N-angereichertem Calystegin A3

Frische Wurzelkulturen (insgesamt 16,7 g), welche ausschlieBlich auf B5-Medium mit K’NO;
als einziger Stickstoffquelle wuchsen, wurden analog B 2.3.1 extrahiert und mit
Kationenaustauscherchromatographie gereinigt. Der wissrige Extrakt wurde lyophilisiert, in
1 ml geldst und auf eine Chromatotron-Kieselgelplatte von 2 mm Schichtdicke aufgetragen. Die
Calystegine der A-Gruppe wurden mit Hilfe des Chromatotrons 8924 (Harrison Research, USA)
von der Gruppe der B-Calystegine mit dem FlieBmittel Methanol/Chloroform/Ammoniak
50:50:0,01, Flussrate 2 ml/min abgetrennt. Die Fraktionen wurden per DC analysiert (B 2.3.9.1)
und die mit Calystegin A angereicherten Fraktionen vereint und iiber eine priparative Diinn-
schichtchromatographie weiter gereinigt. Es wurde eine DC-Platte mit 2 mm Schichtdicke
(Merck) benutzt. Das FlieBmittel bestand aus Methanol/Wasser/Chloroform/Ammoniak im
Verhiltnis 22:7:4:0,3. Das ausgekratzte Kieselgel wurde mit Wasser erschopfend gewaschen,
filtriert, eingeengt und gefriergetrocknet. Der lyophilisierte Extrakt wurde per GC (B 2.3.7)
analysiert. Die Reinheit betrug 44%, B-Calystegine wurden nicht detektiert.

Dieses '’N-angereicherte Calystegin A; wurde als Referenz fiir die NMR-Messungen eingesetzt.
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C Ergebnisse

C1 Tropinonreduktase 1

Durch den Nachweis des akkumulierenden Tropins und der Calystegine in C. sepium (siche C
4.1, C 4.2 und C 3.1) als einem Vertreter der Convolvulaceen stellt sich die Frage, ob in dieser
Pflanzenfamilie ebenso zwei stereospezifische Enzyme bei der Bildung von Tropin und

Pseudotropin beteiligt sind oder ob es sich hier um ein unspezifisches Enzym handelt.

Die Tropinonreduktion stellt einen Verzweigungspunkt der Tropanalkaloidbiosynthese dar. In
verschiedenen Solanaceen entstehen durch stereospezifische Reduktion des Tropinons und
weiterer Biosyntheseschritte die Tropan- bzw. Nortropanalkaloide [Draeger et al. 1988; Draeger
et al. 1994b; Hashimoto et al. 1993b; Portsteffen et al. 1992].

Das bzw. die an der Tropinonreduktion beteiligte(n) Enzym(e) sollte(n) isoliert und charakteri-

siert werden.

C 1.1 Isolierung einer trI-homologen cDNA-Sequenz

Das Ziel war, die cDNA-Sequenzen der Tropinonreduktasen mit Hilfe von PCR und
degenerierten Primern und mit aus mRNA umgeschriebener cDNA zu isolieren. Dazu wurden
verschiedene Primer durch Homologievergleiche der bekannten TR-Sequenzen von Hyos-
cyamus niger, Datura stramonium und Solanum tuberosum abgeleitet (B 1.4, Tab. G-1). Die
PCR erfolgte wie in Kap. B 2.1.4.1 beschrieben. Insgesamt 16 direkte und reverse Primer
wurden in verschiedenen Kombinationen angewandt. Nur zwei Kombinationen fiithrten zu

Amplifikaten.

Von der cDNA 14 Tage alter Wurzelkulturen wurden mit den Primerpaaren DP1 + DP2 (Grof3e
650 bp) und DP3 + DP4 (GroBe 430 bp) zwei Fragmente erhalten, die beide nach der
Sequenzierung Homologien zu den Tropinonreduktasen der Solanaceen zeigten. Im weiteren
wird hier nur auf das Produkt der Grofie 650 bp eingegangen, bei dem sich nach rekombinanter
Expression im Enzymassay zeigte, dass es sich um eine TRI handelt (Abb. G-1). Die zweite

Sequenz wird unter C 2.1 nédher beschrieben.

Durch Homologievergleiche mit bekannten TRs wurde ermittelt, dass an dem 650 bp groBen
Amplifikat ca. 90 Basen am N-Terminus und ca. 80 Basen am C-Terminus fehlten. Die Vervoll-
staindigung der cDNA wurde mit RACE-PCR durchgefiihrt (B 2.1.4.2). Dazu wurden die Primer
RP1-2 fiir 3°-RACE, Primer RP3-5 fiir 5’-RACE abgeleitet (vgl. Schema Abb. B-1, Abb. B-2)

Insgesamt resultierte eine cDNA von 1073 bp Lénge, 789 bp kodierender Sequenz = 263 AS, 91
iiberhdngenden Basen am 5’-Ende und 193 iiberhdngenden Basen am 3’-Ende. Damit zeigte die
CS-trl Ahnlichkeit zur trl aus S. tuberosum, die ebenfalls am 5°-Ende um 27 bzw. 30 bp

verkiirzt zu den trl von D. stramonium und H. niger ist.

Im 5’-untranslatierten Bereich befindet sich bei Position —45 bis —40 die Sequenz TATAAT
(Abb. G-1), eine fiir eukaryotische mRNAs hiufige TATA-Box, die ein regulatorisches Element
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fiir die Transkription darstellt. TATA-Boxen bzw. TATA-Box-dhnliche Sequenzen wurden
ebenso in den Promotorbereichen der trl und trll von H. niger gefunden [Nakajima et al.
1999c¢]. Weitere Bindungsstellen fiir regulatorische Proteine, wie die GC-Box oder CCAAT-
Box, sind im untranslatierten Bereich der CStrI-Sequenz nicht zu finden. Dafiir ist der Bereich
mit 91 Basen nicht ausreichend groB8. Weitere Promotorstudien sollten sich anschlieen (vgl. D
3).

Die Homologieanalyse auf Nukleotidebene zu bekannten Tropinonreduktasen der Solanaceen
ist in Tab. C-1 dargestellt. Die hochste Homologie besteht zur nicht aktiven TR aus Datura
stramonium mit 67%. Aus der Sequenz lief sich nicht entnehmen, welche Produktspezifitét das

Enzym hat. Diese wurde nach rekombinater Expression ermittelt (vgl. C 1.2).

Accession number CS-trl
Datura stramonium TRI L 20473 64
Hyoscyamus niger TRI D 88156 / AB 026544 |62
Solanum tuberosum TRI Al 307584 63
Datura stramonium TRII L 20474 62
Hyoscyamus niger TRIL L 20485 / AB 026545 |62
Solanum tuberosum TRII Al 292343 62
Calystegia sepium TR putativ AJ 540305 63
Datura stramonium 29kDa putativ |L 20475 67

Tab. C-1: Homologievergleich auf Nuleotidebene von CS-trl mit bekannten Tropinonreduktasen. Die
Homologien wurden mit dem FASTA-Programm berechnet.

Eine Strukturanalyse der in Aminoséuren libersetzten Sequenz erfolgte im Vergleich zu den TRI
der Solanaceen (Abb. C-1). Die an der Substrat- und Cosubstratbindung beteiligten
Aminoséuren, ermittelt von Nakajima und Mitarbeitern an dem kristallisierten Protein der TRI
aus D. stramonium [Nakajima et al. 1998], weichen in mehreren Positionen zu der CS-TRI ab

(Tab. C-2). Innerhalb der Solanaceen sind diese hochkonserviert.

Das ermittelte Molekulargewicht der CS-TRI betrdgt 28531,59 Da, der errechnete isoelektrische
Punkt liegt bei 6,45. Die Sequenz wurde in der EMBL-Datenbank unter der Accession number
AJ 427397 eingetragen.
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Position in [ AS in AS in Bemerkung

CS-TRI DS-TRI CS-TRI

101 Valin Isoleucin beide AS unpolare aliphatische Seitenketten

103 Histidin Prolin positiv geladene versus unpolare aliphatische
Seitenkette

150 Isoleucin Valin beide AS unpolare aliphatische Seitenketten

151 Alanin Alanin identisch

156 Leucin Valin beide AS unpolare aliphatische Seitenketten

159 Valin Threonin unpolare aliphatische versus polare ungeladene
Seitenkette

194 Valin Valin identisch

199 Leucin Leucin identisch

200 Valin Valin identisch

213 Isoleucin Isoleucin identisch

216 Phenylalanin | Methionin aromatische versus polare ungeladene Seitenkette

Tab. C-2: Vergleich der Aminoséduren in TRI aus D. stramonium und C. sepium, die an der
Ausbildung der Substratbindungsstelle beteiligt sind.

v *VvVv *x

DS- TRl VE- ESKVSMVNCNNEGRWSLKGTTALVTGGSKG GYAI VEELAGLGARVYTCSRNEKELD 59
HN- TRl MAGESEVY! NGNNGE RWSLKGTTALVTGGSKG GYAVVEELAGLGARVYTCSRNEKELQ 60
ST-TRI MA---------- ELREKWELKGTTALVTGGSKG GYAI VEELANFGARVYTCSRNENELQ 50

CS-TRI M5--

FGQGKWBLQGMTALVTGGTRG GYG VEELAG-GAEVY! CSRKONEVD 50

* % % * *kkkkk*k * k k% * k k k% **x k% * % %

DS- TRI  ECLEI WREKGLNVEGSVCDL L SRTERDKL MOTVAHVFDGKLNI LVNNAGWY| [aKEAKDFT 119
HN- TR QCLDI WVRNEGL QVEGSVCDL LLRSERDKL MOTVADL FNGKLNI LVNNAGWY | [sKEAKDFT 120
I
L »

ST- TRl ECLDI WRKKGLKVEGSVCDL L SRTEREKL MKTVEDVFDGKLNI LVNNA
CS-TRI  ECVGKVWREKGFKVAGSACDI SSRTOREEL T KNVAHHFNGKLNI LVNNAGT] I
* * * * *

* % * * k% k%

KEAKDFT 110
KDATEFK 110
* % *

* kkkkhkkhkkkkhkk*k

v v + +
DS- TRI  KEDYDI VLGTNFEAAYHL CQLAYPFLKASONGNVI FLSSAGFSABPSYSL YSASKAAI N 179
HN- TR EKDYNI | MGTNFEAAYHLSQI AYPLLKASQNGNVI FLSSWAGFSARPSYSL YSASKGAI N 180
ST- TRl KEDYNI | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQNGNVI FVSSAG-SARPSESL YSASKGAI N 170
CS- TR AEDYTLI MGTNFEASFHL CQLAHPFLKASSMGTI VENSSAG | AYFKYTLYAASKGAI N 170
* % *kkkkk **x *x k * *kk*k * * k*x k% Kk kkk Kk *k
v * k%
DS- TRl QVITKSLACEWAKDNI RVNSVAPQYI LT ETAI KKNPHCKE! | VKTPMERAGKPQ 239
HN- TRl Q TKNLACEWAKDNI RVNSVAPQYI LT ETAI KKNPHQKE I VKTPMCRAGKPN 240

ST-TRI QVITKNLACEWAKDNI RVNSVAPAWI LT ETAI KKNPQOKEEEDSgVVKTPLGRAGKPE 230
CS-TRI QVTKNLACEWAKDNI RVNSVAPWYI RT N- DFDSESEGSEHJER) RRTPI SRPCEVG 229

* * % R I S b I S * % * * * k% * % * *

DS- TRI EVSALI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGG-- 273
HN- TRl EVSALI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGG-- 274
ST-TRI  EASAVI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGGH- 264
CS-TRI  EVSSLVAFLCLPAASYI TGQTI CVDGGYTI TG- FP- 263

kkkk *kkhkkkkhkkkk X *kk * * %

* *

Abb. C-1: Homologievergleich der TRI-Proteinsequenzen von D. stramonium (DS), H. niger (HN), S.

tuberosum (ST) und C. sepium (CS). Mit ¥ markierte AS sind konservierte Aminoséuren
aus der SDR-Familie, * markiert die AS der NADPH-Bindungsstelle, + zeigt das
katalytische Motiv YxxxK, schwarz unterlegte AS sind an der Substratbindungsstelle
beteiligt.
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C 1.2 Uberexpression, Reinigung und biochemische Charakterisierung der
TRI

Die Uberexpression erfolgte in dem Vektor pET21d (Novagen). Die trl wurde fusioniert mit
einem 6fach Histidinrest am C-Terminus mit den Schnittstellen Ncol und Xhol kloniert (siche
Vektorkarte Abb. G-4). Der Histidinrest sollte bei der anschlieBenden Reinigung die Bindung
an Nickel-Affinititssidulen bewirken. Die Uberexpression fand in E. coli (BL21 Codon plus) bei
25°C iiber 16 h statt (siche B 2.1.6). Die Bakterienlysate wurden per SDS-PAGE analysiert und
iiber Nickel-Affinititssdulen gereinigt (Abb. C-2).

123 4567 M
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Abb. C-2: Bakterienlysat und Reinigungfraktionen von tiberexprimierter TRI in pET21d. Spur 1:
ungereinigtes Bakterienlysat, Spur 2-7: Elutionsfraktionen der Nickel-HiTrap-Saule mit
250 mM Imidazolpuffer, M: Markerprotein.

Die vereinigten, gereinigten Fraktionen wurden zur biochemischen Charakterisierung der TRI
verwendet. Als Standardassay wurde eine photometrische Bestimmung des verbrauchten
NADPH bei 330 nm durchgefiihrt (B 2.2.4). Fiir die Analyse des Umsetzungsproduktes wurde
anstelle von NADPH ein NADPH regenerierendes System (B 2.2.4) bei 30°C fiir 1 h eingesetzt.
Der gereinigte Assay wurde per DC (B 2.3.9) oder GC (B 2.3.7) analysiert. Das entstandene
Reduktionsprodukt war Tropin (Abb. G-10). Pseudotropin war nicht nachzuweisen. Damit

kodiert dieses Gen fiir eine stereospezifische TRI.
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Abb. C-3: Bestimmung des pH-Optimums der Reduktion des Tropinons und Oxidation des Tropins
durch TRI. Die Messpunkte sind Mittelwerte einer 3fach Bestimmung, Standardabweichung
in Balken (B 2.2.5.3).

Das pH-Optimum der Tropinonreduktion wurde im Bereich von 4,0 bis 8,5 bestimmt. Dazu
wurden Glycin- und Kaliumphosphatpuffer verwendet (B 2.2.5.3). Das Optimum liegt bei pH
7,0 und fallt bereits zwischen pH 6,0 und 8,0 auf 50% ab, was den bekannten TRI der
Solanaceen mit ihren ebenfalls sehr schmalen pH-Optima entspricht. Eine mogliche Riick-
reaktion des Enzyms — die Oxidation des Tropins zum Tropinon — wurde ebenfalls getestet.
Diese war in basischen pH-Bereichen mdglich. Das Optimum der Riickreaktion lag bei pH 9,0
(Abb. C-3) und ist vergleichbar mit der TRI von D. stramonium (pH 9,9) und H. niger (pH 7,6)
[Portsteffen et al. 1994; Hashimoto et al. 1992]. Bei einem physiologischen pH-Wert von ca. 7,5
sollte vorrangig die Tropinonreduktion ablaufen. Bei Fiitterungsversuchen mit Tropin wurde
zwar kein Anstieg der Tropinonkonzentration beobachtet, allerdings erhohte sich die

akkumulierende Pseudotropinmenge im Vergleich zu Kontrollwurzeln (C 1.5).

Der K- und V,.x-Wert wurde fiir Tropinon bei pH 6,4 bestimmt, um einen Vergleich mit
bekannten TRs zu ermdglichen. Es wurde in dem Konzentrationsbereich von 0,1 mM bis
10 mM gemessen (B 2.2.5.4). Geringere Tropinonkonzentrationen fiihrten zu keinem Umsatz.
Bei 8 mM Substratkonzentration war V. erreicht. Es ergab sich ein K,-Wert von 5,88 mM +/-
0,70 und V,x mit 7,194 nkat/pg Protein +/- 0,78.

Die katalytische Konstante ergibt sich aus dem Verhiltnis von V.x zu K. Sie betragt fiir
Tropinon 1223,47 [nkat/(mg*mM)]. Die katalytische Konstante ist ein MaB fiir die

Umsetzungs- und Bindungseigenschaften.

Substratanaloga zum Tropinon wurden auf ihre Reduzierbarkeit durch die TRI bei pH 6,4 und
einer Substratkonzentration von 5 mM getestet (B 2.2.5.5). 3-Chinuclidinon wurde von der TRI
als Substrat reduziert, was einen typischen Unterschied zu allen TRII darstellt, die dieses

Substrat nicht akzeptieren (Abb. C-4). Eine VergroBBerung des N-Substituenten begiinstigt die
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Substratumsetzung, der génzliche Verlust des Stickstoffs im Ring fiihrt sogar zu einem 6-
8fachen Anstieg der Reaktion. Diese hohe relative Aktivitdt wurde weder bei der TRI von H.
niger [Hashimoto et al. 1992] noch bei D. stramonium [Portsteffen et al. 1994] beobachtet. Bei
beiden Reduktasen war kein Umsatz mit dem Substrat N-Propyl-4-piperidinon zu detektieren.

Mit den Cyclohexanonen lag die Aktivitéit deutlich unter der des Tropinonumsatzes.

\
mCS-TRI

O HN-TRI

3-Chinuclidinon ODS-TRI

Tropinon

N-Methyl-4-piperidinon

N-Propyl-4-piperidinon |

3-Methylcyclohexanon
4-Methylcyclohexanon

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Aktivitat in %

o

Abb. C-4: Relative Aktivitdt der CS-TRI mit verschiedenen Substratanaloga, verglichen mit H. niger
[Hashimoto et al. 1992] und D. stramonium [Portsteffen et al. 1994], die Messpunkte sind
Mittelwerte einer 3fach Bestimmung, Standardabweichung in Balken.

C 1.3 Expressionsanalyse der trI-Transkripte

Die Expression des trl-Gens wurde mit Hilfe des Northern Blots analysiert (B 2.1.9). Dazu
wurde aus den Calystegia-Pflanzen, unterteilt in junge Blétter, alte Blatter, Bliiten, Sprossachse
und Wurzeln, sowie aus der Wurzelkultur in verschiedenen Altersstufen (7, 14, 21 und 28 Tage)
RNA isoliert (B 2.1.2). Zum Erhalt der Wurzeln und sterilen Blétter wurden Samen sterilisiert
und daraus Pflanzen gezogen, die im Alter von 6 Wochen geerntet wurden. Die Anzucht von
Pflanzen auf Substrat hatte den Vorteil, nicht die mit anderen Samenpflanzen
vergesellschafteten Wurzeln der in der Saalendhe wachsenden Ackerzaunwinde ausgraben zu

miissen. Um dem Befall mit Schiadlingen vorzubeugen, erfolgte eine sterile Anzucht.

Als Sonden dienten zum einen die gesamte kodierende cDNA, zum anderen ein 411 bp langes
Fragment des 5’-Endes. Die ¢cDNA der trl und putativen tr (C 2.1) zeigen im Gegensatz zu
anderen TRs in diesem Bereich Homologien, die unter 60% liegen. Anhand eines Dot Blots
wurde die Spezifitdt der verkiirzten Sonde getestet (ohne Abbildung). Die beiden trI-Sonden
(gesamte cDNA, 411 bp des 5’-Endes) zeigten gleiche Hybridisierungsergebnisse (Daten nicht
gezeigt). Zur Kontrolle, dass gleiche Mengen RNA aufgetragen wurden, wurde eine 18S-
Kontrollhybridisierung durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde RNA von 3 mm langen

Kartoffelkeimen verwendet.
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In Abb. C-5 ist die Transkriptakkumulation der trl dargestellt. In den Wurzelkulturen wird die
trl in allen Altersstadien exprimiert. Ein besonders starkes Signal wurde hier nach 21 Tagen
erhalten. Ebenso akkumuliert eine hohe Transkriptmenge in den Wurzeln der intakten Pflanze.
In den oberirdischen Geweben wurde nur bei den Sprossachsen ein schwaches Signal erhalten.
Dies widerspricht der Féhigkeit der Pflanzen, auch in isolierten Bléttern nach Zugabe von
Tropinon iiber 48 h Tropin zu akkumulieren (vgl. C 4.1). In wiederholten Northern Analysen
konnte auch bei héheren RNA-Mengen von jungen Blittern kein Signal detektiert werden.

WK7 14 21 28 Bj Ba Bl Sp W Bs NK

.“.“ ‘ TRI

Abb. C-5: Northern Blot Analyse der Calystegia-Gewebe. Es wurden 20 ug Gesamt-RNA auf eine
Nylonmembran geblottet und mit einer 411 bp langen Sonde des 5’-Endes von trl
hybridisiert. Nach Abwaschen dieser Sonde erfolgte eine Kontrollhybridisierung mit 18S
rRNA. Als Negativkontrolle wurde die RNA von 3 mm langen Kartoffelkeimen verwendet.
WK7-28: CS-Wurzelkultur im Alter von 7, 14, 21, 28 Tagen; Bj: junge Blatter (max. die
oberen 5); Ba: alte Blatter; Bl: Bliite; Sp: Sprossachse; W: Wurzel; Bs: sterile Bldtter einer
in-vitro-Pflanze; NK: Negativkontrolle Kartoffelkeime 3mm lang.
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C 1.4 Genomische Struktur

Die Bestimmung der Kopienanzahl des trl-Gens im Genom von Calystegia sepium erfolgte mit
der Southern Blot Analyse (B 2.1.10). Aus 20 Tage alten Wurzelkulturen wurde DNA isoliert
und mit den Restriktasen EcoRI, EcoRV, BamHI oder Kpnl verdaut. Die cDNA der trl enthélt
keine dieser Restriktionsschnittstellen. Als Hybridisierungssonde diente ein 411 bp Fragment
des 5’-Endes der trl (vgl. C 1.3).

In Abb. C-6 ist zu erkennen, dass 3-5 Hybridisierungssignale pro Restriktion entstanden sind.

Das ldsst auf ein multi-copy Gen schliefien.

kB BamHI EcoRI EcoRV Kpnl

10 —
8 —
6_

4 —

1.0—
0.75—

Abb. C-6: Southern Blot Analyse: 30 pg DNA wurden 16 h mit den Restriktasen BamHI, EcoRI,
EcoRV oder Kpnl verdaut, per Elektrophorese getrennt und auf eine Nylonmembran
geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit einer 411 bp langen Sonde des 5’-Endes von trl.

C 1.5 Moglicher Umsatz von Tropin

Calystegia sepium enthélt keine klassischen Tropanalkaloide. Aus welchem Grund wird jedoch

Tropin gebildet? Was geschieht damit in der Pflanze?

Sowohl in verschiedenen Datura Species als auch in Convolvulus Species, in Brugmansia
candida x aurea hybrid, Hyoscyamus muticus und Atropa belladonna wurden verschiedene
Ester der Tropanole gefunden [Evans et al. 1968; Hartmann et al. 1986; Jenett-Siems et al.
1998; Robins et al. 1990]. Die Enzyme Tropinacyl-CoA-Transferase, Pseudotropinacyl-CoA-
Transferase [Boswell et al. 1999] und Pseudotropintigloyl-CoA-Transferase [Rabot et al. 1995]

wurden charakterisiert.

Um die Mdglichkeit solch einer Esterbildung zu untersuchen, wurde Tropin von aullen an die
Wurzelkultur appliziert. In Wurzelkulturen waren bislang keine Tropinester zu detektieren. An
14 Tage alte Wurzelkulturen wurde Tropin in einer Konzentration von 1 mM zugegeben fiir
48 h, die Kontrollen erhielten 1 mM NaCl. Die geernteten Wurzeln wurden zum einen auf ihre

akkumulierte Calysteginmenge untersucht, zum anderen wurde nach der Methode von [Witte et
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al. 1987] nach gebildeten Estern gesucht. Die Messungen wurden per GC-MS (B 2.3.8) und DC
(B 2.3.9.2) durchgefiihrt.

Bekannte Ester, wie Acetyltropin oder Tigloyltropin, wurden nicht detektiert. Dafiir
akkumulierte ein Metabolit mit den typischen Fragmenten des Tropins (140, 124, 96, 82) und
einem scheinbaren Molpeak von 209 m/v (Abb. C-7). Diese Molmasse konnte auf einen
Crotonsdureester hinweisen. Durch MS-MS Untersuchungen entstand als nidchstes Fragment ein
Bruchstiick der GroBie 191, was auf die Abspaltung von Wasser hindeutet, womit ein
Crotonsiureester ausgeschlossen werden kann. Sowohl die Retentionszeit der GC als auch die
Laufhohe bei diinnschichtchromatographischer Untersuchung (Daten nicht gezeigt) indizieren
deutlich die Moglichkeit eines Tropinesters. Eine ndhere Identifizierung, z.B. durch NMR, war

anhand der geringen akkumulierenden Mengen nicht moglich.

Tropinon akkumulierte in beiden Gruppen in vergleichbaren Mengen. Pseudotropin war in den
gefiitterten Wurzeln leicht erhoht, was auf die Oxidation des Tropins und der weiteren
gesteigerten Reduktion des Tropinons zum Pseudotropin schlieBen lassen konnte. Die Quantifi-

zierung der Calystegine zeigte keinen statistischen Unterschied zwischen den Kontroll- und den

gefiitterten Wurzeln.
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Abb. C-7: A: GC-MS-Chromatogramm eines Wurzelkulturextraktes nach Fiitterung mit 1 mM Tropin
iiber 48 h. Bei 15,57 min ist ein Peak zu detektieren, der in ungefiitterten Kontrollen nur in
Spuren vorkommt B: Zerfallsmuster des unbekannten Tropinesters bei 15,57 min.



C Ergebnisse 49

C2 Tropinonreduktase 11

Die Tropinonreduktase II katalysiert die Reduktion des Tropinons zum Pseudotropin, welches
sich durch die &quatoriale Stellung der OH-Gruppe zum Tropin unterscheidet. Es wird
postuliert, dass Pseudotropin iiber weitere Biosyntheseschritte zur Bildung der Calystegine
fiihrt.

C 2.1 Isolierung einer tr-homologen cDNA-Sequenz

Mit der Methode der RT-PCR sollte die kodierende cDNA-Sequenz der trll ermittelt werden.
Nach Kombinationen verschiedener degenerierter Primer (Tab. G-1) wurde ein cDNA-
Fragment mit 430 bp Liange und dem Primerpaar DP3+4 erhalten (vgl. Kap. C 1.1), welches
sich von der cDNA der trl unterschied, aber ebenfalls hohe Homologien zu bekannten
Tropinonreduktasen zeigte. Mit RACE-PCR wurden die fehlenden 63 bp am 5’-Ende und
284 bp am 3’-Ende erhalten (B 2.1.4.2). Fiir 3’ RACE wurde RNA aus jungen Bléttern und die
Primer RP6 und RP7 verwendet (Abb. B-2). Parallel wurde auch RNA aus 15 Tage alten
Wurzelkulturen verwendet, erbrachte aber keine Amplifikate. Die 5’RACE erfolgte mit RNA
aus 28 Tage alten Wurzelkulturen und den Primern RP8, RP9 und RP10 (Abb. B-1). Es
resultierte eine cDNA mit 774 Nukleinséuren und 258 korrespondierenden Aminoséuren. Nach
Ermittlung des ORF (open reading frame) enthélt das 5°-Ende 21 iiberhdngende Basenpaare,
das 3’-Ende 29 bp (fiir die genaue Sequenz siche Abb. G-2). Das errechnete Molekulargewicht
betrdgt 27590,5 Da. Der isoelektrische Punkt wurde mit 5,97 berechnet. Die Gesamtsequenz
wurde in der EMBL-Datenbank unter der Accession number AJ 540305 eingetragen.

Ein Homologievergleich auf Nukleotidebene zu bekannten Tropinonreduktasen I und II ergab
durchschnittliche Ubereinstimmungen von 60-63% (Tab. C-3).

Accession number putative
CS-tr
Datura stramonium TRI L 20473 62
Hyoscyamus niger TRI D 88156 / AB 026544 (63
Solanum tuberosum TRI AJ 307584 61
Calystegia sepium TRI AJ 427397 63
Datura stramonium TRII L 20474 63
Hyoscyamus niger TRII L 20485 / AB 026545 |61
Solanum tuberosum TRII AJ 292343 60
Datura stramonium 29kDa putativ |L 20475 63

Tab. C-3: Homologievergleich auf Nukleotidebene der putativen CS-tr zu bekannten Tropinon-
reduktasen. Die Homologien wurden mit dem FASTA-Programm berechnet.
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Die Ubersetzung der ¢cDNA in Aminosduren zeigt die Zugehorigkeit zur Familie der
kurzkettigen Dehydrogenasen durch eine vorhandene NADPH-Bindungsstelle und die
hochkonservierten Aminosduren dieser Familie (Abb. C-8). Der Vergleich der an der
Substratbindungsstelle beteiligten Aminosduren deutet eher auf eine Aktivitit als TRII als einer
TRI hin, wobei einschrinkend bemerkt werden muss, dass auch bei diesem Protein ebenso wie
beim Vergleich der CS-TRI starke Unterschiede, wie z.B. der Austausch vom Tyrosin'® durch
ein Prolin'®”, auftreten (Tab. C-4). Zum Nachweis, dass es sich um eine TR handelt, muss das

Protein nach rekombinanter Expression auf Aktivitit und Substratspezifitdt gepriift werden.

Position in AS in AS in Bemerkung

putCS-TR DS-TRII putCS-TR

98 Valin Isoleucin beide AS unpolare aliphatische Seitenketten

100 Tyrosin Prolin aromatische versus unpolare aliphatische
Seitenkette

147 Valin Cystein unpolare aliphatische versus polare, ungeladene
Seitenkette

148 Serin Alanin polare, ungeladene versus unpolare, aliphatische
Seitenkette

153 Valin Valin identisch

156 Glutamat | Histidin negativ geladene versus positiv geladene
Seitenkette

191 Valin Alanin beide AS unpolare aliphatische Seitenketten

196 Leucin Leucin identisch

197 Valin Threonin unpolare aliphatische versus polare, ungeladene
Seitenkette

209 Leucin Leucin identisch

212 Leucin Leucin identisch

Tab. C-4: Vergleich der Aminoséuren in TRII aus D. stramonium und C. sepium, die an der
Ausbildung der Substratbindungsstelle beteiligt sind.
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v *Vvv *x
DS_TRII - MAGRWNLEGCTALVTGGSRG GYG VEELASL GASVYTCSRNQKELNDCLTQWRSKGFK 59
HN_TRI' | - MAGRVWNLEGCTALVTGGSRG GYG VEELANLGASVYTCSRNOQKELDECLTQARSKGFN 59
ST_TRI | MAAGRWNLECGCTALVTGGSRA GYG VEELASLGASVYTCSRNQKELNECLTOVWRSKGFK 60
put CS_TR - MAGRWSL QGMTALVTGGTRGL GHAI VEEL SSLGAI AYTCSRNQKEL DECLKNVWKEKGYP 59

kkkk * Kk *kkkkkhkkk k% * *kkk*k * k k kkkkkhkkkkk*k * % * * *

DS TRI| VEASVCDL SSRSERQEL MNTVANHFHGKLNI LVNNAG I MKEAKDYTVEDYSLI VSI NF 119
HN_TRI' | VEASVCDL SSRSEREEFMKTVSNHFHGKLNI LVNNAG | KEAKDYTMEDYSHI VSI NF 119
ST_TRI | VEASVCDL SSRSEREEFI KNVANHFDGKLNI LVNNAG I KEAKDYTMEDYSLI MSI NF 120
put CS_TR VFGSTCDI SQQSERENLI Q_VCKQ: DGKLHI LVNSAA H<ETLNLNAEDNSI VI GT NL 119
* * k% % * k% * kkk kEkkk X * k% **x %
v v
DS_TRII EAAYHL SVLAHPFLKASERGNVVFI SSYEGALAYPYEAVY! GATKGAND@TRCLAF EVWAK 179
HN_TRI | EAAYHL SVLAHPFLKASERGNVVFI SSIESGAS, P =AVYGATKGAVDQLTRCLAFEWAK 179
ST_TRI | EAAYHL SVLAHPLLKASQRGNVVFI SSIBSGASARPY[EAVYGATKGAVDQLTRCLAFEWAK 180
put CS_TR MI'SLNFSQLAHPLLKASGNGSI VFI SSjorg SFVF TVYAATKGAI NSLAKNLACEV\AN 179

* kkk*k K*hkk*x * *kkk*k %k *kkk*k **x * k%

v * k%

DS_TRII DNI RVN(;\/GPC*I AT EMTT QDPEQKENENKEI DRCAL RRMGEPKELAAMVAFLCFPA 239
HN_TRI' | DNI' RVNGVGPQYl AT EMI'T QDPEQKE | DRCALRRMGEPKELAAVVAFLCFPA 239
ST_TRI| DNI' RVNGVAPQY ASSIWYEMT T QDPEQKE | DRCALHRMGEPKELAAVVAFLCFPA 240
put CS_TR DNI' RVNAVAPWANVRT EAAREEAGG- El | QRTPQHRLVEPKEASAAVAFLCFPA 238
*kkkk*k * * * * % **x % * * Kk k% * kkkkkkhkk Kk
DS TRI| ASYVTGQ | YVDGGLMANCGF- 260
HN_TRI' | ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF- 260
ST_TRI | ASYVTGQ | YVDGGFVANGGF- 261
put CS_TR SSFVTGQVI CVDGGATSYGE.- 258

* k k% * Kk k*k

Abb. C-8: Homologievergleich der TRII-Proteinsequenzen von D. stramonium (DS), H. niger (HN),
S. tuberosum (ST) und der putativen TR aus C. sepium (putCS). Mit ¥ markierte AS sind
konservierte Aminoséduren aus der SDR-Familie, * markiert die AS der NADPH-
Bimdungsstelle, + zeigt das katalytische Motif YxxxK, schwarz unterlegte AS sind an der
Substratbindungsstelle beteiligt.

C 2.2 Uberexpressionsversuche in E. coli, P. pastoris und N. benthamiana

Zur Uberexpression der tr wurden verschiedene Bakteriensysteme gewihlt. Es wurden die
Vektoren pQE30 (Qiagen), pQE60 (Qiagen) und pET21d (Novagen) verwendet.

Bei Vektor pQE30 wurde der 6fach Histidinrest am N-Terminus genutzt und die Restriktasen
BamHI und Pstl zum Klonieren verwendet (siche Vektorkarte Abb. G-6). Die Uberexpression
erfolgte unter Induktion mit 1 mM IPTG iiber 16 h bei 25°C in E. coli (SG13009). Das Protein
wurde in groBen Mengen gebildet, war aber nicht 16slich, sondern lag wahrscheinlich aggregiert
in inclusion bodies vor. Diese entstehen, wenn bei der rekombinanten Genexpression nicht
geniigend Chaperone fiir eine korrekte Faltung zur Verfliigung stehen [Carrio et al. 2002]. Bei
einer hohen Proteinproduktion kann es, besonders bei exponierten hydrophoben Oberfldchen, zu
einer Zusammenlagerung der ungefalteten Proteine kommen [King et al. 1996]. Um diese
Aggregation zu verhindern bzw. aufzulosen, wurden die Expressionsbedingungen und
Bakterienlysemethoden variiert (Tab. C-5). Nach dem Zusatz von 1,5% N-Lauroylsarcosin zum

Puffer fiir die Bakterienlyse war das Protein 16slich, zeigte aber keine Aktivitit weder im
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photometrischen Assay noch nach einstiindiger Inkubation und Analyse der Umsetungs-
produkte. Die Verringerung der Expressionstemperatur kann auch zur Verhinderung der
Ausbildung von inclusion bodies fiihren [Chalmers et al. 1990], brachte aber auch iiber einen
langen Zeitraum von 5 Tagen bei 4°C keine Verdnderung im 16slichen Proteinanteil.

Induktion Aufarbeitung? Ergebnis
Dauer [Tempe- | Zusatz
ratur
20 h 25°C 1 mM IPTG Lysozym-Triton X-100 Uberexprimiert, unléslich
20 h 25°C 0,1 mM IPTG Lysozym-Triton X-100 Uberexprimiert, unldslich
20 h 25°C 1 mM IPTG Lysozym-Triton X-100 Uberexprimiert, l6slich, keine
+ 1,5% N-Lauroyl- Aktivitat
sarcosin
2h 37°C 1 mM IPTG Lysozym-Triton X-100 Uberexprimiert, unléslich, 16sl.
0,1 mM Fraktion zeigt keine Aktivitat
Tropinon
2h 37°C 1 mM IPTG
20 h 16°C 1 mM IPTG
0,1 mM
Tropinon
20 h 16°C 1 mM IPTG
20 h 25°C 1 mM IPTG Lysozym-Triton X-100 Uberexprimiert, 16slich, keine
+ 1,5% N-Lauroyl- Aktivitat
sarcosin
+ 50 mM NADPH
5d 4°C 1 mM IPTG Lysozym-Triton X-100 Uberexprimiert, unldslich; 18sl.
Fraktion zeigt keine Aktivitat

Tab. C-5: Induktionsbedingungen und Bakterienlyse des Konstruktes pQE30-TR in E. coli SG13009.

Neben einem Aufschluss mit Detergentien besteht auch die Mdglichkeit der nachtriglichen
Proteinfaltung [Clark 1998; Lilie et al. 1998]. Davon wurde hier abgesehen, da
Tropinonreduktasen sehr instabile Proteine sind. Meist werden nur geringe quantitative
Ausbeuten bei der nachtriglichen Faltung erzielt. Aufgrund dessen wurde nach einem

giinstigerem Expressionssystem gesucht.

Im Vektor pQE60 wurde mit den Restriktasen BamHI und Bg/Il die puttr-cDNA mit einem
6fach Histidinrest am C-Terminus kloniert (siche Vektorkarte Abb. G-7). Der Vektor + Insert
wurde in den E.coli-Zellen SG13009 unter Zugabe von 1 mM IPTG iiberexprimiert (B 2.1.6).
Dies fiihrte leider nicht zum gewiinschten Erfolg. Die Expressionsbedingungen Temperatur,
Dauer und Menge IPTG wurden analog den Versuchen nach Klonierung in den Vektor pQE30
variiert, trotzdem konnte kein iiberexprimiertes Protein weder im 16slichen noch unléslichen

Proteinteil nachgewiesen werden.

Als drittes Bakteriensystem wurde die tr mit den Restriktasen BamHI und X#%ol in den Vektor

pET21d kloniert mit einem 6fach Histidinrest am C-Terminus und einem weiteren T7-tag von

% Die Bakterienlyse erfolgte wie in Kap. B 2.2.2 beschrieben, Lysozym-Triton X-100 steht hier fiir die Standardmethode.
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13 Aminosiuren am N-Terminus (sieche Vektorkarte Abb. G-5). Die Uberexpression erfolgte
unter Induktion mit 1 mM IPTG in den E. coli-Zellen BL21 Codon plus (B 2.1.6). Das Protein
wurde abermals in groBen Mengen gebildet und war unloslich. Von Anderungen der
Expressionsbedingungen wurde abgesehen, da dhnliche Ergebnisse wie im Fall des Vektors

pQE30 erwartet wurden.

M 1 2
kDa [ = - M Markerprotein
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Abb. C-9: Uberexpression von putTR im Vektor pQE30 in E. coli SG13009, SDS-PAGE mit
Coomassie-Féarbung.

Da in Bakterien eine Uberexpression nur als unldsliches Protein mdglich war, wurde das Hefe-
system Pichia pastoris eingesetzt. Es wurde der Vektor pPICZAa (Invitrogen) verwendet,
welcher einen a-Faktor vor der Klonierungsstelle enthélt, der die Ausschleusung des iiberexpri-
mierten Proteins aus der Hefezelle ermdglichen soll (sieche Vektorkarte Abb. G-9). Dadurch
umgeht man den schwierigen Hefeaufschluss, der bei empfindlichen Proteinen, wie den
Tropinonreduktasen, zu Aktivititsverlusten fithren kann. Nach Klonierung und Uberexpression
(siche Kap. B 2.1.8) konnte kein Protein im SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfarbung
nachgewiesen werden. Der Einbau des tr-Gens war per PCR mit isolierter Hefe-DNA als
Template nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Damit war auch dieses System nicht zur

Uberexpression des Proteins geeignet.

In Kooperation mit der Icon Genetics GmbH wurde die tr in ein Vektorsystem kloniert, das auf
der Grundlage des turnip vein-clearing Virus von der Firma entwickelt wurde. Zwei Vektor-
varianten wurden konstruiert. Zum einen wurde die reine kodierende Sequenz der tr, zum
anderen die kodierende Sequenz erweitert durch einen 6fach Histidinrest am C-Terminus in das
Plasmid kloniert (siche Vektorkarte Abb. G-8). Diese beiden Konstrukte plus einem weiteren
Kontrollkonstrukt mit dem griin-fluoreszierenden Protein (GFP) wurden mit Hilfe von
Agrobakterien in Blétter von Nicotiana benthamiana infiltriert (B 2.1.7). Nach einem Zeitraum
von 10 Tagen konnte die Bildung des GFP in den befallenen Bléttern visuell nachgewiesen
werden. Zu diesem Zeitpunkt wurden ebenfalls die mit TR infiltrierten Blétter geerntet. Diese
wurden zunidchst einer Fiitterung mit 1 mM Tropinon (B 2.1.7) liber 48 h unterzogen und
anschlieBend auf akkumulierte Reduktionsprodukte untersucht. Des weiteren wurde das

Gesamtprotein isoliert und ein Enzymassay durchgefiihrt (B 2.2.4). Es konnten weder
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Reduktionsprodukte des Tropinons gemessen werden, noch war ein Umsatz des Tropinons im
Assay nachzuweisen. Dies kann zum einen an nicht gebildetem Protein liegen, oder die
gebildete Menge war so niedrig, dass weder in vivo noch in vitro ein Tropinonumsatz messbar
war. Eine weitere FErklirung wire, dass das isolierte Gen nicht fiir eine aktive

Tropinonreduktase kodiert.

Eine zuséatzliche Kontrolle des Pflanzenexpressionssystems wurde zu einem spéteren Zeitpunkt
mit der PMT aus Nicotiana tabacum durchgefiihrt, die zu nachweisbaren {iberexprimierten

Enzymmengen fiihrte [Sauer, in Vorbereitung].

C 2.3 Isolierung und Anreinigung der nativen TRII

Parallel zur Klonierung des Gens der putativen tr wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Viacheslav
Reva (Universitidt Chisinau, Moldavien) versucht, das aktive TRII-Protein aus Calystegia
sepium Wurzelkulturen zu isolieren. Die Wurzeln wurden nach der Ernte sofort mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren und unter Zusatz von unldslichem PVP gemorsert (B 2.2.6). Der
Zusatz soll die Bindung an Phenole bewirken, die wiederum zur Bindung und Deaktivierung
von Proteinen fithren koénnen. Der sofort zugefiigte Extraktionspuffer enthielt neben 5 mM DTT

auch reduzierende Agentien wie Ascorbat (0,1 g/g FM).

Nach Abzentrifugieren der Zellbestandteile war in diesem Rohextrakt noch keine
Enzymaktivitdt messbar. Dies wurde ebenso bei D. stramonium beobachtet [Portsteffen et al.
1994]. Wir gehen von einer Blockade des Enzyms, evtl. durch ein anderes Protein aus, denn
nach der Konzentrierung mit Sephadex G-50 ist die TRII-Aktivitdt zum Teil, nach der Fillung
mit PEG 6000 vollstédndig messbar (die Wiederfindungsrate wurde an dieser Stelle mit 100%
definiert). Die analog zu Hashimoto [Hashimoto et al. 1992], Portsteffen [Portsteffen et al.
1994] und Driger [Draeger et al. 1994b] angewandte Ammoniumsulfatfillung fiihrte zu einer
kompletten Inaktivierung des Proteins beim Arbeiten mit Proteinmengen von 150-200 mg. Bei
kleinen Gewebemassen und Proteinmengen bis zu 5 mg kann die Ammoniumsulfatfdllung
jedoch angewendet werden [Meier 2001]. PEG 6000 dagegen hat nur eine geringe
denaturierende Wirkung auf Proteine. Deshalb wurde mit einer 60%igen (w/v) PEG-Ldsung das
Protein gefillt (Fraktionen 10-100%) und eine Entsalzung mit HR10/10 angeschlossen. In allen
weiter verwendeten Puffern wurde 0,2 M Saccharose und 25% Glycerol zugefiigt, was zur

Stabilisierung des TRII-Proteins beitrug.

Als nichster Reinigungsschritt folgte eine Anionenaustauschchromatographie mit Q Sepharose,
die quartidre Ammoniumgruppen trigt. Bei pH 7,1 wurde die TRII gut gebunden und mit einem
NaCl-Gradienten von 0-0,25 M eluiert (Abb. C-10). Der pH-Wert des Elutionspuffers liegt um
1-1,5 pH-Einheiten iiber dem vermuteten isoelektrischen Punkt der TRII, bei Solanaceen
gewOhnlich zwischen 5,4 und 5,7. Durch die Reinigung mit diesem Anionenaustauscher wurden
sehr viele Fremdproteine abgetrennt. Es entstand aber auch ein groBer Verlust der spezifischen
Aktivitét (siche Tab. C-6).
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Abb. C-10: Reinigung der TRII mit dem Anionenaustauscher Q Sepharose Fast Flow (1x10 cm). Der
NaCl-Gradient verlief von 0-0,25 M.

Die vereinten, aktiven Fraktionen wurden 2fach mit Startpuffer verdiinnt, um die
Salzkonzentration zu reduzieren und dabei der pH-Wert auf 5,5 eingestellt. Die Proteinlosung
wurde auf eine SP Sepharose-Sdule gegeben, die vorher ebenso mit Puffer auf pH 5,5
vorequilibriert wurde. Die SP Sepharose enthilt Sulphopropylgruppen als funktionelle Gruppen
und stellt damit einen Kationenaustauscher dar. Bei einem pH-Wert von 5,5 bindet die TRII
nicht, sondern erscheint im Durchfluss, wohingegen andere Proteine gebunden und damit
abgetrennt werden. Die Durchflussfraktionen wurden gesammelt, der pH-Wert auf 7,1
eingestellt und erneut auf die Q Sepharose Séule aufgegeben und mit einem NaCl-Gradienten

im Bereich von 0,1-0,3 M eluiert.

Es resultierten die vereinten, aktiven Fraktionen mit einer Gesamtmenge von 28,4 mg Protein
und einer Aktivitit von 431,9 nkat/mg. Die Werte der Reinigungstabelle stellen typische
Ergebnisse einer Reinigung dar. Die Charakterisierung des Enzyms wurde mit einer so

hergestellten Praparation vorgenommen (C 2.4).

Reinigungsschritt | Gesamt- Gesamt- Spezifische Wieder- Reinigungs-

protein mg aktivitat Aktivitat findungs- | faktor
pkat nkat/mg rate

Rohextrakt 180,0 0 0

Sephadex 170,4 19,53 114,6

G-50

PEG 6000-Fallung | 124,0 65,46 527,9 100 1

10-100%

Q Sepharose 35,8 12,81 357,8 19,6 0,67

SP Sepharose + |28,4 12,27 431,9 18,7 0,82

Q Sepharose

Tab. C-6: Reinigungsschema fiir die Isolierung des TRII-Proteins.
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Durch eine anschlieBende Gelfiltration iiber Sephacryl S 200HR konnte das TRII-Protein zwar
sehr gut von weiteren Begleitproteinen abgetrennt werden, war dann aber inaktiv. Die Sdulen
mit Red Sepharose CL-6B und 2’5’ADP Sepharose 4B, beides Affinititschromatographie-
matrices fiir Proteine, die NADP(H) als (Co)Substrat verwenden, fithrten ebenso zu einem

kompletten Aktivitatsverlust.

Bei dieser Proteinreinigung wurde versucht, einen Kompromiss zwischen der Inaktivierung der
sehr instabilen TRII und der Abtrennung der weiteren Proteine zu erhalten. Der sich verklei-
nernde Reinigungsfaktor spiegelt diese Tatsache wieder.

Eine Uberpriifung auf TRI-Aktivitit erfolgte wihrend der gesamten Anreinigung, wurde aber
nicht gefunden. Schon nach der Fallung mit PEG 6000 muss das Enzym inaktiv vorliegen oder
nur in sehr geringen Mengen vorhanden sein, so dass ein Umsatz nicht mehr detektierbar ist.

Die Reinigung der rekombinanten TRI zeigte ebenso grofle Instabilitdt des Enzyms.

M 1 2 3
kDa '
78

43 - .

30 —TRII
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12 -

Abb. C-11: Die angereinigte TRII. SDS-PAGE angeférbt mit Silberreagenz, Spur 1-3: vereinte aktive
Fraktionen nach SP Sepharose + Q Sepharose in unterschiedlichen Mengen (3 ug, 6 pug,
12 pg), M: Markerprotein.

C 2.4 Biochemische Charakterisierung der TRII

Mit der angereinigten TRII-Proteinlosung (vgl. C 2.3) wurde das pH-Optimum des Enzyms, die
Spezifitdt durch Test auf Akzeptanz von Substratanaloga sowie die kinetischen Parameter K,
und Vi.x am pH-Optimum bestimmt. Die Aktivitdt der TRII wurde im photometrischen Assay
iiber die Abnahme der Extinktion bei 330 nm durch den Verbrauch des Cosubstrates NADPH
gemessen (B 2.2.4). Das Reduktionsprodukt des Tropinons wurde per GC und DC ausschlieB3-
lich als Pseudotropin nachgewiesen (Abb. G-12).

Das pH-Optimum wurde in einem Bereich von pH 3,5-9,0 bestimmt (B 2.2.5.3). Bei pH 3,5 war
keine Aktivitdt mehr messbar. Das Optimum liegt bei pH 5,5, wobei im Bereich von 4,5-6,0 nur
ein geringer Aktivititsabfall zu beobachten ist. Diese breite pH-Akzeptanz ist dhnlich zu der der
TRII der Solanaceen [Draeger et al. 1994b; Hashimoto et al. 1992; Portsteffen et al. 1994]. Eine
Riickreaktion, also die Oxidation des Pseudotropins unter Verwendung des Cosubstrates NADP,
fand nicht statt, auch nicht in sehr hohen pH-Bereichen bis pH 10,0.
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Abb. C-12: Bestimmung des pH-Optimums der TRII (B 2.2.5.3). Die Messpunkte sind Mittelwerte
einer 3fach Bestimmung, Standardabweichung in Balken.

Der K,;, und V,,x-Wert wurden fiir Tropinon beim pH-Optimum 5,5 bestimmt. Es wurde in den
Konzentrationen von 0,005-0,5 mM gemessen (B 2.2.5.4). Bei 0,25 mM Substratkonzentration
war V.. erreicht. Es ergab sich ein K,-Wert von 0,07l mM +/- 0,011 und V.x mit
1,31 nkat/ug Protein +/- 0,042. Die katalytische Konstante betrdgt fiir Tropinon 18,45

[nkat/(ug*mM)].

Die Sperzifitit des Enzyms wurde anhand der Akzeptanz verschiedener Substratanaloga
bestimmt. Die Umsetzung erfolgte bei pH 6,4 und einer Substratkonzentration von 5 mM. Die
Ergebnisse wurden mit den bekannten TRII von H. niger, D. stramonium, A. belladonna und S.
tuberosum verglichen (Abb. C-13). Ein Umsatz von 3-Chinuclidinon erfolgte nicht, es wird nur
von den TRI-Enzymen akzeptiert (vgl. Abb. C-4). Die CS-TRII ist mit den Piperidinonen sehr
aktiv, ca. 4-6fach mehr als mit Tropinon. Diese Aktivititserhohung ist doppelt so stark wie die
der anderen TRII der Solanaceen. Die N-freien Ketone werden dhnlich schnell wie Tropinon
umgesetzt. Nortropinon konnte als Substrat leider nicht getestet werden, da es nicht zur

Verfligung stand.
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Abb. C-13: Relative Aktivitdt der CS-TRII mit verschiedenen Substratanaloga, verglichen mit H.
niger [Hashimoto et al. 1992], D. stramonium [Portsteffen 1994], A. belladonna [Draeger et
al. 1994b] und S. tuberosum [Keiner et al. 2002]. Die Messpunkte sind Mittelwerte einer
3fach Bestimmung, Standardabweichung in Balken.
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C 3 Die Calysteginbiosynthese in Calystegia sepium

C 3.1 Akkumulation von Calysteginen in Calystegia sepium

In C. sepium akkumulieren die Calystegine A;, As, B; und B, in allen Pflanzenteilen. Die in
Abb. C-14 dargestellten Werte entstanden in Zusammenarbeit mit Dirk Hoke (Institut fiir
Pharmazeutische Biologie, MLU Halle-Wittenberg) [Scholl et al. 2001b]. Das Calystegin A;
stellt das Hauptalkaloid dar. Calystegin B, akkumuliert durchschnittlich mit 40-50% der Menge
des Calystegin B,. Es wurde ebenso wie Calystegin As, welches mit < 10 pg/g TM zu gering

konzentriert ist fiir eine Quantifizierung, nicht mit erfasst.

Die hochsten Gehalte mit 5,7 mg/g Trockenmasse (Summe aus Calystegin A; + B,) werden in
jungen Keimlingen 4-5 Tage nach der Keimung gemessen (Daten nicht gezeigt). In einer
Woche alten Pflanzenwurzeln ist der Gehalt weiterhin sehr hoch (5,4 mg/g TM) und nimmt mit
zunehmendem Alter der Pflanze ab. Ebenso verhilt es sich mit den gebildeten Blittern: junge
Blatter der Sprossspitze weisen noch 2,3 mg/g TM auf, wohingegen in dlteren Blittern nur noch
durchschnittlich 150 pg/g TM zu finden sind. Die Sprossachse und Bliiten enthalten annéhernd
gleiche Mengen. Der in den Sprossen enthaltene Milchsaft der Ackerzaunwinde wurde getrennt
vom Gewebe aufgefangen und untersucht. Hier wurden nur Spuren von Calystegin A; und B,
gefunden.

In den Wurzelkulturen akkumuliert das gleiche Spektrum an Calysteginen in vergleichbaren
Verhiltnissen. Die Gesamtcalysteginproduktion in den Wurzelkulturen verlauft parallel mit der
Zunahme an Biomasse. Nach 16-18 Tagen akkumulieren maximal 1,5 mg/g TM [Boettcher
1997; Scholl et al. 2001b]. Damit stellt diese In-vitro Kultur eine gute Grundlage fiir
Untersuchungen der Biosynthese dar.
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Abb. C-14: Akkumulation der Calystegine A; und B, in Calystegia sepium Pflanzen. Die Werte sind
Mittelwerte aus 5 unabhingigen Bestimmungen, Standardabweichung ist in Balken angegeben.
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C 3.2 "*'N-Tropinonfiitterung zum Nachweis des Einbaus in Calystegine und
2,7-Dihydroxynortropan

Die Biosynthese der Calystegine liber den Tropanalkaloidweg mit der Verzweigung nach der
Tropinonreduktion in klassische Tropanalkaloide (Hyoscyamin, Scopolamin) und Nortropan-
alkaloide (Calystegine) wurde von Dréger et al. postuliert [Draeger et al. 1994a]. Zum
Nachweis des Einbaus von Metaboliten in einer Biosynthese ist die Fiitterung von markierten
Vorstufen die Methode der Wahl. So wurden '“C-Putrescin an C. sepium Wurzelkulturen
[Goldmann et al. 1990] als auch ’N-Tropinon an 4. belladonna Wurzelkulturen [Draeger et al.
1994a] gefiittert. Die Markierungen wurden in den Calysteginen wiedergefunden.

"N-Tropinon wurde zum eindeutigen Nachweis des Einbaus in die Calystegine iiber die Stufe
des Pseudotropins an C. sepium Wurzelkulturen in einer Konzentration von 0,5 mM gefiittert.
Die Ernte erfolgte nach 2, 4 und 6 Tagen. Der qualitative und quantitative Nachweis erfolgte
sowohl gaschromatographisch mit Massenspektroskopie (B 2.3.8) als auch per NMR (B 2.3.10).

C3.2.1 Massenspektroskopische Untersuchungen

Die gereinigten, getrockneten Extrakte wurden mit Trimethylsilylgruppen zur gaschromato-
graphischen Analyse derivatisiert (B 2.3.1). Der Einbau von "N wurde in den reprisentativen
Fragmenten von Calystegin Az, B; und B, und in dem Molekularion von Pseudotropin und
2,7-Dihydroxynortropan quantitativ verfolgt (Abb. C-15).

Markiertes Pseudotropin war anhand des Molekularions m/z 213+1 (derivatisiert mit TMSi) zu
detektieren. Durch die zugefiitterte Menge an Tropinon war eine Differenzierung zu putativ
vorliegendem Pseudotropin nicht mdglich. Es wurde eine quantitative Zunahme von Erntetag 2
zu 4 beobachtet, die sich zum Tag 6 nicht steigerte. '*N-markiertes Tropin konnte nicht
detektiert werden.

Das stickstofthaltige Hauptfragment von Calystegin A; (156) war nach 6 Tagen fast vollstindig
durch das m/z +1-Fragment (157) ersetzt. Fiir Calystegin B, wurde die Zunahme im Fragment
m/z 244+1 im Verhiltnis zum Fragment m/z 244 gemessen. Das Hauptfragment aus Calystegin
B, (m/z 217, (CH);-(O-TMSi)," [Draeger 1995]) enthilt keinen Stickstoff, deshalb wurde das
Fragment m/z 156/157 analysiert (Fragmentierung siehe Tab. B-6). Der Anstieg der Markierung
in beiden B-Calysteginen ist vergleichbar. Das Verhéltnis von markiertem zu unmarkiertem
Fragment in Calystegin A; erhoht sich schneller als bei den B-Calysteginen, welches den

Hinweis gibt, dass A-Calystegine vor B-Calysteginen gebildet werden konnten.

Der Einbau des '"N-Tropinons in 2,7-Dihydroxynortropan wird durch die Erhohung des
Molekularions +1 deutlich. Die Markierung innerhalb des Molekiils deutet den Ursprung dieser
Verbindung aus dem Tropanstoffwechsel an. Mehrere biosynthetische Zwischenschritte miissen
vom Tropinon ausgehend erfolgen, da die fiir Tropanalkaloide typische Hydroxylgruppe in
Position 3 fehlt.
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Abb. C-15: Einbau von "N-Tropinon in die Calystegine As, B, B, und in 2,7-Dihydroxynortropan.
Die Messpunkte sind Mittelwerte einer 3fach Bestimmung, Standardabweichung in Balken.

Fiir die in Tab. B-6 aufgefiihrten Fragmente des derivatisierten 2,7-Dihydroxynortropans sind in

Abb. C-16 mogliche Erklarungen der entstandenen Molekiilbruchstiicke aufgezeigt.
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Abb. C-16: Vorgeschlagene Fragmentierung von 2,7-Dihydroxynortropan nach Silylierung, analysiert
mit GC-MS (Programm 2, sieche B 2.3.8), TMSi: Trimethylsilylgruppen.
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C3.22 NMR

Als Grundlage fiir die Messungen zum Nachweis des Einbaus des markierten Stickstoffs musste
die chemische Verschiebung von "N der Calystegine und derer biosynthetischer Vorstufen
ermittelt werden. Die Daten von Calystegin B, (8 -298.6) und Pseudotropin (0 -304.6) wurden
mit eindimensionaler "N NMR gegen die Referenzen K'°NO; (8 0.0) und GABA (8 -343.2) als
internem Standard gemessen. Mit "N HMBC-Messungen und [°N]-GABA als internem
Standard wurden diese Daten bestitigt. Die recht geringe Sensitivitit von "N NMR-
Spektroskopie mit einem natiirlichen Vorkommen von "N mit 0,37% bedingte eine hohe
Menge an unmarkierten Standardsubstanzen. Da Calystegin A; nicht in diesen Mengen zur
Verfiigung stand, wurde es aus '*N-angereicherten Wurzelkulturen, die nur mit K'°NOs als
einziger Stickstoffquelle gewachsen waren, isoliert (B 2.3.10.2). Das resultierende [°N]-
Calystegin A; war zu 98% markiert, was mit GC-MS-Messungen Uberpriift wurde. Die
chemische Verschiebung des '°N von Calystegin As; betrug -294.3.

Die "N-Resonanz der Calystegine war stark pH-abhingig, besonders in neutraler und leicht
alkalischer Losung und variierte abhingig von der Gesamtzusammensetzung des Proben-
materials. Verschiedene chemische Verschiebungen wurden unter normalen Bedingungen in
D,0 gemessen, die sich bei einem pH-Wert < 5 stabilisierten. In diesem Bereich liegen die
Calystegine am Stickstoff protoniert vor. Hierzu wurde 1 M Phosphatpuffer (H,O/D,0O 90:10)
pH 4,0 verwendet.

Die getrockneten Wurzelextrakte der '*N-Tropinonfiitterung wurden unter diesen Bedingungen
mit eindimensionaler "N-NMR vermessen (Abb. C-17). Drei eindeutige Signale wurden in der
relevanten Region des ’N-Spektrums der Wurzelextrakte nach zweitdgiger Fiitterung gemessen,
welche den Calysteginen Aj (0 -294.3), B, (0 -298.6) und Pseudotropin (& -304.6) im Vergleich
zu den Referenzen zugeordnet werden konnten. Die ndhere Betrachtung des B,-Peaks ergab
eine weitere Resonanz (0 -298.7), die Calystegin B; zugeordnet wurde. Diese Zuordnung
erfolgte auf der gemessenen Verschiebung, dem Verhiltnis der Peakflichen von B, zu By im
Vergleich zu GC-MS-Messungen und spiteren '"N-gsHMBC-Experimenten. Alle Extrakte
zeigten ein zusétzliches schwaches Signal bei & -313.5 und weitere kleine Signale, die nur
unregelmifig zu detektieren waren. Dies konnten weitere Intermediate der Biosynthese als auch
Abbauprodukte sein. Das schwache Signal neben Calystegin A; bei & -294.3 koénnte von
Calystegin As stammen. Dieses war in allen Extrakten per GC-MS nachweisbar, jedoch zu
gering konzentriert, um in gsHMBC-Experimenten nachweisbar zu sein.

Die Messungen der Extrakte nach vier- und sechstégiger Fiitterung zeigten eine Zunahme der
Signalstirke (verglichen zum internen Standard ['°N] y-GABA, & -243.2 pg), lassen aber keine
Ableitung des kinetischen Verlaufs der Biosynthese zu.

Die eindeutige Abstammung des Pseudotropins und der Calystegine aus '’N-Tropinon wurde

mit diesen Messungen nachgewiesen.
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Abb. C-17: "'N NMR Teilspektren der Extrakte der Wurzelkulturen von C. sepium erhalten nach (D)
2, (E) 4 und (F) 6 Tagen nach Zugabe von "*N-Tropinon. Spektrum (A) Pseudotropin, (B)
Calystegin B, und (C) Calystegin A3 wurden als Standards vermessen. Die vergroferte
Region bei D-F zeigt die zum Teil getrennten Calystegine B, und B,.
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C 3.3 Kinetischer Verlauf der Biosynthese

Mit dem Ziel, Calystegin A; mit "N zu markieren und in groBeren Mengen als Standard zur
Verfiigung zu stellen, wurden Wurzelkulturen auf Medien herangezogen, die K'°NO; als einzige
Stickstoffquelle enthielten (B 1.1). Das Wurzelwachstum als auch die Sekundarstoffproduktion
wurde davon nicht beeintrichtigt. Der hohe und reproduzierbare Einbau von "N erméglichte
eine kinetische Betrachtung der Bildung der einzelnen Calystegine. Dazu wuchsen Wurzel-
kulturen 14 Tage auf B5-Medium mit K'’NOs. Danach wurden diese auf normales B5-Medium
mit "*N-Nitrat tiberfiihrt und fiir 0.5, 1, 2, 3, 6 und 9 Tage kultiviert.

Die Calysteginmenge erhdhte sich in diesem Zeitraum ebenso wie die Frischmasse. Fiir jedes
Calystegin wurde zu jedem Zeitpunkt das Verhdltnis von markiertem zu unmarkiertem
typischen Fragment mit GC-MS bestimmt (B 2.3.8.1). Auf diesem Verhéltnis basierend wurde
die Menge an neu gebildetem Calystegin nach Umsetzen auf '“N-Medium berechnet (Abb.
C-18). Fiir Calystegin As und 2,7-Dihydroxynortropan waren die akkumulierten Mengen zu
klein, um signifikante Daten der einzelnen Fragmente zu liefern.

25
—e—Cal. A3
20 -|_ —m—Cal. B1 ||
—A— Cal. B2
15 -

Calystegine in pg/h/g TM

10

Tage

Abb. C-18: Der kinetische Verlauf der Bildung der einzelnen Calystegine nach Umsetzung komplett
'SN-markierter Wurzelkulturen auf "*N-Medium. Die danach gebildete Menge an Calystegin
wurde auf die Zeit (h) und Trockenmasse bezogen. Die Messpunkte sind Mittelwerte einer
4-6fach Bestimmung, Standardabweichung in Balken.

12 Stunden nach Umsetzung konnten noch keine unmarkierten Calystegine nachgewiesen
werden. Ein mdglicher Grund dafiir ist, dass die Vorstufen, z.B. Ornithin oder Putrescin,
weiterhin aus bestehenden, komplett gelabelten Pools zur Verfiigung gestellt werden. Weiterhin
ist eine Adaptionsphase an das neue Medium vorstellbar, wodurch die Sekundarstoffproduktion
erniedrigt ist. Die nachfolgende Bildung unmarkierter Molekiile verlauft parallel fiir alle
Calystegine. Calystegin Aj; steigt nach 24 und 48 h stirker an, ist aber auch das mengenméfBig
am meisten synthetisierte Calystegin. Die totale Menge an ungelabelten Calysteginen

iiberschreitet auch nach 9 Tagen 75% nicht, die vor dem Umsetzen gebildeten Calystegine sind
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weiterhin in den Wurzeln gespeichert. Das weist darauf hin, dass die Calystegine wihrend des
gesamten Wurzelwachstums weder ausgeschieden noch abgebaut werden.

Diese Daten wurden mit NMR-Messungen bestitigt. Die '"N-NMR-Spektren der komplett
markierten Extrakte zeigen die Signale von Calystegin A, By, und B, (Abb. C-19). Das Signal
von Pseudotropin war schwer detektierbar und bewegte sich an der Nachweisgrenze. Das 143t
auf eine geringe Akkumulation schlieen. Dieses Spektrum zeigt sehr deutlich die
Akkumulation von N-haltigen Komponenten innerhalb einer normal gewachsenen Wurzelkultur
ohne den FEinfluss eines zugefiitteren Metaboliten. Weitere Signale, die von unbekannten
Intermediaten der Biosynthese stammen konnten, werden nicht nachgewiesen. Dies deutet auf
einen sehr schnellen Umsatz des Pseudotropins und dessen Intermediate hin.

a-N von Aminosduren
\ I

Cal. B2

Cal. A3 15 X
Cal. B; N y-Amino-

buttersdure

(Standard)

Pseudotropin  2,7-Dihydroxynortropan

i

-300 -310 -320 -330 -340  ppm

Abb. C-19: "N NMR Teilspektrum eines Extraktes einer auf 'N-Nitrat gewachsenen C. sepium
Wurzelkultur. VergroBerte Bereiche zeigen die Signale von Calystegin B; und B,,
Pseudotropin (Linienverbreiterung 5 Hz) und ""N-GABA, welches als interner Standard
verwendet wurde.

Die "N-Signale groBer & —333 stammen von O-Aminogruppen von Aminosduren und dem
internen Standard [°N]-GABA. Dies wurde bereits in Datura stramonium Wurzelkulturen
gemessen [Ford et al. 1994]. Das Signal bei 0 -313.5 wurde erneut detektiert (siche C 3.2.2).
Zur Uberpriifung, ob es sich um 2,7-Dihydroxynortropan handelt, wurden '“N-enthaltende
Wurzelkulturen mit Kationenaustauscherchromatographie angereinigt (B 2.3.1). Diese
konzentrierten Extrakte wurden mit "N-HMBC-Experimenten (heteronuclear multiple bond
correlation) untersucht. Die von Asano [Asano et al. 1995; Asano et al. 2001b] publizierten
'H-NMR-Daten von Calysteginen und anderen Nortropanmetaboliten wurden mit den “N-
Resonanzwerten in dem 2D-Spektrum verglichen (Abb. C-20). Das 'H-NMR-Spektrum des 2,7-
Dihydroxynortropan zeichnet sich durch ein stark tieffeld-verschobenes Proton am C7 aus (din
4,45, [Asano et al. 2001b]). Die anderen Calystegine haben Protonen im Bereich bis zu &, 4,11
[Asano et al. 1995]. Die "H-""N-Korrelation mit & 4.45 (H-7) und 2.25 (H-6endo) bestitigte
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das Signal als 2,7-Dihydroxynortropan. Gleichzeitig konnte Calystegin B, durch die Signale H-
6 (0 4.18) und H-7endo (0 2.62) (0 4.11 und & 2.52 in Asano et al., 2001) mit sy —298.7
bestitigt werden. Kleine Abweichungen in der chemischen Verschiebung (Ad von 0.1 ppm)
zwischen bereits publizierten und hier gemessenen Daten entstehen durch pH- und Losungs-
mitteleinfliisse. Der Nachweis der Messungen der Calystegine A; und B, im eindimensionalen
N NMR-Spektrum wurden mit den 'H-'"N Kreuzsignalen im zweidimensionalen NMR-

Spektrum bestétigt.
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N @ @0 0 0 nortropane
RN
-310 H-7 H-6 L
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Abb. C-20: "N-HMBC-Teilspektrum eines Extraktes von Wurzelkulturen von Calystegia sepium
(gewachsen auf '*N-Nitrat). Die Calystegine As, By, B, and 2,7-Dihydroxynortropan
wurden identifiziert durch "H-"’N-Korrelationen.

C 4 Die Intermediate der Biosynthese

C 4.1 Die Tropinonreduktion bei zusétzlicher Applikation von Tropinon

Mit Fiitterungsversuchen von Tropinon an oberirdische Pflanzenteile von Calystegia sepium
und deren Wurzelkulturen sollte untersucht werden, in welchen Organen die Tropinonreduktion
ablduft und welche Reaktionsprodukte akkumulieren. Es wurde Tropinon in den Konzentra-
tionen 1 mM und 5 mM iiber 48 h verabreicht (siche B 2.3.5). Die Proben wurden extrahiert
(siche B 2.3.2) und per DC und GC analysiert (B 2.3.7, B 2.3.9). Unerwartet akkumulierte
Tropin neben Pseudotropin, auch wenn dies zeitverzdgert oder erst nach hoheren Gaben von
Tropinon der Fall war. In den Wurzelkulturen, der Sprossachse und den jungen Bléttern der
Pflanzen war nach 24 h und 48 h Pseudotropin in deutlich erhdhten Konzentrationen (mind.
10fach) zur Kontrolle zu detektieren. Tropin erhohte sich ebenfalls in den Sprossachsen und
jungen Bléttern nach 48 h, in Wurzelkulturen allerdings erst bei Zugabe von 5 mM Tropinon.

Das Verhiéltnis von gebildetem Pseudotropin zum Tropin lag durchschnittlich bei 15:1.



C Ergebnisse 67

C 4.2 Akkumulation von Metaboliten in verschiedenen Pflanzenteilen

Nach dem Nachweis der Tropinbildung sowohl in oberirdischen Pflanzenteilen als auch
Wurzelkulturen von Calystegia sepium sollte die Metabolitenakkumulation von Tropinon,
Tropin und Pseudotropin in allen Geweben bestimmt werden (B 2.3.2, B 2.3.7). Die Ergebnisse
sind in Abb. C-21 dargestellt. Sowohl Tropin als auch Pseudotropin akkumulieren in oberir-
dischen Geweben in vergleichbaren Mengen. In der Wurzelkultur kann 3 mal soviel Pseudo-

tropin wie Tropin nachgewiesen werden.

In den Wurzelkulturen akkumulieren im Alter von 7 Tagen ca. 750 ug Tropin/g TM [Meier
2001], wohingegen Pseudotropin nicht erhoht ist (Werte 7 Tage alter Wurzelkulturen sind nicht
im dargestellten Mittelwert enthalten). Diese Beobachtung korreliert mit Messwerten der TRI-
Aktivitit in D. stramonium. 3-5 Tage alte Wurzeln zeigen hier eine erhdhte Aktivitét gegentiber
14 Tage alten Wurzeln [Portsteffen et al. 1994].

Zusitzlich akkumuliert in den Wurzelkulturen 2,7-Dihydroxynortropan (vgl. C 3.2), von dem
noch nicht bekannt ist, ob es eher ein Metabolit bei der Calysteginbildung oder deren Abbau-
produkt ist. Die nachweisbaren Mengen sind mit denen des Calystegin As vergleichbar
(< 10 pg/g TM) und damit nicht reproduzierbar zu quantifizieren.

350
W Tropinon
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250 -
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100 -
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Abb. C-21: Akkumulation der Metabolite Tropinon, Tropin und Pseudotropin in Calystegia sepium
Pflanzen und Wurzelkulturen. Die Werte sind Mittelwerte aus 3-4 unabhéngigen
Bestimmungen, die Werte der Wurzelkulturen stammen aus unterschiedlichen Altersstufen
(n=8-10), Standardabweichungen sind in Balken angegeben.
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C 4.3 Norpseudotropin als weiterer Metabolit der Biosynthese

Bei der Biosynthese der Calystegine iiber Pseudotropin miissen zwei wichtige Schritte erfolgen:
zum einen die Demethylierung des Stickstoffs, zum anderen die einzelnen Hydroxylierungen
am Ringgeriist. Die Reihenfolge dieser Schritte ist bislang unbekannt. Zum Auffinden
unbekannter Intermediate sind Fiitterungen der Vorstufen die Methode der Wahl. Im Idealfall
sind die Vorstufen markiert und ermoglichen somit eine eindeutige Detektion der Herkunft des

gebildeten Biosynthesemetaboliten.

Uber Fiitterung von *H-markiertem Pseudotropin sollte der nichste Biosyntheseschritt bei der
Bildung der Calystegine aufgekldrt werden. Des weiteren erfolgte eine reverse Fiitterung von

unmarkiertem Pseudotropin an komplett '°N-markierte Wurzelkulturen.

C4.3.1 3H-Markierung von Pseudotropin

*H-Pseudotropin wurde auf enzymatischem Weg aus Tropinon hergestellt. Dazu wurde aus
1-’H-Glucose mit Hilfe von Hexokinase und ATP 1-’H-Glucose-6-phosphat gebildet, das
wiederum als Substrat fiir eine Glucose-6-phosphatdehydrogenase diente. Damit wurde NADP
protoniert, welches das Cosubstrat der Tropinonreduktase Il darstellt. Hier wurde die
iiberexprimierte und angereinigte TRII aus S. tuberosum verwendet [Keiner et al. 2002]. Bei der
Reduktion des Tropinons entstand Pseudotropin, welches das tritiierte Proton in 3 axialer
Position enthielt (Abb. C-22A).

Das gebildete NADPH muss das Tritium in S-Konfiguration enthalten, da die Tropinon-
reduktasen zum Typ B der Oxidoreduktasen gehoren [Hashimoto et al. 1992]. Glucose-6-phos-
phatdehydrogenasen (EC 1.1.1.49) sind B-stereospezifische Enzyme [You et al. 1978], die das
Proton in S-Konfiguration auf NADP iibertragen. Hier wurde die Glucose-6-phosphat-
dehydrogenase aus Leuconostoc mesenteroides verwendet. Alle 3 Reaktionen konnten in einem
Ansatz bei einem pH von 7,0 durchgefiihrt werden (Anndherung an pH-Optima von Hexokinase
7,6, Glucose-6-phosphatdehydrogenase 7,8 und ST-TRII 5,0 [80% Aktivitit bei pH 7,0]).
Storende Glucose aus den Bakterien, die zur rekombinanten Expression der TRII genutzt
wurden, musste entfernt werden. Durch die Ammoniumsulfatfillung des Proteins wurden diese
als auch Glucose-6-phosphat abgetrennt. In Vorversuchen wurden Ausbeuten an gebildetem

Pseudotropin zwischen 74% und 96% erreicht, bezogen auf eingesetzte Mol Glucose.
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A Einfiihrung von 3H in Pseudotropin B
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Abb. C-22A: Schema zur enzymatischen Gewinnung von *H-Pseudotropin, B: DC mit Extrakten von
Waurzelkulturen, die mit *H-Pseudotropin fiir 24 h (Spur 1), 48 h (Spur2) und 72 h (Spur 3)
gefiittert wurden. In jeder Spur sind die Extraktmengen entsprechend 20000 cpm
aufgetragen. In Spur 1 wurde *H-Pseudotropin anhand seines R-Wertes von 0,63
nachgewiesen. Spur 2 und 3 zeigen die Uberladung der DC, was zu keiner Trennung fiihrte.
Die Detektion erfolgte durch Besprithen mit Enhance Spray NEF-970G und Auflegen eines
Rontgenfilms fiir 4 Monate bei —80°C.

Das so gebildete, tritiierte Pseudotropin wurde per DC gereinigt, ausgekratzt und an 20 Tage
alte Wurzelkulturen fiir 12, 24, 48 und 72 h appliziert. Die eingesetzte Glucosemenge betrug
30x 10°cpm (0 22,7 uCi = 100%). Die Ausbeute an gebildetem und aus dem Kieselgel
eluiertem Pseudotropin lag zwischen 17% und 35%. Die parallel dazu durchgefiihrten
untritiierten Kontrollen erbrachten Ausbeuten von bis zu 97%. Eine Diskriminierung der
tritiierten Substrate durch die beteiligten Enzyme Hexokinase, Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase und TRII wére denkbar [Maitra et al. 1974; Plaut et al. 1970].

Bei der Extraktion der Calysteginbiosynthese-Intermediate ergaben pH-Verdnderungen + 2 pH-
Einheiten einen Austausch des Tritiums gegen Wasserstoff. Somit war aufler einer
methanolisch-wifirigen Extraktion im Neutralen keine weitere Reinigung des erhaltenen
Extraktes moglich. Auch Festphasenextraktion (iiber Extrelut B 2.3.2) fiihrte zum vollstindigen
Verlust des Labels. Der so erhaltene, stark eingeengte wissrige Extrakt erschwerte das
Auftragen auf DC-Platten. Die mit automatischer Mehrfachentwicklung (siche C 4.3.2)
erhaltenen Diinnschichtchromatogramme wurden mit dem Scanner Linear Analyzer ausgewertet
(B 2.3.4). Ferner wurden sie nach Besprithen mit Enhance Spray NEF-970G mehrere Monate
bei -80°C auf einen Rontgenfilm exponiert. Es konnte in beiden Fillen nur das gelabelte
Pseudotropin anhand seines R~Wertes (=0,63, siche C 4.3.2) nachgewiesen werden (Abb.
C-22B). Mit der Auswertung auf Rontgenfilm wurde ein Schatten unterhalb des Pseudotropins
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detektiert mit einem R~Wert von ca. 0,52, welcher vom Calystegin A; (R=0,52) oder
Norpseudotropin (R¢1,5) stammen konnte.

C4.3.2 Entwicklung eines AMD-Verfahrens

Die Diinnschichtchromatographie ist fiir die Analyse radioaktiv markierter Metabolite oder
Extrakte ein geeignetes Verfahren. Da mit dem herkémmlichen Verfahren der einmaligen
Entwicklung einer DC-Platte nur eine ungeniigende Trennung der Intermediate der Calystegin-

biosynthese moglich war, wurde nach einer Verbesserung der Methode gesucht.

Mit Hilfe der automatischen Mehrfachentwicklung (automated multiple development, AMD)
wurden zwei Methoden zur Trennung der Metabolite als auch der Calystegine innerhalb ihrer
Gruppen entwickelt. Methode A dient der besseren Trennung der Intermediate Tropinon,
Tropin, Pseudotropin und Nortropin. Auch Calystegine werden hier bereits teilweise
aufgetrennt. Methode B wurde zur Auftrennung der einzelnen Calystegine nach ihrem Hydroxy-
lierungsgrad entwickelt. Damit wird ein schnelles Screening unbekannter Extrakte auf

Calystegine moglich.

Bei der Optimierung einer AMD-Methode haben die Art und Mischung der Losungsmittel, das
Material und die Schichtdicke der DC-Platten, die Zahl der Entwicklungsschritte, die Trock-
nungszeit zwischen den einzelnen Entwicklungsschritten und die Vorkonditionierung der DC-
Platten einen Einfluss. Fiir die Entwicklung der Methoden wurden DC-Platten einer Schicht-
dicke von 250 um (10 x 20 cm, Glas) verwendet.

Ausgehend von der einfachen DC-Entwicklung zur Trennung von Tropinon und der Tropanole
mit dem Ldsungsmittelgemisch Methanol/Chloroform/Ammoniak [Keiner et al. 2000] wurden
diese Losungsmittel innerhalb eines Gradienten iiber 11 Schritte kombiniert (Abb. C-23A,
Vergleich der einfachen Entwicklung mit der AMD-Methode siche Anhang G 11). Weiterhin
wurden n-Hexan, Ethylacetat und Acetonitril getestet, erbrachten aber keine Verbesserung.
Einen wichtigen Einfluss auf die Trennung hat die Vorkonditionierung der DC-Platten mit 9 M
Ammoniak. Dazu wird die zugefiihrte Gasphase (komprimierte Luft) fiir 6 sec durch eine
Flasche mit Ammoniak geleitet, noch bevor die mobile Phase zugegeben wird. Bei geringeren
Ammoniakkonzentrationen wurde eine Bandenverbreiterung und eine verschlechterte Trennung
beobachtet. Bei hoheren Konzentrationen resultierten insgesamt hohere Re-Werte bei
schlechterer Trennung. Die Trocknungszeit zwischen den einzelnen Entwicklungsschritten
betrdgt 2 min. Mit dieser Methode werden weiterhin die Calystegine As, As, By, B,, B, B4, Cy,
2,7-Dihydroxynortropan und 2,3-Dihydroxynortropan aufgetrennt (Tab. C-7). Calystegine
zeigen generell niedrigere R-Werte als die Tropane. Eine gemeinsame Detektion ist nicht
moglich, Tropane werden mit Dragendorff’s Reagenz var. Munier [Baerheim Svendsen et al.
1983], Calystegine mit einer Silberfarbung nachgewiesen ([Draeger 1995], B 2.3.9.3). Durch
Mehrfachauftragung und Trennung der entwickelten DC-Platten ist eine parallele Detektion
moglich. Beide Reagenzien sind nur schwach sensitiv fiir Dihydroxynortropane. Chlortoluidin-

Reagenz ist sehr sensitiv fiir alle sekundidren Amine und weist diese sehr gut nach. Der Nachteil
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besteht darin, dass viele Aminosiduren damit reagieren und somit falsch-positive Ergebnisse
entstehen konnen.

Die Nachweisgrenzen fiir Dragendorff’s Reagenz liegen fiir Tropinon bei 1 pg, fiir Tropin,
Pseudotropin und Nortropin bei 0,5 pug. Mit Chlortoluidin liegt die Nachweisgrenze fiir
Nortropin bei 50 ng, fiir Calystegine bei 100 ng. Mit dem Silberreagenz werden trihydroxylierte
Calystegine bis 400 ng, tetra- und pentahydroxylierte Calystegine bis 200 ng nachgewiesen.
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Abb. C-23: AMD-Methoden A: Trennung von Tropinon, Tropanolen und Calysteginen, B. Trennung
von Calysteginen und Dihydroxynortropanen. Die Gradientenprofile der mobilen Phase und
die Laufhdhe jedes Entwicklungsschrittes sind dargestellt.

Methode A Methode B
Ri-Werte | sq Ri-Werte | sq
Tropinon 0,84 0,027
Pseudotropin 0,63 0,029
Tropin 0,53 0,034
Nortropin 0,39 0,059
2,7-Dihydroxynortropan 0,62 0,033 0,79 0,041
2,3-Dihydroxynortropan 0,57 0,043 0,69 0,058
Cal. A3 0,52 0,030 0,57 0,044
Cal. As 0,55 0,029 0,63 0,033
Cal. B; 0,40 0,026 0,46 0,032
Cal. B, 0,35 0,025 0,39 0,031
Cal. Bs 0,36 0,008 0,40 0,037
Cal. B4 0,38 0,026 0,41 0,040
Cal. C; 0,24 0,022 0,27 0,018

Tab. C-7: R-Werte fiir Calystegine und deren putativen Precursoren; n=6.

Bei der Methode B wurden spezielle Bedingungen fiir eine bessere Trennung der Calystegine
zusammen mit den Dihydroxynortropanen entwickelt (Beispiel einer Anwendung siche Anhang
G 10). Als mobile Phase kommen hier Methanol, Ethanol und n-Propanol in einem Gradienten
iiber 15 Schritte zum Einsatz (Abb. C-23B). Ein Gemisch von Propanol/Ethanol/Wasser (4:1:1,

einfache Entwicklung) fiihrt zu einer teilweisen Trennung der Calystegine, die R-Werte sind
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sehr niedrig (Rf 0,05-0,3) [Asano et al. 1994b]. Die Vorkonditionierung erfolgt mit 14 M
Ammoniak. Fiir Schritt 1-7 bei Verwendung eines Methanol-Ethanol-Gemisches sind 2 min
Trocknungszeit ausreichend, mit steigenden Propanolkonzentrationen erhoht sich die

Trocknungszeit auf 3 min. Die gesamte Entwicklung verlduft damit in 280 min.

Die Methoden sind auf Kieselgel 60 HPTLC-Platten (Fs4, 200 um Schichtdicke, 10 x 20 cm,
Glas) iibertragbar. Vorkonditionierungsbedingungen und Trocknungszeiten miissen wegen der

diinneren Schichtdicke angepasst werden.

C4.3.3 Der Nachweis der Norpseudotropinbildung

Bei der Charakterisierung der Calystegia sepium Wurzelkultur auf deren Intermediat-
akkumulation auf verschiedenen Néhrmedien wurde in Zusammenarbeit mit Anna-Carolin
Meier ein unbekannter Peak bei der Quantifizierung mittels GC (B 2.3.7) festgestellt. Weitere
Untersuchungen wurden mit GC-MS angeschlossen. Der gefundene Metabolit fragmentierte
identisch zum Nortropin (Abb. C-24), hatte aber eine Retentionszeit von 7,903 min, d.h.
0,41 min nach Nortropin (vgl. B 2.3.7). Es konnte sich nur um Norpseudotropin handeln, da
dieses das gleiche Fragmentierungsmuster zeigt. Folgende Fragmente entstanden: 68 (100), 82
(58), 69 (34), 56 (25), 54 (19), 110 (17), 99 (16), 127 (2), in Klammern ist die relative

Signalstérke angegeben.

Norpseudotropin akkumulierte in Wurzeln im Alter von 14-35 Tagen sowohl auf einfachem B5-
Medium als auch auf verindertem B5-Medium (5% Saccharose, 2 Mineralien, vgl. B 1.1).
Diese Untersuchungen wurden zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt. Wurzeln wurden im
Alter von 7, 14, 21, 28 und 35 Tagen geerntet und auf ihre Intermediatakkumulation untersucht
(B 2.3.2). Zu diesem verdnderten Zeitpunkt akkumulierte Norpseudotropin nur in den Wurzeln
im Alter von 21 und 28 Tagen, die auf dem Medium mit erh6htem Zuckergehalt gewachsen
waren. Durchschnittliche Mengen (n=5) lagen bei 17,2 pg/g FM (21 Tage) und 14,5 pg/g FM
(28 Tage).

Zum Nachweis der Bildung von Norpseudotropin aus Pseudotropin wurden Wurzelkulturen mit
"N markiert, indem sie auf B5-Medium mit K'°NOs als einziger Stickstoffquelle wuchsen (B
1.1). Im Alter von 14 Tagen wurde '*N-Pseudotropin in der Konzentration 1 mM zugesetzt. Den
Kontrollwurzeln wurde 1 mM NaCl appliziert. Die Emte erfolgte nach 24, 48 und 96 Stunden.
Die Proben wurden wie unter B 2.3.2 beschrieben extrahiert und mit GC-MS analysiert (B
2.3.8). Pseudotropin wurde gut von den Wurzeln aufgenommen und akkumulierte in groBen
Mengen. Norpseudotropin war nur in einzelnen Proben nach 96 h Fiitterung von Pseudotropin
in geringen Mengen zu detektieren. Die gesamten N-haltigen Fragmente zeigten keinen m+1-

Effekt, was auf eine direkte Umsetzung aus dem zugefiitterten Pseudotropin schlieSen lésst.
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Abb. C-24A: GC-MS-Spektrum einer 21 Tage alten C. sepium Wurzelkultur, gewachsen auf B5-
Medium mit 5% Saccharose und %2 Mineralien (B 1.1), B: Fragmentierungsmuster von
Norpseudotropin (Retentionszeit 7,903 min).

C4.3.4 Hemm- und Induktionsversuche von Cytochrom P450 abhingigen

Monooxygenasen

Welches Enzym katalysiert die Demethylierung am Stickstoff des Pseudotropins zum
Norpseudotropin?

Eine groBe Enzymgruppe kommt in Frage: die Cytochrom P450 abhingigen Monooxygenasen.
Durch Hemmung und Induktion dieser Enzymgruppe sollte an den Wurzelkulturen untersucht
werden, ob sowohl die Calysteginbiosynthese als auch die akkumulierende Intermediatmenge
beeinflusst werden kann. Damit sollten Riickschliisse auf die Beteiligung von Cytochrom P450

abhéngigen Monooxygenasen geschlossen werden.

Als Hemmstoffe wurden die Imidazole Miconazol und Bifonazol als auch Tetcyclacis, ein
Norbornandiazetin-Derivat, eingesetzt (B 2.3.6). Mit Miconazol und Bifonazol wurden keine
signifikanten Unterschiede im Calystegingehalt und im Muster der akkumulierten Intermediate
festgestellt.
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Die Gesamtcalysteginmenge der Tetcyclacis behandelten Wurzeln reduzierte sich signifikant
um 60-80%. Die akkumulierte Pseudotropinmenge verringerte sich ebenfalls um
durchschnittlich 30%. Allerdings stagnierte die Zunahme der sonst iiblichen Frischmassen bei
den Tetcyclacis behandelten Wurzeln. Norpseudotropin wurde in beiden Gruppen nicht
detektiert (Daten nicht gezeigt).

Zur Induktion von Cytochrom P450 abhidngigen Monooxygenasen wurde Phenobarbital als
Vertreter der Barbiturate eingesetzt. Wie von Haider et al. und Contin et al. gezeigt, ist Pheno-
barbital ein starker Induktor von Cytochrom P450 abhingigen Monooxygenasen [Contin et al.
1999; Haider et al. 1997]. Nach einer 6tdgigen Applikation in einer Konzentration von 1 mM

wurden keine Verdnderungen im Calystegingehalt detektiert (Daten nicht gezeigt).
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D Diskussion

D 1 Die Tropinonreduktasen

D 1.1 Die Tropinonreduktion in der Pflanze und den Wurzelkulturen

Die Reduktion des Tropinons stellt einen Verzweigungspunkt in der Tropan- und Nortropan-
biosynthese dar, an dem stereospezifisch die beiden Tropanole Tropin (3a-Hydroxylgruppe)
und Pseudotropin (3B3-Hydroxylgruppe) gebildet werden.

Obwohl in C. sepium bisher keine klassischen Tropanalkaloide nachweisbar sind, weist die
Akkumulation von Tropin neben Pseudotropin auf das Vorhandensein beider Tropinon-
reduktasen hin. In Fiitterungsversuchen mit Tropinon an Sprossachsen, junge Blatter und
Wurzelkulturen konnte gezeigt werden, dass die Reduktion zu beiden Tropanolen ablauft (C
4.1). Der Umsatz zum Pseudotropin ist deutlich starker (15fach). Die Tropinbildung tritt zeitlich
verzogert oder nach Applikation von hohen Mengen Tropinon (5 mM) ein. Das deutet darauf
hin, dass das zusitzlich zur Verfiigung gestellte Tropinon zuerst iiber die Bildung des
Pseudotropins in die Biosynthese der Calystegine einflie8t. Erst wenn dieser Weg abgesittigt
oder iiberladen ist, wird Tropin gebildet.

In S. tuberosum wurde mit dhnlichen Fiitterungsversuchen die Tropinonreduktion zum Pseudo-
tropin in Sprossachsen, Blittern und Kartoffelkeimen nachgewiesen [Keiner et al. 2000]. Spéter
wurde die daran beteiligte Tropinonreduktase II kloniert, exprimiert und charakterisiert [Keiner
et al. 2002]. In Proteinextrakten aus jungen Blittern von C. sepium konnte TRI- als auch TRII-
Aktivitdt gemessen werden [Meier 2001]. Hashimoto und Mitarbeiter wiesen ebenfalls
Aktivitdten beider Reduktasen in Sprossen, Bléttern und Bliiten von 4. belladonna und D.
stramonium mnach [Hashimoto et al. 1992]. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine

Tropinonreduktion in oberirdischen Geweben mdglich ist.

D 1.2 Die Isolierung der Tropinonreduktasen

Mit RT-PCR und anschlieBender RACE-PCR zur Vervollstindigung der erhaltenen PCR-
Amplifikate wurden zwei cDNA isoliert, die hohe Homologien zu bekannten Tropinon-
reduktasen aufwiesen (C 1.1, C 2.1). Es resultierten fiir das trI-Gen eine cDNA von 1073 bp mit
einem ORF von 789 bp, fiir das putative tr-Gen eine cDNA von 827 bp mit einem ORF von 774
bp. Daraus resultieren die korrespondierenden Proteine mit 263 und 258 Aminosduren. Das
berechnete Molekulargewicht betrdgt fiir TRI 28,5 kDa, fiir die putative TR 27,6 kDa. Die
Molekulargewichte der Proteine der bekannten Tropinonreduktasen liegen ebenfalls in dieser
GroBenordnung. Der Homologievergleich zu den TRI und TRII von D. stramonium, H. niger
und S. tuberosum ergibt auf Nukleotidebene eine Ubereinstimmung zwischen 60-67% und auf
Aminosédureebene 50-59%, wobei die putative CS-TR im Vergleich der Aminosiuren eine
geringere Ubereinstimmung zeigt als die CS-TRI (Tab. D-1). Innerhalb der Solanaceen ist die

Homologie sehr viel hoher, sie liegt zwischen 84 und 94% auf Aminosdureebene. Diese
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strukturellen Unterschiede zwischen den einzelnen Pflanzenfamilien kénnten darauf hinweisen,
dass sich die Tropinonreduktasen innerhalb dieser polyphyletisch entwickelt haben. Um dazu
ndhere Aussagen machen zu konnen, sollten weitere TRs z.B. aus der Familie der Moraceen,
isoliert werden (vgl. D 1.7).

Nukleotide Aminosauren

CS-trl putCS-tr | CS-TRI putCS-TR
Datura stramonium TRI 64 62 59 52
Hyoscyamus niger TRI 62 63 57 50
Solanum tuberosum TRI 63 61 58 51
Calystegia sepium TRI 63 56
Datura stramonium TRII 62 63 56 52
Hyoscyamus niger TRII 62 61 55 50
Solanum tuberosum TRII 62 60 56 53
Calystegia sepium TRII 63 56
Datura stramonium putativ 29kDa |67 63 66 56

Tab. D-1: Homologievergleich der Tropinonreduktasen aus C. sepium mit den bekannten TRs der
Solanaceen auf Nukleotid- und Aminoséurebasis. Die Homologien wurden mit dem
FASTA-Programm berechnet.

Beide TR-Enzyme sollten in Bakterien heterolog exprimiert werden. E. coli wurde schon bei
TRs verschiedener Solanaceen erfolgreich als Expressionssystem genutzt [Keiner et al. 2002;
Nakajima et al. 1993a; Nakajima et al. 1993b]. Die CS-TRI lie sich mit einem 6fach
Histidinrest am C-Terminus im Vektor pET21d unter Kontrolle eines /ac-Promotors und
Induktion mit IPTG sehr gut exprimieren (C 1.2).

Die putative CS-TR wurde im Vektor pQE30 mit 6fach Histidinrest am N-Terminus und im
Vektor pET21d mit 6fach Histidinrest am C-Terminus in E. coli Zellen in grolen Mengen
exprimiert, lag hier aber nicht 16slich, sondern wahrscheinlich aggregiert als inclusion bodies
vor (C 2.2). Ursachen fiir diese Aggregation konnen fehlende oder mengenméiBig nicht
ausreichend vorhandene Chaperone sein [Carrio et al. 2002]. Es ist vorstellbar, dass es zu einer
Zusammenlagerung der ungefalteten Proteine kommen kann, wenn diese exponierte
hydrophobe Oberflichen aufweisen [King et al. 1996]. Die Variation von Expressions-
bedingungen und Methoden der Bakterienlyse (vgl.Tab. C-5) erbrachten keinen Erfolg. Durch
Detergentienzusatz konnte die Aggregation des Proteins aufgelost werden, zeigte aber im
Enzymassay keine Aktivitit mit Tropinon. Es ist anzunehmen, dass diese hohe Detergenz-
wirkung zum Aktivitdtsverlust filhrte bzw. das Protein zwar geldst aber nicht korrekt gefaltet
vorlag. Eine nachtrigliche Proteinfaltung hitte in diesem Fall angeschlossen werden kénnen
[Clark 1998; Lilie et al. 1998]. Von dieser wurde aber abgesehen, da Tropinonreduktasen sehr

instabile Proteine sind und meist nur geringe quantitative Ausbeuten erzielt werden.

Verschiedene Methoden konnen die Bildung von inclusion bodies vermeiden. Eine Variante
stellt die Verhinderung des Entstehens aggregierender Proteine durch ein ,,Stoppen® der zu

schnellen Proteinbiosynthese in vivo dar. Dies wird durch den Einbau eines Repressors
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zusdtzlich zum Promotor innerhalb des Vektors ermoéglicht, der temperatursensitiv nach
Entfernung des IPTG die Proteinbiosynthese runterreguliert [Carrio et al. 2001]. Eine weitere
Mbglichkeit zeigten Thomas und Mitarbeiter auf. Durch eine Co-Uberexpression mit
Chaperonen wird das Protein korrekt gefaltet und die Bildung von inclusion bodies verhindert.
Der Nachteil daran ist, dass wiahrend einer ungeniigenden Chaperonexpression schon gebildete

Proteinaggregate nicht nachtriaglich von den Chaperonen gefaltet werden [Thomas et al. 1996].

Als weiterer Organismus zur heterologen Expression wurde die Hefe Pichia pastoris eingesetzt.
Es konnte trotz per PCR belegter cDNA-Integration der putativen tr keine Uberexpression

nachgewiesen werden.

Da sich die rekombinante Expression dieses Pflanzengens in Bakterien und Hefe problematisch
gestaltete, sollte eine Pflanze als Wirtsorganismus eingesetzt werden. Die Pflanze als Expres-
sionssystem wird bereits durch stabile oder transiente Transformationstechniken fiir die
Produktion verschiedener Proteine genutzt [Schillberg et al. 2002]. Die rekombinante
Expression von z.B. Proteinen des Tragfadens der amerikanischen Goldseidenspinne Nephila
clavipes wurde erfolgreich in mit diesen Genen transformierten Kartoffel- und Tabakpflanzen
durchgefiihrt [Scheller et al. 2001]. Proteinbasierte tumor-spezifische Impfstoffe exprimierten
McCormick und Mitarbeiter mit einem Vektorsystem des Tabakmosaikvirus in N. benthamiana
[McCormick et al. 1999].

Das zu exprimierende Gen der putativen tr wurde in ein virales Provektorsystem kloniert und
mit Hilfe von Agrobakterien in Blattzellen von Nicotiana benthamiana infiltriert. Durch die
Ausbreitung des Virengenoms wurde so ein gesamtes Blatt infiziert. Kontrollpflanzen wurden
mit dem Gen des griin-fluoreszierenden Proteins (GFP) behandelt. Dessen Expression war
visuell sichtbar. Parallel zum Zeitpunkt des exprimierten GFP-Proteins geerntet, zeigten die
Proteinextrakte der mit der putativen tr behandelten Tabakblitter keine tropinonreduzierende
Aktivitdt., Auch eine in-vivo-Aktivitétsiiberpriifung tiber Fiitterung von intakten Tabakbléttern
mit Tropinon erbrachte keine positiven Ergebnisse. Tropinon war in groBen Mengen
aufgenommen wurden. Wéren auch nur geringe Mengen an aktivem Enzym vorhanden
gewesen, hitte {iber den Zeitraum von 48 h Pseudotropin oder dessen Ester akkumulieren

miissen, da in Tabak dieser Teil der Tropanbiosynthese nicht vorhanden ist.

Es muss erginzt werden, dass sich dieses Pflanzensystem zu diesem Zeitpunkt noch in der
Entwicklung befand. Spéter konnte die Expression von Nicotiana tabacum PMT in den Bléttern

gezeigt werden [Sauer, in Vorbereitung].

Da iiber Genisolierung und rekombinante Expression eine Charakterisierung der TRII nicht
moglich war, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Viacheslav Reva (Universitit Chisinau,
Moldavien) das native Protein aus Wurzelkulturen isoliert und gereinigt (C 2.3). Eine
vollstindige Reinigung war aus Stabilitdtsgriinden nicht moglich, so dass anschlieende
Versuche, das Protein zu sequenzieren, zu keinem Erfolg fiihrten. Das Enzym wurde
hinsichtlich seiner biochemischen Eigenschaften und katalytischen Parameter charakterisiert
(vgl.C2.4,D 1.5).
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Zusammenfassend bleibt die Frage offen, ob das isolierte Gen wirklich fiir eine Tropinon-
reduktase kodiert oder eine andere kurzkettige Dehydrogenase oder Reduktase aus C. sepium ist
(siche D 1.3). Weiterhin besteht die Moglichkeit, das dieses Gen fiir eine evolutiondre Vorstufe
einer TRII kodiert. Weiterfithrende Arbeiten sind an dieser Stelle notwendig und werden in
Kapitel D 3 néher erléutert.

D 1.3 Tropinonreduktasen gehoren zur Familie der SDR

Die kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehydrogenases/reductases SDR)
stellen eine groe Proteinfamilie dar, die in einer breiten Gruppe von Organismen vorkommen
und sehr unterschiedliche Substrate katalysieren [Jornvall et al. 1995]. Durch Kristallstruktur-
analysen wurden erste tertidre Strukturen der 30/203-Hydroxysteroid-Dehydrogenase [Ghosh et
al. 1991; Ghosh et al. 1994] und der Dihydropteridinreduktase [Varughese et al. 1992]
aufgeklart. Damit wurde das zuvor vermutete katalytische Motiv YxxxK (x steht fiir beliebige
Aminosduren) in seiner Lage zum Substrat bestétigt. Durch anschlieBende Mutagenese-
experimente wurde gezeigt, dass bei Austausch dieser Aminosiuren ein totaler Aktivititsverlust
entsteht [Albalat et al. 1992; Chen et al. 1993; Cols et al. 1993]. McKinley-McKee und
Mitarbeiter postulierten den Reaktionsmechanismus, bei welchem die Hydroxylgruppe des
Tyrosins, stabilisiert durch Lysin, als nucleophiler Katalysator bei der Ubertragung eines

Hydridions auf die Ketogruppe des Substrates fungiert [McKinley-McKee et al. 1991].

Tanaka und Mitarbeiter zeigten durch Rontgenkristallstrukturanalyse der 7a-Hydroxysteroid-
dehydrogenase die Bindung des NADH [Tanaka et al. 1996b]. Die dem Ser'* (TRI) und dem

Ser146

(putTR) entsprechenden Aminosduren sollen eine Wasserstoffbriickenbindung zum
Cosubstrat eingehen und damit die Reaktion stabilisieren. Das Motiv GxxxGxG im
N-terminalen Bereich ist hochkonserviert und trigt zur Bindung des Cosubstrates bei. Mutage-
neseexperimente des ersten Glycins an der Alkoholdehydrogenase von Drosophila zeigten den
totalen Aktivitdtsverlust bei Austausch mit anderen Aminosduren [Chen et al. 1990]. Weitere

hochkonservierte Aminoséuren sind Gly'*, Ser'* und Pro'* (Positionen bezogen auf CS-TRI).

Durch Kristallisation der TRII aus D. stramonium zusammen mit dem Cofaktor NADP™ wurde
dessen Bindung genau bestimmt [Nakajima et al. 1998]. Die Carboxyamidgruppe des Nicotin-

195

amidringes wird vom Hauptkettenstickstoff und —sauerstoff der Aminoséure Ile”™> und des

Seitenkettensauerstoffs von Thr'’

(bei TRI) gebunden. Damit entsteht eine Ausrichtung des
Nicotinamidringes, der mit der vorher postulierten Spezifitit fiir einen pro S-Protonentransfer
bei beiden Tropinonreduktasen iibereinstimmt [Hashimoto et al. 1992]. Arg** und Arg* (TRI)
sowie Arg'’ und Arg*' (put-TR) bilden iiber ihre Seitenketten die Verbindung zum 2’-Phosphat
des NADPH [Nakanishi et al. 1996; Tanaka et al. 1996a]. Diese Verbindung wird durch Ser*
(TRI) bzw. Ser* (put-TR) stabilisiert. Befindet sich an dieser Stelle Asparagin, wechselt die
Affinitdt des Cosubstrates von NADPH zu NADH, was durch gerichtete Mutagenese von Thr

(welches dem Ser vergleichbar ist) zu Asp nachgewiesen wurde [Nakanishi et al. 1997].

Die TRI als auch die putative TR von C. sepium gehoren zur Familie der SDR. Sowohl das
katalytische als auch das glycinreiche Motiv GxxxGxG sowie weitere hochkonservierte Amino-
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sduren sind vorhanden (Abb. C-1, Abb. C-8). Die fiir die Ausbildung der Cosubstratbindung
beteiligten Bindungsstellen ordnen beide Enzyme in die NADPH als Cosubstrat akzeptierende

Klasse dieser Familie ein.

D 1.4 Substratbindung und Stereospezifitit der Tropinonreduktasen

Alle bisher bekannten Tropinonreduktasen weisen eine hohe Stereospezifitit auf und
katalysieren jeweils nur die Reduktion der Ketogruppe des Tropinons zur axialen oder
dquatorialen Hydroxylgruppe. Die Substratbindungsstelle wurde jeweils in der C-terminalen
Hilfte des Proteins vermutet, da dieser Teil geringere Homologien als der N-terminale Teil
zeigte. Von Nakajima und Mitarbeitern wurden deshalb Chimere zwischen der TRI und TRII
von D. stramonium konstruiert [Nakajima et al. 1994]. Sie wiesen nach, dass der fiir die
Substratbindung verantwortliche Bereich innerhalb von 120 Aminoséuren im C-terminalen
Bereich der Sequenz liegen muss. Durch nachfolgende Kristallisationsexperimente beider
Enzyme von D. stramonium war anhand der entstehenden Bindungstasche die Lage des
Tropinons ableitbar [Nakajima et al. 1998; Yamashita et al. 1999]. Es werden 11 Aminosduren
fiir die Bindung des Tropinons postuliert. In der TRII wird Tyr'® mit seiner negativen Ladung
fiir die Ausrichtung des Tropinons mit dem positiv geladenen Briickenstickstoff bestimmit.
His''? in TRI mit seiner positiven Ladung stoBt den positiv geladenen Stickstoff eher ab, was
zur entgegengesetzten Bindung des Tropinons fiihrt. Mit gerichteter Mutagenese der 5
wichtigsten Aminosduren zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dass ein alleiniger Austausch von
His'"? = Tyr keinen direkten Einfluss auf die Stereospezifitit hat. Das Histidin spielt aber eine
Rolle fiir eine effiziente Katalyse [Nakajima et al. 1999b].

In einer erneuten Kristallisation der DS-TRII mit Cosubstrat und Substrat, das durch
kontinuierlichen Zufluss an das Enzym herangefiihrt wurde, konnte gezeigt werden, wie sich die
Lage der Aminosduren der Bindungstasche als auch das Substrat im Verlauf der Katalyse

159

verdndern. Es wurde bestitigt, dass Tyr > (aus dem YxxxK-Motif) als Protonendonator

1 . .
*® nach unten, als ob sie die

fungiert. Wahrend der Katalyse bewegt sich die Seitenkette von Glu
Aminogruppe des Tropinons nach unten driickt. Ser'*® wechselt seine Lage ebenso, die
Bewegung des Glu"® unterstiitzend. Thr*™, Leu®'’ und Leu" schwingen zur Seite, um der sich
nach unten bewegenden Methylgruppe des Briickenstickstoffs Platz zu machen. Die
Seitengruppe des Tyr'*’ bewegt sich ebenfalls leicht zur Seite. Das Produkt Pseudotropin wird
freigesetzt. Mit diesen Untersuchungen wurden die an der Substratbindungsstelle beteiligten

wichtigen Aminoséduren bestétigt [ Yamashita et al. 2003].

D 1.4.1 Tropinonreduktase I

Die Tropinonreduktase I aus C. sepium katalysiert stereospezifisch nur die Reduktion zum
Tropin, weist allerdings sehr viele Unterschiede zu den von Nakajima und Mitarbeitern
postulierten Aminoséduren auf, die an der Tropinonbindung beteiligt sind (vgl. Tab. C-2, Abb.
D-1). Ala"”!, val'™, Leu'”, Val*® und Ile*" (die Positionsnummern beziehen sich auf CS-TRI)

sind identisch. Val''? ist gegen Ile, Ile"*’ gegen Val und Leu'® gegen Val ausgetauscht, welche
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alle Aminosiuren mit hydrophoben Seitenketten darstellen. Anstelle von Val'®® befindet sich bei
der CS-TRI Thr, womit eine polare ungeladene Seitenkette eingefithrt wird. Die Mutation von
Val'® . Glu fiihrt bei DS-TRI zu einer starken Erhohung des K,-Wertes bei minimaler
Beeinflussung der Stereoselektivitdt [Nakajima et al. 1999b]. Das freie Elektronenpaar der
Hydroxylgruppe der Threoninseitenkette kdnnte mit der negativen Ladung der Glutaminsiure
verglichen werden und wiirde den bei der CS-TRI gemessenen hohen K,,-Wert erklaren (C 2.4).
His''"? ist gegen Pro ausgetauscht, womit die positive Ladung fehlt, die von Nakajima und
Mitarbeitern als nicht fiir die Stereospezifitit ndtig, aber fiir die katalytische Effizienz
notwendig beschrieben wird. Diese zweite starke Verdnderung im Vergleich zu den bekannten
TRI konnte die geringe katalytische Aktivitit der CS-TRI erkliren. Phe® ist durch Met ersetzt,

103 befindet. Trotz dieser starken

womit sich eine polare Seitenkette in rdumlicher Nidhe zu Pro
Unterschiede zu den TRI der Solanaceen katalysiert dieses Enzym stereospezifisch die
Reduktion vom Tropinon zum Tropin. Dieses Beispiel widerlegt das Postulat von Nakajima und
Mitarbeitern, dass bei starker Abweichung in den wichtigen AS der Substratbindungsstelle eine

Tropinonreduktion nicht stattfinden kann [Nakajima et al. 1999d].

DS- TR 108- GWI HKE- 114  157- SSI AGFSALPSVSL- 170
CS-TR 99- GTIILPKD- 105  148- SSVAG | PVFKITL- 161
DS- TR 201- PGVI LTPEVETAI KKNPHQKEEI DNFI V- 228
CS-TRI 192- PWHI RTKEVN- DFDSESEGSEEI ERM R- 218

Abb. D-1: Ausschnitt aus den TRI-Sequenzen von D. stramonium und C. sepium. Griin
hervorgehoben sind die von Nakajima et. al an der Substratbindungsstelle postulierten
beteiligten Aminosduren [Nakajima et al. 1999b].

Zur Aufklarung der exakten Ausformung des Substratbindungsstelle konnen nur Kristallisa-
tionsstudien mit Substrat und Produkt oder Co-Kristallisation mit anschlieBender Infiltration des
Substrates beitragen. Weiterhin wiére eine gezielte Mutagenese einzelner Aminosiduren mit

anschliefender Charakterisierung des rekombinanten Proteins sinnvoll.

D 1.4.2 Die putative Tropinonreduktase

Betrachtet man die anhand des Homologievergleiches mit bekannten TRII ermittelten Amino-
sduren der putCS-TR, die an der Substratbindungsstelle beteiligt sein sollten, so lassen sich
starke Unterschiede zwischen diesen feststellen (Tab. C-4, Abb. D-2). Die Substratbindungs-
stelle von DS-TRII ist von Aminosduren mit hydrophoben Seitenketten (Valm, val'!, Leu",
val'’, Leu®"’, Leu*") umgeben, durch welche die Orientierung des Tropinons durch van der
Waals Krifte zur C6-C7-Methylenbriicke und der Methylgruppe des Stickstoffs zustande
kommt [Yamashita et al. 1999].
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DS- TRI | 96- A VI YKE- 102 145- SSVSGALAVPYEAV- 158
CS-put TR 96- ATH|I PKE- 102 145- SSCASFVFVPVHTV- 158

DS- TRI | 189- PGVI ATSEVEMIT QDPEQKENENKLEI D- 215
CS-put TR 189- PWAMRTSLTEAAREEAGG El EEALI Q- 214

Abb. D-2: Ausschnitt aus derTRII-Sequenze von D. stramonium und der putativen TR aus C. sepium.
Griin hervorgehoben sind die von Yamashita et. al an der Substratbindungsstelle postulierten
beteiligten Aminoséduren [Yamashita et al. 1999].

In der putativen CS-TR sind einige dieser Aminosduren identisch oder durch &dhnliche
Aminosiuren ersetzt, andere unterscheiden sich stark durch polare Seitenketten (Cys'*’, Thr'"").
Glu'*® von DS-TRII (in raumlicher Néhe zu Tyr'®) befindet sich in der Nihe des Briickenstick-
stoffs und bewirkt iiber elektrostatische Interaktion mit seiner negativen Carboxylgruppe die
Bindung des Substrates iiber den positiv geladenen Stickstoff. Diese Vermutung wurde in
jingsten Kristallisationsstudien mit Cosubstrat und Substrat unter Durchflussbedingungen
bestdtigt [Yamashita et al. 2003]. An dieser Stelle (156) befindet sich in der putCS-TR ein
Histidin mit einer positiven Ladung, was bei gleicher Faltung und Positionierung eher zu einer

19 qurch Pro und

156

AbstoBung des Substrates fithren sollte. Weiterhin sind die Aminosduren Tyr
Ser'*® durch Alanin ersetzt. Fiir Verdnderungen an diesen Stellen zusammen mit Glu'*® wird ein

90%iger Verlust der Stereospezifitit bei D. stramonium beschrieben [Nakajima et al. 1999b].

Ein Vergleich mit den TRI der Solanaceen zeigt noch stirkere Abweichungen im Bereich der an
der Substratbindungsstelle beteiligten Aminosduren (Abb. D-3).

DS- TR 108- GWI BHKE- 114  157- SSI AG-SALPSVSL- 170
CS-put TR 96- ATI|I PKE- 102  145- SSCASFVFVPVHTV- 158

DS- TRI 201- PGVI LTPEVETAI KKNPHQKEEI DNFI V- 228
CS-put TR 189- PWAMRTSLTEAAREEAGG - EI EEALI Q- 214

Abb. D-3: Ausschnitt aus der TRI-Sequenz von D. stramonium und der putativen TR aus C. sepium.
Griin hervorgehoben sind die von Nakajima et. al an der Substratbindungsstelle postulierten
beteiligten Aminoséuren [Nakajima et al. 1999b].

Diese Betrachtungen kénnten zu dem Schluss flihren, dass es sich beim korrespondierenden
Protein der hier isolierten cDNA nicht um eine funktionstiichtige Tropinonreduktase handeln
kann. Allerdings liegen bei der Ausbildung der Substratbindungsstelle innerhalb der CS-TRI
ebenfalls starke Unterschiede vor. Dieses Enzym ist dagegen als Tropinonreduktase aktiv und
stereospezifisch. Verschiedene Studien belegen, dass teilweise nur kleine Variationen in der
Aminosduresequenz erforderlich sind, um die Substratspezifitit eines Enzyms zu verdndern. So
fiihrt die Substitution nur einer Aminosdure in der Lactatdehydrogenase von Bacillus
stearothermophilus dazu, das Enzym in eine Malatdehydrogenase zu verdndern [Clarke et al.
1989]. Moglicherweise wurde hier eine Mutante isoliert, die bei der Evolution der Tropinon-
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reduktasen entstanden ist. Eine eindeutige Aussage zur Funktionalitéit der putativen TR kann nur

eine rekombinante Expression mit intaktem 16slichen Protein bringen.

Der Homologievergleich mit anderen bisher in den Datenbanken als TR-dhnliche Proteine
beschriebenen Sequenzen bringt keinen weiteren Aufschluss. Dazu wurden 11 Sequenzen aus
Arabidopsis thaliana, weitere aus Lycopersicon esculentum (Al484514), Medicago truncatula
(AJ388821), Glycine max (BQ079995) und Oryza sativa (CA762155) mit der putCS-TR
verglichen. Die Homologien auf Aminoséureebene liegen zwischen 46% und 53% und sind
damit nicht hoher als die der TRs der Solanaceen.

D 1.5 Katalytische Eigenschaften der Tropinonreduktasen

Tropinonreduktasen wurden bereits in H. niger [Hashimoto et al. 1992], D. stramonium [Koelen
et al. 1982; Portsteffen et al. 1994], A. belladonna [Draeger et al. 1994b], B. candida x aurea
[Boswell et al. 1999] und S. tuberosum [Keiner et al. 2002] charakterisiert. Fiir die heterolog
exprimierte CS-TRI und die angereinigte native CS-TRII wurden das pH-Optimum, die
Substratspezifitit durch Test auf Akzeptanz von Substratanaloga und die katalytischen
Parameter K,, und V4« fiir Tropinon als Substrat bestimmt (C 1.2, C 2.4).

Die TRI weist ein schmales pH-Optimum bei pH 7,0 auf, was typisch fiir die bereits bekannten
TRI ist. In hohen pH-Bereichen zwischen pH 8-10 ist dieses Enzym in der Lage, die Riick-
reaktion — also die Oxidation des Tropins zum Tropinon — mit einem Optimum bei pH 9,0 zu
katalysieren. Diese Eigenschaft wurde auch bei den TRI von D. stramonium und H. niger
beobachtet [Hashimoto et al. 1992; Portsteffen et al. 1994]. Der K,,-Wert fiir Tropinon wurde
bei pH 6,4 bestimmt und lag mit 5,88 mM sehr hoch. Die TRI der Solanaceen liegen im Bereich
von 0,775 mM bis 1,560 mM. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vi,.x) ist dagegen mit
7,194 nkat/pg Protein sehr hoch. Auch war bei Substratkonzentrationen < 0,1 mM keine
Tropinonreduktion mehr messbar, was auf eine schlechte Substratbindung hinweist. Fiihrt man
die Betrachtungen zu den an der Ausbildung der Substratbindungsstelle beteiligten Amino-
sauren (erhalten durch Homologievergleich mit der kristallisierten TRI aus D. stramonium, D
1.4.1) hinzu, ist die schlechte katalytische Aktivitit ferner durch den Austausch von essentiellen
Aminosduren zu erkliaren [Nakajima et al. 1999b]. Des weiteren muss die heterologe Expression
mit einem 6fach Histidinrest beriicksichtigt werden, von welchem wir ohne den Vergleich einer
nativen TRI nicht wissen, welchen Einfluss er auf die Faltung des Proteins und damit seiner
Ausbildung des aktiven Zentrums hat. In der Literatur werden teilweise von starken
Verdnderungen der Proteineigenschaften durch additive Histidinreste berichtet [Araujo et al.
2000; Rumlova et al. 2001]. Andererseits wird diese Art der schnellen und einfachen
Proteinreinigung bei vielen rekombinanten Expressionen erfolgreich angewandt, z.B. bei der
Proteinexpression der SPDS von Nicotiana sylvestris [Hashimoto et al. 1998b]. Die kinetischen
und physikalischen Untersuchungen der nativen Protoporphyrinogen-Oxidase des Menschen
und des gleichen rekombinanten Enzyms mit einem Histidinanhang zeigen keine Unterschiede
[Dailey et al. 1997].
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Beim Test auf die Akzeptanz von Substratanaloga wiesen die Cyclohexanone die groBten
Aktivitditen mit einer 6-8fachen Erhohung gegeniiber Tropinon auf (Abb. C-4). Durch den

Austausch von His'®

zu Pro fehlt die positive Ladung, die das Tropinon richtig in der
Bindungstasche positionieren wiirde. Es ist vorstellbar, dass durch die fehlende Ladung die
nicht polaren Cyclohexanone besser binden und damit schneller umgesetzt werden. Eine
VergroBerung des N-Substituenten beim 4-Piperidinon erhoht die Umsetzung ebenso. Mit
N-Propyl-4-piperidinon wurde bei H. niger und D. stramonium gar kein Umsatz gemessen, hier
lag er 5fach hoher im Vergleich zum Tropinon. Eine mdgliche Erklarung dafiir wire, dass durch
die hydrophobe Propylgruppe die Ladung des Stickstoffs abgeschirmt wird und durch die

fehlende positive Ladung (Austausch His'”

—Pro) auch hier eine bessere Bindung erfolgen
kann. Damit unterscheidet sich die CS-TRI deutlich von den ansonsten in ihren Eigenschaften

sehr dhnlichen TRI der Solanaceen.

Die native TRII zeigt ein breites pH-Optimum zwischen pH 4,5 und 5,5, wobei ein nur geringer
Aktivitédtsabfall bis pH 7,0 (ca. 70% der Optimalaktivitét) zu beobachten ist (Abb. C-12). Damit
dhnelt die CS-TRII der ST-TRII, die ebenso im saureren Bereich bei pH 5,0 ihr pH-Optimum
hat, wohingegen die Optima der HN- und DS-TRII bei pH 6,2 liegen. Die breite pH-Akzeptanz
lasst sich bei den bekannten TRII ebenso finden. Die Oxidation des Pseudotropins zum
Tropinon wird nicht katalysiert, auch nicht in sehr hohen pH-Bereichen bis pH 10,0. Der
Kq-Wert fiir Tropinon am pH-Optimum 5,5 wurde mit 0,071 mM bestimmt und liegt in der
gleichen GroBenordnung wie die der TRII der Solanaceen (0,034 mM - 0,176 mM). Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit am pH-Optimum liegt mit 1310 nkat/mg sehr hoch und ist
damit 3 - 30fach gegeniiber den TRII der Solanaceen erhoht (45,4 nkat/mg — 387 nkat/mg) (C
2.4). Vergleichbare Schwankungen ergeben sich fiir die katalytischen Konstanten [Hashimoto et
al. 1992; Keiner et al. 2002; Portsteffen et al. 1994].

Bei der Untersuchung der Akzeptanz auf Substratanaloga wurden die Piperidinone 3-6fach
erhoht umgesetzt als Tropinon (Abb. C-13). Eine halb so starke Erh6hung konnte bei der TRII
von A. belladonna beobachtet werden [Draeger et al. 1994b]. Die Reduktion der Cyclohexanone
erfolgte im gleichen GroBenbereich wie Tropinon. 3-Chinuclidinon wird nicht als Substrat
akzeptiert, was ein gemeinsames Merkmal aller TRII ist. Die native CS-TRII ist damit in ihren

katalytischen Eigenschaften den Tropinonreduktasen der Solanaceen sehr &hnlich.

D 1.6 Die genomische Organisation und Expression der trl

Die genomische Organisation der trl wurde mittels Southern Blot Analyse untersucht (C 1.4).
Um Kreuzhybridisierung auszuschlieBen, wurde eine Sonde im 5’-Ende des Gens gwihlt, in
welchem die Homologie zur putCS-tr gering war. Durch Dot Blot Versuche wurde die
Spezifitit der Sonde gegeniiber einer putCS-tr-Sonde gepriift (Daten nicht gezeigt). Es wurden
nach Restriktion mit unterschiedlichen Enzymen 3-5 Signale erhalten (Abb. C-6). Das lésst auf
eine Genfamilie innerhalb der trl schlieBen. Im Vergleich dazu wurden in D. stramonium 2-4
Signale fiir die trl erhalten [Nakajima et al. 1993b], fiir A. belladonna mindestens 2 [Nakajima
et al. 1999c¢], in S. tuberosum 1-2 [Keiner 2001]. Einzig in H. niger wurde nur 1 Kopie der trl
gefunden [Nakajima et al. 1999¢c]. Ahnlich verhilt es sich mit den Kopienzahlen der trll.
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Da eine Restriktion innerhalb der Intronstrukturen nicht ausgeschlossen werden kann, konnte es
bei den kleineren Fragmenten zur Detektion von Teilen des Gens gekommen sein. Damit wiirde
sich die Anzahl der Kopien reduzieren. Um das sicherzustellen, miisste die genomische DNA
der trl isoliert und sequenziert werden. Auch das Screenen einer genomischen Bibliothek und
die Charakterisierung der Klone wiirden zur Aufklirung der genomischen Organisation der
Genfamilie beitragen.

Die Genexpression der trl wurde in den verschiedenen Pflanzenteilen und jeweiligen
Entwicklungsstufen der Wurzelkultur untersucht (C 1.3). Als Sonde diente das gleiche wie fiir
den Southern Blot verwendete 5’-Ende der cDNA. Positive Signale wurden in allen Altersstufen
der Wurzelkultur, in der Pflanzenwurzel selbst und ein schwaches Signal in der Sprossachse der
Pflanze erhalten (Abb. C-5). Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Tropinonfiitterung an junge
Blatter (ganze Sprossspitzen, C 4.1), die zur Tropinbildung befdhigt waren, wurde keine RNA-
Akkumulation in den Blittern nachgewiesen, obwohl das Experiment mehrfach mit RNA
unterschiedlicher Probenahmen wiederholt wurde. Damit ist C. sepium die zweite Pflanze nach
S. tuberosum, in der eine oberirdische Transkription von Tropinonreduktasen nachgewiesen
wird [Keiner et al. 2002].

In S. tuberosum akkumulieren zudem Transkripte der trll in den Keimen der Kartoffelknolle,
Transkripte der trl auch in kleinen Knollen, im Gewebe um den Gefafring in der Knolle, den
dormanten Augen und den Keimen [Keiner 2001]. In H. niger wurden mittels Western Blot
TR-Proteine in den Seitenwurzeln nachgewiesen [Nakajima et al. 1999a]. Eine unterschiedliche
zellspezifische Lokalisation der einzelnen Enzyme wurde aufgezeigt. Wéahrend TRI haupt-
sidchlich in der Endodermis und der dufleren Rinde vorkommt, befindet sich die TRII im
Perizykel, der Endodermis und im inneren Rindenbereich. Die PMT in A. belladonna [Suzuki et
al. 1999a] wird im Perizykel der Wurzel gefunden. Damit kann ein Transport der Intermediate

zwischen den Zellschichten stattfinden.

Da in allen Pflanzenteilen Calystegine akkumulieren (C 3.1), besteht die Frage nach dem Ort
der Biosynthese. Eine auerhalb der Wurzeln ablaufende Produktion kann nicht ausgeschlossen
werden. Neben den akkumulierenden Transkriptmengen sollten ferner auch die Proteine selbst
untersucht werden. Eine immunohistochemische Detektion mit Antikdrpern innerhalb der
Gewebe oder Western Blot mit aus dem Gewebe gewonnenem Protein wiren die Methoden der
Wahl.

D 1.7 Evolutionire Betrachtungen

Uber die evolutionire Entstehung der Tropinonreduktasen gibt es nur wenige Untersuchungen
und somit groBen Raum fiir Spekulationen. Eine Theorie geht von einem TR-Protoenzym aus,
das sich aus einem Gen der Familie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen der
Solanaceen monophyletisch durch Mutation gebildet hat. Dieses Protein besal noch keine
Stereospezifitit. Es erlangte diese erst nach Genduplikationen mit anschlieenden Mutationen in
der Substratbindungsstelle, so dass zwei stereospezifische TRs entstanden [Nakajima et al.

1993b]. Diese mogliche Entwicklung bekraftigen Nakajima und Mitarbeiter nach der Struktur-
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aufklarung der Tropinonreduktasen in D. stramonium, in der sie zeigen, dass beide Enzyme den
gleichen strukturellen Aufbau/Faltung haben und nur Aminosduren innerhalb der Substrat-
bindungsstelle die Stercoselektivitit beeinflussen [Nakajima et al. 1998]. Eine &hnliche
Entstehung wird fiir Hydroxysteroiddehydrogenasen diskutiert [Bennett et al. 1997]. Eine
andere Entwicklung wird z.B. fiir die stereospezifisch wirksamen D- und L-Lactatdehydrogena-
sen aus Lactobacillus pentosus angenommen, welche sich in ihrer Faltung sehr stark vonein-

ander unterscheiden und zu unterschiedlichen Enzymgruppen gehoren [Stoll et al. 1996].

Von der evolutiondren Entwicklung innerhalb der Solanaceen weichen Nakajima und
Mitarbeiter spiter ab, als auch in Arabidopsis thaliana und Lycopersicon esculentum TR-
dhnliche Gene sequenziert werden. Sie gehen jetzt von der Moglichkeit aus, dass erst eine TR
mit Stereospezifitit fiir eine B-Konfiguration vorlag, aus der sich durch Verdopplung und
Mutation die a-Konfiguration entwickelt hat. Pflanzen, die beide Biosynthesewege zu den
Tropan- als auch den Nortropanalkaloiden entwickelt haben, konnten einen Vorteil daraus
gezogen haben. Sie diskutieren, dass die TRII das &ltere Enzym sein konnte, da bislang nur
Pflanzen mit beiden oder nur aus dem TRII-Weg resultierenden Alkaloiden gefunden wurden
[Nakajima et al. 1999b]. Dies wiirde fiir nur Calystegine produzierende Pflanzen, wie C. sepium
und S. tuberosum, sprechen. In beiden Spezies wurde eine TRI nachgewiesen [Keiner 2001], die
ein Vorbote fiir die Entwicklung weiterer Sekundérstoffe sein konnte. Andererseits deutet der
Nachweis von Tropinestern in verschiedenen Erythroxylum-Spezies auf die Existenz von TRI in
diesen Pflanzen hin [Chavez et al. 2002; Christen et al. 1995]. Dort wurden keine Nortropan-
alkaloide nachgewiesen. Damit ist fraglich, welche der beiden Reduktasen wohl die &ltere ist.

Nach Betrachtung der isolierten TRI aus C. sepium mit ihren stark abweichenden Aminoséuren
innerhalb der Substratbindungsstelle als auch im Grundgeriist des Proteins stellt sich die Frage,
ob innnerhalb der einzelnen Pflanzenfamilien eine polyphyletische Entwicklung der Tropinon-
reduktasen stattgefunden hat. Die Convolvulaceen sind nahe verwandt mit den Solanaceen. Eine
Untersuchung von TRs in phylogenetisch weiter entfernt liegenden Pflanzenfamilien wiirde
weitere Aufschliisse bringen. Die Moraceen mit den Vertretern Morus alba oder Morus
bombycis, in denen ebenfalls Calystegine nachgewiesen wurden [Asano et al. 1994a], kdnnten

fiir diese Untersuchungen herangezogen werden.

D 2 Die Biosynthese der Calystegine

D 2.1 Akkumulation von Calysteginen und ihrer Metabolite in Calystegia
sepium

Calystegine als Nortropanalkaloide wurden erstmals in dem Windengewéichs Calystegia sepium
entdeckt und identifiziert [Goldmann et al. 1990; Tepfer et al. 1988]. Allerdings wurde zum
damaligen Zeitpunkt die Akkumulation nur in den Wurzeln aufgezeigt. Spéter wiesen
Schimming und Mitarbeiter die Calystegine As;, B; und B, in Bliiten und Blattern, zusétzlich
auch As und B; in Blittern der Ackerzaunwinde nach [Schimming et al. 1998]. Weitere Unter-
suchungen in unserer Arbeitsgruppe (in Zusammenarbeit mit Dirk Hoke, Promotionsstudent am
Institut fiir Pharmazeutische Biologie, MLU Halle-Wittenberg) belegen die Akkumulation von
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Calystegin Aj;, As, B; und B, in allen oberirdischen Pflanzenorganen mit Calystegin Aj; als
Hauptalkaloid gefolgt von B, und B, (C 3.1). Calystegin B; konnte nicht nachgewiesen werden.
Das Pflanzenmaterial bzw. die Samen zur Anzucht stammen aus Wildsammlungen, ebenso wie
das Material von Schimming und Mitarbeitern. Junge meristematische Gewebe enthalten den
hochsten Gehalt an Gesamtcalystegin (5,5 mg/g TM in 4-5 Tage alten Keimlingen). Mit
zunehmendem Alter der Pflanze nimmt dieser ab (vgl. Abb. C-14, [Scholl et al. 2001b]).
Ahnliche Ergebnisse sind bei verschiedenen Vertretern der Solanaceen zu finden. So betrigt die
Calysteginmenge in jungen Sprossspitzen von A. belladonna ca. 7 mg/g TM [Draeger et al.
1995]. Der in der Sprossachse von C. sepium enthaltene Milchsaft zeigt dagegen nur Spuren

von Calysteginen.

Die transformierten Wurzelkulturen zeigen das gleiche Spektrum an Calysteginen wie die
Pflanzen. Zusitzlich ist hier 2,7-Dihydroxynortropan nachzuweisen [Asano et al. 2001b]. Es
akkumuliert allerdings nur in sehr geringen Mengen (< 10 pg/g TM), welche vergleichbar zu
Calystegin As sind. Die Gesamtcalysteginproduktion in den Wurzelkulturen verlauft parallel mit
der Zunahme an Biomasse und ist nach 16-18 Tagen maximal (1,5 mg/g TM) [Boettcher 1997;
Scholl et al. 2001b]. Die Wurzelkulturen von Atropa belladonna zeigen ein dhnliches Akkumu-
lationsverhalten (2 mg/g TM Gesamtcalystegin [Rothe et al. 2001]).

Erstmals wurde die Akkumulation von Tropin in C. sepium gezeigt. In oberirdischen Teilen von
Convolvulus arvensis wird ebenfalls Tropin nachgewiesen [Todd et al. 1995]. Verschiedene
Tropinester werden von Convolvulaceen gebildet [Hegnauer 1989], z.B. Convolamin in
Convolvulus krauseanus [Jagudaev et al. 1985] und Phyllalbin in Convolvulus subhirsutus
[Sharova et al. 1980]. Des weiteren akkumulieren auch N-demethylierte Ester, wie Convolvin
(Abb. D-4). Welche weiteren Alkaloide aus Tropin in Calystegia gebildet werden, ist unbekannt
und konnte auch mit zusétzlicher Tropinfiitterung nicht gekliart werden. Im Vergleich zu
ungefiitterten Kontrollen akkumulierte ein Metabolit, der anhand seines Fragmentierungs-

musters nach GC-MS-Untersuchungen ein Tropinester sein sollte (C 1.5).

N N HN
H3C/ H3C/
? 1
C_O C=0 C=0
OCH,4 OCH,4 OCH,4
OCH4 OH OCH;
Convolamin Phyllalbin Convolvin

Abb. D-4: Tropin- und Nortropinester aus Convolvulus subhirsitus und Convolvulus krauseanus.
Die Metabolite Tropinon, Tropin und Pseudotropin konnten in allen Pflanzenorganen von C.

sepium nachgewiesen werden (C 4.1). In den oberirdischen Geweben finden sich alle 3

Metabolite mit nahezu gleichem Gehalt, der zwischen 20-40 pg/g TM liegt. In den
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Waurzelkulturen ist ca. 3 mal soviel Pseudotropin (250 pg/g TM) wie Tropin nachweisbar,
Tropinon akkumuliert in nur geringem MaB (25 ug/g TM).

D 2.2 Calystegine werden aus Tropinon gebildet

Der Nachweis der Biosynthese der Calystegine aus Tropinon erfolgte durch eine Fiitterung mit
markiertem '"’N-Tropinon. Mit NMR und GC-MS-Untersuchungen konnte der Einbau der
Markierung in dem Metaboliten Pseudotropin als auch in den Calysteginen qualitativ und

quantitativ verfolgt werden (C 3.2).

Mit NMR-Spektroskopie nachweisbare stabile Isotope, wie “H, *C und N, werden bei der
Aufkldrung von Pflanzenbiosynthesen und physiologischen Untersuchungen zahlreich
eingesetzt [Martin 1985]. Obwohl "Stickstoff eine niedrige Sensitivitit in der NMR-Analyse
aufweist, wurde er in verschiedenen Studien erfolgreich verwendet. Eindimensionale ’N-NMR
wurde in aminosdurehaltigen Extrakten zum Nachweis des Stickstoffmetabolismus im Phenyl-
propanstoffwechsel eingesetzt [Razal et al. 1996]. Ford und Mitarbeiter fithrten in-vivo-
Messungen in Wurzelkulturen von N. tabacum und D. stramonium durch, nachdem diese auf
""N-angereicherten Medien gewachsen waren. Sie untersuchten sowohl die Stoffe des Primir-
stoffwechsels als auch das Spektrum der akkumulierenden Alkaloide. Calystegine wurden in
diesen Experimenten nicht detektiert. Spiter fiihrten sie eine '"N-Tropinonfiitterung an Datura
Waurzelkulturen durch und wiesen dort ’N-Tropin und *N-Tropinester nach [Ford et al. 1996].

Eine deutliche Verbesserung der Sensitivitdt und der Auflosung von NMR-Spektren konnte
durch den Einsatz von HMBC- (heteronuclear multiple-bond-coherence) und HSQC-
Spektroskopie (heteronuclear multiple-quantum-coherence) erzielt werden, was bei der
Messung von Metaboliten von Tabakzellkulturen angewandt wurde [Mesnard et al. 2000]. Die
Entwicklung von Submikroprobenkdpfen brachte eine weitere Steigerung der Sensitivitét auch
ohne ""N-Anreicherung [Hadden et al. 1998]. Unter diesen Voraussetzungen konnten die
Extrakte der Calystegia Wurzelkulturen nach erfolgter "’N-Tropinonfiitterung sowohl mit
eindimensionaler "N-NMR als auch per HMBC-Verfahren vermessen werden (C 3.2.2).
Probleme bei verdnderten chemischen Verschiebungen zwischen den Referenzsubstanzen und
Signalen der vermessenen Extrakte, die wie sich herausstellte pH-abhidngig waren, konnten
durch Pufferung mit 1 M Phosphatpuffer pH 4,0 beseitigt werden. Ahnliche pH-abhiingige
Verschiebungen wurden auch von Ford und Mitarbeitern bei '’N-Tropinon beobachtet [Ford et
al. 1994].

Tropinon wurde als biosynthetische Vorstufe fiir die weitere Synthese von Pseudotropin und

den Calysteginen Az, By und B, nachgewiesen.

Der Einbau des markierten Tropinons wurde quantitativ per GC-MS anhand der typischen stick-
stoffhaltigen Fragmente der einzelnen Calystegine verfolgt (C 3.2.1). Pseudotropin war schon
nach der ersten Ernte nach 2 Tagen vollstindig markiert. Daraus kann man schlielen, dass die
vorhandenen Pseudotropinmengen innerhalb dieses Zeitraumes weiter metabolisiert wurden und
somit nur das aus dem markierten Tropinon neu reduzierte Tropanol akkumulierte. Markiertes

Tropin war nicht detektierbar, was mit Beobachtungen von fritheren Tropinonfiitterungen
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iibereinstimmt, in denen gezeigt wurde, dass Tropinon erst ab Konzentrationen von 5 mM zu
einer erhohten Tropinbildung fiihrt (C 4.1). 0,5 mM Tropinon, wie hier bei der markierten
Fiitterung eingesetzt, wurde nur zum Pseudotropin metabolisiert.

Innerhalb der Calystegine war iiber 4 und 6 Tage ein stetiger Anstieg der Markierung
nachweisbar, der im Calystegin A; im Vergleich zu den B-Calysteginen schon nach 4 Tagen
50% iiberstieg und nach 6 Tagen iiber 90% erreichte. Anhand dieses Ergebnisses kann
spekuliert werden, dass aus den trihydroxylierten die tetrahydroxylierten Calystegine gebildet
werden. Die Bildung von Calystegin B; und B, aus A; wire durch eine jeweilige zusétzliche

Hydroxylierung moglich.

Damit konnten frithere Experimente von Goldmann und Mitarbeitern bestdtigt werden. Sie
hatten '*C-Putrescin als einen friihen Metaboliten der Biosynthese an C. sepium Wurzelkulturen
gefiittert, was in markierten Calysteginen resultierte [Goldmann et al. 1990]. Nach Fiitterung
von N-Tropinon an 4. belladonna Wurzelkulturen konnte nur markiertes Calystegin As nach-
gewiesen werden [Draeger et al. 1994b]. Von Hibi und Mitarbeitern wurde in Wurzelkulturen
von C. sepium PMT-Aktivitit gemessen, womit frithe Schritte der Calysteginbiosynthese in
dieser Convolvulaceae nachgewiesen wurden [Hibi et al. 1992]. Die Biosynthese der
Calystegine vom Tropinon ausgehend iiber eine Reduktion zum Pseudotropin wurde trotzdem
immer wieder angezweifelt [Molyneux et al. 1996] und kann mit diesen Untersuchungen als

gesichert gelten.

D 2.3 Die Kinetik der Calysteginbildung

Von der Beobachtung nach '’N-Tropinonfiitterung an C. sepium Wurzelkulturen ausgehend,
dass die A-Calystegine anscheinend vor denen der B-Gruppe gebildet werden, wurde die
Kinetik der Calysteginbildung durch weitere Markierungsexperimente untersucht (C 3.3). Dazu
wurden Wurzeln zuerst auf vollstindig mit "*N-substituiertem Medium herangezogen, dann auf
"N-haltiges Medium umgesetzt und im Zeitraum von 12 Stunden bis 9 Tagen sowohl mit GC-
MS als auch mit NMR auf ihre Calysteginakkumulation untersucht. Ahnliche Markierungen
und Untersuchungen von Alkaloidbiosynthesen erfolgten bereits durch Ford und Mitarbeiter
[Ford et al. 1994]. Sie zeigten, dass sowohl D. stramonium als auch N. tabacum Wurzelkulturen
sehr gut auf Ndhrmedien mit substituiertem '“N-Nitrat und ’N-Ammonium wachsen und in
ihrer Alkaloidbiosynthese nicht gestort sind.

"*N-Nitrat wurde auch fiir sogenannte Pulse-Chase-Experimente z.B. in Nicotiana repanda zum
Verfolgen der Nicotin-, Nornicotin- und N-Acylnornicotin-Biosynthese verwendet [Laue et al.
2000]. Pulse-Chase-Experimente wurden z.B. angewandt, um die Aufnahme und Umwandlung
von '*CO, in Polysaccharide und Stirke in Zellkulturen von Sojabohnen zu verfolgen
[Lozovaya et al. 1996], den Purinmetabolismus durch Gabe von '*C-markierten Vorstufen in
Mate-Pflanzen zu untersuchen [Ashihara 1993] oder in Kartoffelknollen transgener Pflanzen die
Aktivitdt des hochregulierten Enzymes ADP-Glucose-Pyrophosphorylase zu bestétigen
[Sweetlove et al. 1996].
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Das Umsetzen der Wurzelkulturen von '*N-haltigem auf normales '*N-haltiges Medium erfolgte
in dieser Reihenfolge, um ein normales Wachstum auf dem isotopenverdnderten Medium
sicherzustellen. Auch nach Umsetzung nahm die Biomasse parallel zur Gesamtcalystegin-
akkumulation zu. Nach 24 Stunden waren die ersten neu gebildeten Calystegine detektierbar,
was nach 12 Stunden noch nicht der Fall war (Abb. C-18). Zum einen kann es sich hierbei um
eine kurze Adaptionsphase an das neue Medium handeln, zum anderen kénnten auch erst die
Pools der vorhandenen Metabolite fiir die Biosynthese genutzt worden sein. Die als Ausgangs-
stoffe verwendeten Aminosduren mussten ebenfalls neu nachgebildet werden. In vergleichbaren
Pulse-Chase-Experimenten von Laue und Mitarbeitern, in denen der Fluss von "NO;™ in Nicotin
innerhalb der gesamten Tabakpflanze untersucht wird, wurden die ersten Markierungen im
Nicotin nach 24 Stunden gemessen [Laue et al. 2000]. Auch hier mussten erst der Primér- und
folgend der Sekundirstoffwechsel durchlaufen werden. Werden innerhalb von Biosynthesen
Vorstufen gefiittert, konnen jedoch stiindlich neu gebildete Biomolekiile detektiert werden, wie
z.B. nach der Gabe von *C-Cadaverin an Lupinus-Arten zur Lupanin- und Sparteinbildung, die
nach 4 h bereits messbar war [Wink 1987].

Innerhalb der folgenden 9 Tage wurden keine deutlichen Unterschiede zwischen neu synthe-
tisiertem Calystegin A; und den B-Calysteginen beobachtet. Die Biosynthese lief stetig ab, die
gesamte Markierung iiberschritt 70% nicht. Damit konnte gezeigt werden, dass die zuvor
gebildeten Nortropanalkaloide weiter in der Wurzel gespeichert und weder abgegeben noch
abgebaut werden. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen des Nédhrmediums, in dem nur
Spuren von Calysteginen gefunden wurden. Insgesamt wird durch das Umsetzen auf frisches
Medium ein Biosyntheseschub nach 2 Tagen beobachtet, der danach wieder abflacht. Das kann
mit dem Angebot an Nihrstoffen und speziell mit der Konzentration an Saccharose zusammen-
héngen. Untersuchungen der Alkaloidakkumulation in C. sepium Wurzelkulturen zeigten bei
Veranderung des Nahrmediums (halbierte Konzentration der Minerale, 5% Saccharose, B 1.1)
eine erhdhte Calysteginbildung [Meier 2001]. Ahnliches wurde auch bei Wurzelkulturen von 4.
belladonna beobachtet [Rothe et al. 2001]. Beim Umsetzen von Wurzelkulturen induziert
Saccharose die Calysteginbiosynthese [Rothe 2002]. Solch eine Induktion wurde auch bei der
Indolalkaloidbiosynthese in Catharantus roseus beobachtet [Schroeder et al. 1999].

Insgesamt kann festgestellt werden, dass mit diesem Pulse-Chase-Experiment keine Aussage
iiber die Reihenfolge der gebildeten Calystegine gemacht werden kann. Die Calystegine der A-
und B-Gruppe akkumulieren zum gleichen Zeitpunkt in dhnlichen Mengenverhéltnissen. Die
zeitlich eher stattfindende Akkumulation von Calystegin A; bei zugefiittertem Tropinon kann
durch ein limitierendes Enzym zustande gekommen sein, das weitere Hydroxylierungen an
A-Calysteginen vornimmt. Dies wiirde zu einer gleichméfBigen Bildung von A- und B-Calyste-
ginen unter normalen metabolischen Bedingungen fiihren. Bei Fiitterung von 0,5 mM Tropinon
war eine absolute Calysteginerh6hung zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

Wie in dieser Arbeit gezeigt, entsteht aus Pseudotropin durch Demethylierung als néchster
Metabolit Norpseudotropin (C 4.3.3). AnschlieBende Hydroxylierungen scheinen nicht
limitierend zu sein, da keine dihydroxylierten Nortropane mit fiir Calystegine typischer
dquatorialer 3-Hydroxylgruppe akkumulieren. Werden aus den Calysteginen A; und As die B-
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Calystegine gebildet, muss dieser Schritt unter normalen metabolischen Bedingungen sehr
schnell ablaufen, da in dieser Untersuchung mit fortschreitender Zeit keine schnellere Verdiin-
nung der Markierung im Pool der A-Calystegine zu messen war. Im Fall eine schnelle
Einfiihrung einer vierten Hydroxylgruppe stattfindet, so bleibt trotzdem mehr als die Hilfte des
Calystegin Aj; unmetabolisiert. Das wiirde auf einen intrazelluldren Abtransport, eventuell in die
Vakuole, schlielen lassen, wenn wir von einer cytosolischen Biosynthese ausgehen. Dies bedarf
experimenteller Aufkldrung. Das Modell einer regulierten Hydroxylierung mit anschlieBendem
selektiven Transport wiirde das fiir jede calysteginhaltige Pflanze typische, aber unterschied-
liche Akkumulationsmuster der verschiedenen Calystegine erkldren. Das Auftreten der indivi-
duellen Calysteginzusammensetzungen ist zu konstant, um zufdllige Hydroxylierungen zu
postulieren.

D 2.4 Die Akkumulation von 2,7-Dihydroxynortropan

In den 80er Jahren wurden bereits in Erycibe-Arten (Convolvulaceae) Dihydroxynortropane,
Baogongten C (2[3,63-Dihydroxynortropan) und Erycibellin (23,73-Dihydroxynortropan), nach-
gewiesen [Chen et al. 1986; Lu et al. 1986]. Asano und Mitarbeiter isolierten 2001
dihydroxylierte Nortropane aus den calysteginhaltigen Pflanzen Calystegia soldanella (2a,7[3-
und 20,3B3-Dihydroxynortropan) und Duboisia leichhardtii (30,7B-Dihydroxynortropan). Zwei
dieser Nortropane tragen die fiir Calystegine typische Hydroxylgruppe in 3 dquatorialer Position
nicht. Sie wurden in verschiedenen calysteginhaltigen Arten der Convolvulaceen und
Solanaceen nachgewiesen, so auch in Calystegia sepium Wurzelkulturen. Akkumulieren in
Pflanzenarten dieser beiden Familien keine Calystegine (Ipomoea nil, Cestrum nocturnum), so

waren auch keine Dihydroxynortropane nachweisbar [Asano et al. 2001b].

Diese Beobachtung konnte nach Erhalt der isolierten Referenzsubstanz von uns bestétigt
werden. 2a,7B-Dihydroxynortropan akkumuliert in geringen Mengen (5-10 pg/g FM) in den

Wurzelkulturen. In oberirdischen Pflanzenteilen wurden Spuren detektiert.

Nach Fiitterung von ""N-Tropinon wurde die Markierung auch im 2,7-Dihydroxynortropan
nachgewiesen. Der Einbau verlief in analogen Mengenverhéltnissen und gleicher Zeit wie der in
die B-Calystegine (C 3.2). Damit entsteht dieses Nortropan aus Tropinon iiber bislang
unbekannte Schritte. Es kann vermutet werden, dass es sich eher um ein Abbauprodukt als um
ein Zwischenprodukt bei der Bildung der Calystegine handelt, da die vom Tropinon {iber
Pseudotropin eingefiihrte 3B3-Hydroxylgruppe fehlt. Die Betrachtungen der Akkumulations-
kinetik sprechen auch eher fiir ein Abbau- als ein Zwischenprodukt. Bei den Pulse-Chase-
Experimenten (C 3.3) wurde 2,7-Dihydroxynortropan nur in geringen Mengen nachgewiesen, in

denen eine Quantifizierung der markierten Fragmente nicht moglich war.

Es konnte sich aber auch um ein Nebenprodukt der Biosynthese handeln.
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D 2.5 Norpseudotropin als weiterer Biosynthesemetabolit

In der Biosynthese der Calystegine bestand bislang die Frage, welcher der ndchste metabolische
Schritt nach der Bildung des Pseudotropins ist. Wird dieses zuerst demethyliert oder erfolgen
zunéchst die notigen Hydroxylierungsschritte?

Der erste Hinweis, dass zuerst die Demethylierung stattfindet, war der Nachweis akkumu-
lierenden Norpseudotropins in den C. sepium Wurzelkulturen. Es wurde anhand seiner
Retentionszeit und des Fragmentierungsmusters per GC-MS identifiziert (C 4.3.3). Als Referenz
stand Nortropin zur Verfiigung, welches identisch fragmentiert, aber eine frithere Retentionszeit
aufweist (B 2.3.7).

Um den eindeutigen Nachweis der Entstehung des Norpseudotropins aus Pseudotropin zu
erbringen, sollte Pseudotropin mit Tritium auf enzymatischem Weg markiert und an Wurzel-
kulturen gefiittert werden (C 4.3.1). Bei der praktischen Durchfithrung des Experimentes traten
verschiedene Probleme auf. Zum einen waren die Ausbeuten beim Einbau des Tritiums in
Pseudotropin sehr niedrig, welches im Widerspruch zu den erfolgten unmarkierten Vorver-
suchen stand. Bei diesen waren Einbauraten von bis zu 96% zu messen (Daten nicht gezeigt). Es
wére eine Diskriminierung der Substrate durch die beteiligten Enzyme denkbar, was z.B. bei der
UDP-Galaktose-4-Epimerase (aus FE.coli) und der UDP-Galakturonat-4-Epimerase (aus
Anabaena flos-aquae) [Maitra et al. 1974] sowie der Ribulose-1,5-Biphosphat-Carboxylase
[Sue et al. 1982] beobachtet wurde. Zum anderen traten hohe Verluste der Markierung bei dem
Versuch der Reinigung des erhaltenen Wurzelextraktes auf. Da die Reinigung der Calystegine
iiber einen stark sauren Kationenaustauscher (B 2.3.1) erfolgt, kann ein Austausch des Tritiums
gegen Wasserstoff nicht ausgeschlossen werden. Tritium wird in wéssrigen Losungen teilweise
sehr schnell mit Wasserstoff ausgetauscht [Woelfle et al. 1986]. Solche pH-abhéngigen Verluste
wurden bereits bei Untersuchungen der Funktionsweise der Riboflavinsynthetase mit markierten
Substraten beobachtet [Plaut et al. 1970]. Sollte der Extrakt tiber Extrelut aufgereinigt werden
(B 2.3.2), war das vorherige Einstellen eines sehr hohen pH-Wertes notig, was nach Extraktion
der Tropanole von dem Sdulenmaterial ebenfalls zum kompletten Markierungsverlust fiihrte.
Durch ein fehlendes Reinigungsverfahren erwiesen sich das Auftragen des Rohextraktes auf DC
und die anschlieBende Entwicklung sehr schwierig. Letztlich war nur markiertes Pseudotropin
nachzuweisen (Abb. C-22B).

Das Problem wurde mit einem reversen Fltterungsversuch von unmarkiertem Pseudotropin an
komplett mit *N-markierte Wurzelkulturen gelost (C 4.3.3). Diese Methode hat den Vorteil,
dass die lange und meist schwierige Herstellung eines markierten Substrates entfdllt. Durch
Verwendung eines stabilen Isotops war die Analyse per GC-MS mdoglich. Die Quantifizierung
des Stickstoffgehaltes in den Fragmenten von Norpseudotropin ergab einen fast vollstdndigen
Anteil von "N, womit das gebildete Intermediat direkt aus Pseudotropin gebildet worden sein

muss.

Nun bestand die Frage nach dem an dieser N-Demethylierung beteiligten Enzym. Nach dem
derzeitigen Stand der Kenntnis kommen fiir diese Demethylierung nur Cytochrom P450-

abhingige Monooxygenasen in Frage. Die Beteiligung dieser in der oxidativen Demethylierung
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verschiedener Xenobiotika hoherer Pflanzen wird von [Young et al. 1976] und [Dohn et al.
1984] aufgezeigt. Ein der Bildung des Norpseudotropins aus Pseudotropin sehr dhnlicher Schritt
stellt die N-Demethylierung des Nicotins zum Nornicotin dar. Auch diese enzymatische
Katalyse ist noch nicht aufgeklért, wird aber als P450 abhingig diskutiert [Chelvarajan et al.
1993; Mesnard et al. 2002].

Fiir den Nachweis einer Beteiligung von P450 Enzymen wurden starke Inhibitoren und
Induktoren an Wurzelkulturen angewandt (C 4.3.4). Unter Einwirkung des Hemmstoffs
Tetcyclacis kam es zu einer Senkung der akkumulierten Calysteginmenge. Pseudotropin
verringerte sich aber ebenfalls wie auch die gesamte Frischmassezunahme im Gegensatz zu den
Kontrollwurzeln stagnierte. Es wird angenommen, dass bei der Applikation des starken P450-
Hemmstoffs an eine gesamte Kultur auch der Primérstoffwechsel gehemmt wird und folglich
die Sekundirstoffproduktion erniedrigt ist. Die in der Literatur beschriebenen Hemmversuche
wurden bislang immer an isolierten Mikrosomen und nicht an gesamten Pflanzen durchgefiihrt
[Funk et al. 1994; Halkier et al. 1991]. Eine Mikrosomenisolierung aus den Wurzelzellen und
die Etablierung eines Enzymassays miissten daflir entwickelt werden. Das zur Induktion
eingesetzte Phenobarbital brachte keine Erhéhung der Calysteginmengen. Auch bei anderen

P450 Enzymen zeigten nicht alle Barbiturate eine induzierende Wirkung [Haider et al. 1997].

Ein weiteres Problem der Untersuchung und Quantifizierung des Norpseudotropins stellt dessen
ungleichmifBige Akkumulation dar. Dieser Fakt wird als Ursache angenommen, dass der
Metabolit so lange unentdeckt blieb. In ersten Untersuchungen akkumulierte Norpseudotropin
in Wurzeln, die auf normalem B5-Medium wuchsen. Einige Monate spéter war dies nicht der
Fall. Der Nachweis erfolgte nur in élteren Wurzeln (> 21 Tage), die auf Medium mit erhohtem
Zuckergehalt gewachsen waren, und auch dort nur in sehr geringen Mengen (15-20 pg/g FM).
Es ist bekannt, dass eine erhohte Saccharosemenge im Medium zu einer gesteigerten
Calysteginproduktion in Calystegia und Atropa fiihrt [Meier 2001; Rothe et al. 2001]. Diese
Beobachtung untermauert die Theorie der Beteiligung einer Cytochrom P450 abhidngigen
Monooxygenase an der N-Demethylierung. Fiir diese Enzymgruppe wurde eine Induktion mit
Saccharose beschrieben [Schroeder et al. 1999]. Eine Erkldrung des Mechanismus des
Saccharoseeffektes auf den Sekundarstoffwechsel gibt es noch nicht. Es ist aber bekannt, dass
Saccharose neben Glucose nicht nur in der Funktion als metabolische Ressource, sondern auch
in der Regulation von physiologischen Prozessen eine gro3e Rolle spielt [Smeekens 2000].
Zuckermolekiile konnen Signalkaskaden aktivieren, so 16st z.B. die Bindung von Glucose an
Hexokinase eine Konformationsdnderung mit erhohter ATP-Affinitdt aus, die iiber weitere

Signalkaskaden Stoffwechselvorgénge beeinflussen [Sheen et al. 1999].
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D 3  Ausblick

Anhand der vorgestellten Ergebnisse leiten sich weitere Arbeiten sowohl zu den Tropinon-
reduktasen als auch zur Biosynthese der Calystegine ab. Die ermittelten Resultate bieten eine

gute Grundlage, um folgende Fragestellungen weiter zu verfolgen:
Die Tropinonreduktasen

Fiir die in dieser Arbeit isolierte putative tr sollten weitere Anstrengungen unternommen
werden, um rekombinant erzeugtes Protein zu erhalten. Es sollte nach Uberexpression in E. coli
die nachtrigliche Faltung der Proteine nach Auflosung der inclusion bodies erfolgen.
Verschiedene Methoden werden dazu beschrieben [Clark 1998; Lilie et al. 1998]. Sollte das
Protein Tropinon als Substrat nicht umsetzen, miissten andere reduzierbare Substrate getestet

werden.

Falls die putative tr nicht fiir eine Tropinonreduktase kodiert, sollte die Protein- und/oder
Gensequenz der trll ermittelt werden. Dazu konnte das Protein der TRII weiter gereinigt
werden. Diese Reinigung sollte mehr auf Proteinhomogenitét als Proteinaktivitdt ausgerichtet
sein. Nach Verdau des Proteins konnten die Peptide sequenziert werden. Daraus lieBen sich

degenerierte Primer zur Isolierung der cDNA mit RT-PCR ableiten.

Zur Ermittlung der Gensequenz ohne Wissen der Proteinstruktur wire im Gegensatz zur hier
vorgestellten Vorgehensweise per RT-PCR mit degenerierten Primern die Herstellung und das
Screening einer cDNA-Bank zu empfehlen. Dabei konnten Sonden von der putativen tr benutzt
werden. Nach erfolgreicher rekombinanter Expression der TRII sollte das Protein gereinigt und
seine biochemischen Eigenschaften bestimmt werden. Ich wiirde Bakterien als
Expressionssystem vorschlagen, da zum einen alle bisher bekannten TRs in diesen sehr gut
exprimiert wurden, zum anderen auftretende Probleme, wie die Ausbildung von inclusion
bodies, experimentell l16sbar sind. Die ermittelten katalytischen Eigenschaften des
rekombinanten Proteins konnten mit denen der nativen TRII verglichen werden. Im Fall der
Verwendung eines fags, wie z.B. der 6fach Histidinrest zur einfacheren Reinigung des Proteins,
konnte dessen Einfluss auf ein Protein durch Vergleich mit dem nativen Protein bestimmt
werden. In Northern und Southern Blot Experimenten sollte die Akkumulation der

Transkriptmengen und die genomische Organisation im Vergleich zur trl untersucht werden.

Im Vergleich zur gut untersuchten TRI aus D. stramonium sind einige an der Substratbindungs-
stelle in der TRI beteiligten korrespondierenden Aminosduren stark abweichend. Durch
Kristallisationsstudien mit Substrat, Cosubstrat und Produkt sollte die genaue Ausbildung der
Substratbindungsstelle bestimmt werden. Gerichtete Mutagenese einzelner Aminosduren mit
anschliefender rekombinanter Expression des mutierten Proteins und dessen Charakterisierung

wiirden Aufschliisse iiber die katalytischen Eigenschaften des Enzyms geben.

Durch die Ermittlung der Promotorsequenz beider Tropinonreduktasen kann iiber bestimmte

regulatorische Sequenzen eine Induzierbarkeit abgeleitet werden. Beispicle dafiir sind die
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sogenannten G-Boxen (5’-CACGTG-3’), die iiber verschiedene Signale aktiviert werden. So
wird z.B. die Ribulose-1,5-Biphosphat-Carboxylase (rbcs) mit Licht [Giuliano et al. 1988] oder
die Alkoholdehydrogenase mit anidrobem Stress induziert [Ferl et al. 1987], wohingegen
Saccharose auf die rbcs von Phaseolus vulgaris hemmend wirken kann [Urwin et al. 1997].
Weiterhin nehmen spezielle Enhancer-Sequenzen auf die Transkriptionsrate von
[-Galaktosidase als Reportergen einen Einfluss [Walters et al. 1995].

Um genauere Aussagen zum Ort der Biosynthese zu erhalten, sollte ein immunohistochemischer
Nachweis, speziell in den oberirdischen Geweben, erfolgen. Dazu miissten aus den gereinigten,
rekombinanten Proteinen Antikdrper hergestellt werden. Zum Nachweis des Ortes der
Sekundirstoffproduktion sollten diese Untersuchungen auf weitere an der Biosynthese

beteiligten Enzyme ausgeweitet werden, z. B. auf die Putrescin-N-Methyltransferase.
Die Calysteginbiosynthese

Die Identifizierung von Norpseudotropin, das durch N-Demethylierung aus Pseudotropin inner-
halb der Calysteginbiosynthese entsteht, bildet die Grundlage zu weiteren Untersuchungen
dieses biosynthetischen Schrittes. Eine Proteinextraktion mit anschlieBendem Enzymassay sollte
etabliert werden. Wird von der Moglichkeit der Beteiligung einer Cytochrom P450 abhéngigen
Monooxygenase ausgegangen, sollten die Mikrosomen der Zelle isoliert werden, da P450
Enzyme membransténdig sind. Im Enzymassay sollten NADPH und O, als Cofaktor eingesetzt
werden. Mit Hemm- und Induktionsversuchen im Assay kann die Beteiligung von P450
Enzymen belegt werden. Als typische Hemmstoffe kdmen die reversible CO-Hemmung, die
durch Licht aufhebbar ist, als auch Imidazol- und Triazolderivate in Frage [Donaldson et al.
1991].

Zur Charakterisierung des Enzyms stehen zwei Wege zur Verfiigung. Zum einen kann das
Protein isoliert werden, was wegen der Membransténdigkeit sehr schwierig ist, aber in einigen
Féllen erfolgreich gelang [Kahn et al. 1997; Stadler et al. 1993]. Zum anderen kann die cDNA
isoliert und das Protein rekombinant erhalten werden. Dies bedingt eine Induzierbarkeit des
Gewebes, aus welchem RNA isoliert wird, damit anschlieBend durch ein Differential Display
die Vielzahl der P450-Gene eingegrenzt werden kann [Schopfer et al. 1998]. Microarrays mit
subtraktiver Hybridisierung bieten zusitzliche methodische Ansatzpunkte [Byers et al. 2000].

Weitere Biosyntheseuntersuchungen wiirden die Hydroxylierungsschritte am Norpseudotropin
betreffen. Reverse Fiitterungsversuche an markierten Wurzelkulturen analog zum Nachweis des
Norpseudotropins wiren denkbar. Das oder die beteiligten Enzyme sollten extrahiert und im
Enzymassay ndher charakterisiert werden. 2-Oxoglutaratabhéngige Dioxygenasen oder auch

Cytochrom P450 abhingige Monooxygenasen kommen in Frage.
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E Zusammenfassung

Calystegine sind polyhydroxylierte Nortropanalkaloide, die sich in ihrer Biosynthese von der
Tropanalkaloidbiosynthese ableiten. Durch ihre Glycosidaseshemmwirkung stellen sie
potentielle Leitsubstanzen fiir einen vielféltigen therapeutischen Einsatz zur Bekdmpfung von
Krebs, bei der Behandlung von Diabetes mellitus oder als Virustatika dar. Da sie schwer
synthetisch zugénglich sind und die Isolierung aus biologischem Material sehr aufwendig ist,

kann das Verstehen der einzelnen biosynthetischen Schritte zu ihrer Gewinnung beitragen.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Untersuchung der Calysteginbiosynthese in Calystegia
sepium unter besonderer Beriicksichtigung der Tropinonreduktion und anschlielender Enzym-

schritte.

« Mit Hilfe von RT-PCR und degenerierten Primern wurden zwei TR-homologe
Fragmente amplifiziert. Diese wurden mit RACE-PCR vervollstidndigt. Es resultierten
eine trl- und tr-homologe cDNA-Sequenz.

* Beide Sequenzen zeigen die typischen Merkmale der kurzkettigen Dehydro-
genasen/Reduktasen. Auf Aminosdureebene ergaben sich 58% (TRI) bzw. 51% (putTR)
Homologie zu den Tropinonreduktasen der Solanaceen. In den konservierten

Aminosduren der Substratbindungsstelle liegen teilweise starke Unterschiede vor.

* Die TRI wurde rekombinant in E. coli mit einem 6fach Histidinrest am C-Terminus der
Sequenz exprimiert und gereinigt. Das Enzym ist in der Lage, nicht nur die Tropin-
reduktion sondern auch die Tropinoxidation bei héheren pH-Werten zu katalysieren. In
dieser Eigenschaft sowie seinem pH-Optimum der Reduktion gleicht es den TRI der
Solanaceen. Die Affinitit zu Tropinon ist jedoch geringer als bei den bekannten TRI.
Die Umsetzung der Cyclohexanone und teilweise der Piperidinone ist dagegen hoher als

Tropinon, was bei den TRI der Solanaceen nicht beobachtet wurde.

* Die Expressionsanalyse der trl in den einzelnen Pflanzenorganen ergab eine hohe
Transkriptionsrate in der Pflanzenwurzel als auch in allen Entwicklungsstufen der
Wurzelkultur. Ein schwaches Signal wurde in der Sprossachse detektiert. Damit ist
dieses Enzym neben der trll in S. fuberosum ebenfalls in oberirdischen Geweben

nachweisbar, was Fiitterungsversuche mit Tropinon bestétigten.

* Die Untersuchung der genomischen Struktur der trl ldsst auf eine Genfamilie mit
mindestens 3 verschiedenen Genen schlief3en.

¢ Fir die putative tr wurde fiir die rekombinante Expression neben E. coli auch ein
Hefesystem und die Expression in Tabakpflanzen getestet. In keinem dieser Systeme
gelang es, aktives Enzym zu erhalten. Aus diesem Grund wurde das native Protein der
TRII aus Wurzelkulturen isoliert und angereinigt. In seinen katalytischen Eigen-
schaften, dem pH-Optimum und der Substratakzeptanz verhélt es sich dhnlich den TRII

der Solanaceen.
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¢ Der Verlauf der Biosynthese vom Tropinon iiber Pseudotropin zu den Calysteginen
wurde mit einer '°N-Tropinonfiitterung belegt. Der Einbau der Markierung wurde
sowohl mit NMR als auch quantitativ mit GC-MS analysiert. 2,7-Dihydroxynortropan
wurde ebenso wie die Calystegine bei dieser Fiitterung markiert. Die biosynthetische

Entstehung dieses Metaboliten ist bislang unbekannt.

»  Mit Pulse-Chase-Experimenten und ’N-Markierung der Wurzelkulturen wurden Unter-
suchungen zum Kkinetischen Verlauf der Calysteginbildung durchgefiihrt. Die
Biosynthese verlduft durchschnittlich mit einer Rate von 15 ug/h/g Trockenmasse
Gesamtcalysteginproduktion. Es wurde kein zeitlicher Unterschied in der Akkumulation

der A- und B-Calystegine festgestellt.

* Die Metabolite Tropinon, Tropin und Pseudotropin akkumulieren in allen Pflanzen-
organen. Bei einer Fiitterung mit Tropinon wird dieses von den Wurzeln, der Spross-
achse und jungen Blittern umgesetzt. Dabei ist die FlieBrichtung zum Pseudotropin hin
bevorzugt. Es akkumuliert ca. die 15fache Menge an Pseudotropin gegeniiber Tropin
nach Tropinonfiitterung.

» Fiitterungsversuche mit Tropin zur Untersuchung der weiteren Verstoffwechselung
dieses Metaboliten ergaben keine Resultate. Ein bislang unbekannter Tropinester

akkumulierte.

* Norpseudotropin konnte als weiterer Metabolit der Calysteginbiosynthese identifiziert
werden. Der Nachweis der Entstehung dieses Metaboliten aus Pseudotropin gelang iiber

eine reverse Fiitterung dessen an komplett mit '°N markierte Wurzelkulturen.

e Fiir die N-Demethylierung des Pseudotropins wird die Beteiligung von Cytochrom
P450 abhingigen Monooxygenasen postuliert. Erste Hemm- und Induktionsversuche
dieser Enzymgruppe an Wurzelkulturen erbrachten noch keine Bestdtigung dieser
Theorie und sollten an isolierten Mikrosomen wiederholt werden.

e Zur besseren diinnschichtchromatographischen Trennung sowohl der Intermediate der
Calysteginbiosynthese als auch dieser selbst wurde ein Verfahren der Automatischen
Mehrfachentwicklung (AMD, automated multiple development) von DC-Platten
entwickelt.
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G Anhang

G 1 cDNA-Sequenzen von Calystegia sepium

G 1.1 TRI-cDNA

ATATATCAGGCCAGCTAGCAGGT TGTGTCTTTTAAGCTACTGGTGATATAATTAAGCTTT

GGTCTGATCTTTGGT CCTTGAATAACAAGAAAT GAGCT TTGGACAAGGAAAGT GGTCTCT
M S F G Q G K WS L
CCAGGGCATGACAGCTCTCGT GACTGGTGGTACTCGAGCCATTGGT TATGGAATTGT TGA
QG M™MTAL VTGGTIRGI GY GI1 V E
AGAGCTAGCAGGATTTGGAGCAGAGGT TTACATTTGI TCCCGAAAGCAAAACGAAGT TGA
E L AGFGAEVYI|]l CSRKOQNEVD
TGAGT CCGT GCGGAAAT GGAGGGAGAAAGCGCT TCAAAGT TGCCGGAT CTGCGT GCGACAT
E CVGKWREIKGFKVAGSATCD I
TTCCTCAAGGACACAGAGAGAAGAGT TGATAAAAAATGT TGCCCATCACT TCAATGGAAA
S S RTAQREZELI KNVAMHMHTFNGK
GCTCAATATCTTGGT GAATAAT GCGGGAACGATACT GCCAAAGGACGCAACAGAGT TCAA
L NI L VNNAGTI L P KDATE F K
AGCTGAAGATTACACACTTATAATGGGAACCAACTTTGAGCCTTCATTTCACCTTTGI CA
AE DY TULI MGTNZFEASTFMHIL CQ
GITGGCACATCCATTCCTCAAAGCTTCATCAATGGGAACCATAGT TTTCAATTCTTCGGT
L AHPFULKASSMGTI VFNZSSV
CCCTGGAATCATCCCTGTATTTAAAACCACT CTCTATGCCGCCAT CCAAAGGAGCAATAAA
AAGI I PV FKTTLYAASIK K GAI N
TCAAGTGACAAAGAACT TAGCAT GT GAGT GGGCCAAAGACAACATTCGT GT TAACTCGGT
QV T KNLACEWAIKUDNI RV NSV
TGCACCTTGGEGT CATTCGGACCAAGCT CGT TAATGACT TCGATAGT GAGAGT GAAGGATC
AP WVI RTIKULVNDUJFDSE S E G S
AGAAGAAAT CGAGCGAAT GAT CCGT CGGACCCCGAT CAGCCGGCCAGGAGAAGT TGGAGA
E EI ERMI RRTWPI SRPGEV GE
AGITTCGTCGITGGTGECGT TCTTGT GCTTGCCTGCTGCATCATATAT CACT GGACAAAC
v §$ S L V AFLCLPAASY I TGOQT
TATCTGCGTAGATGGT GGATATACCATCACTGGT TTCCCATAAAAAATGI TACATTATTT
I ¢ v DGGYTI T GFP
TCCTTCCAAATGT GATAATATAATAAATCTCTTTATATTTACT GGACGCCT GACCAGAGA

ATAAATATTCAGAGACAAATTTAAACAAATAATGTAGCATTACTGTATGCTAATTGITTT

AAGGATTGATGT TGT TGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - 1073

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

Abb. G-1: CS-TRI cDNA mit korrespondierender Aminoséduresequenz. Start- und Stoppcodon sind
unterstrichen. Die Sequenz wurde in der EMBL-Datenbank unter der Nummer AJ 427397

eingetragen.
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G 1.2 Putative TR-cDNA

CCAAACATTTAAGAAT CAGCAAT GECT GGAAGGT GGTCTCTTCAAGGCATGACTGCTCTT
M A GRWSL QG MT AL
GITACTGGTGGTACACGT GECCT TGEECATGCAATAGT GGAAGAACT TTCTAGCCTTGEC
v T 666 T RGL GHAI V EETUL S S L G
GCGATTGCGTACACATGI TCACGT AACCAGAAGGAGCT TGACGAGT GCCTCAAAAATTGG
Al AY TOCSIRN QK ELDETCL KNW
AAAGAGAAGGGT TATCCCGT TTTTGGCTCTACCT GT GACATAT CACAACAAT CAGAACGT
K E K GY PV F GSTOCDI S Q QS E R
GAAAATCTAATACAATTAGT CTGCAAACAGT TTGATGGGAAACTCCACATCTTAGTAAAC
ENLI QL VCKOQFDGI KULHI L V N
AGTGCGGECTACGAT TATACCCAAAGAAACT CTGAAT TTAAACGCTGAGGATAACTCCATT
S AATI1 I P KETULNILNATEDNSI
GIGATTGGAACAAACCTCATGACTTCATTGAACTTTAGCCAACTTGCACACCCATTATTG
v I 6T NLMTSL NZFS QL A HPILIL
AAGGCCT CCGGAAAT GGAAGCATAGTCTTCATCTCTTCATGTGCTAGITTTGI TTTCGTA
K A°S GNGSI VFI §S§SCASUFVF YV
CCTGITCATACCGT CTATGCTGCAACCAAAGGT GCAATTAATTCACTAGCAAAGAACTTA
P VHTVYAATI KU GAI NSL A KNIL
GCATGCGAAT GGGCAAAT GACAACATTCGCGT CAATGCCGT TGCACCAT GGGCCATGAGA
AACEWANUDNI RVNAVAPWAMR
ACCTCCCTCACCGAGECCCCTAGAGAAGAAGCT GGEEGAGAAATACTAGAAGCATTGATC
T S L TEAAREEAGGETI L E A L I
CAAAGGACACCACAACACCCECT TGTAGAGCCGAAAGAAGCT TCAGCGECGGT TGCATTC
QRTPQHRLV EPKEASAAVATF
CTTTGCTTCCCAGCGTCTTCTTTTGTGACTGGT CAAGT CATTTGCGT AGATGGTGGAGCA
L ¢ F PASSFVTGOQVI CVDGSGA
ACAAGCTATGGTCTCTGATCAATGCCAAAATATGATTAATTAATGCC - 827
T S Y G L

Abb. G-2: Putative CS-TR cDNA mit korrespondierender Aminoséuresequenz. Start- und

Stoppcodon sind unterstrichen. Die Sequenz wurde in der EMBL-Datenbank unter der

Nummer AJ 540305 eingetragen.
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G Anhang 3
G 2 Verwendete Primer fiir RT-PCR
Primer Sequenz 5'- 3’ Schmelz- Lage
temperatur |bezogen auf
in °C DS-TRI
Direkte Primer
CS01Dir TGG TGG CTC (CT) AA AGG (AC) AT (ACT)GG G 62,7 80-101
CS02Dir GCA (AT) (GC) A GT(AGT) TAT ACA TGT TCA CG 57,7 135-157
. CAA TAT (CT)(CT)T GGT (AQ AA TAA TGC i
CS03Dir (ACT) GG 57,3 299-322
CS06Dir GCG TAC TGC TGG TAT TGI CAT ATA C 61,3 311-335
CS10Dir =
DP1 TGC ACT GCC CTT GTT AC(CT) GGT GG 65,1 64-86
CS14Dir CTA ATG C(AC) G G(AGT) G TGG (CT) (AG A TAC AT | 60,3 313-335
CS15Dir =
DP3 T(AT) G GGT A(CT) G C(AT) (AG TAG TGG AAG AA (58,9 138-160
Reverse Primer
CS04Rev = [GCA CCT TTG G AT) (AT AT &) (AC) (AG
v G AT) (AT) GC(AT) (G0 (ACQ) (AQ 58 4 501-522
DP4 TAA A
GGA A(GT) A AA(CT) AAA (AGT)A(CT) AAC ATT
CSO05Rev 53,9 450-473
TCC
CSO08Rev CGC GAC CA(GT) AGA AG AT) TGC AAT AAC 61,9 606-629
CSO09Rev TTT GGTI TGC TCC ATA AAC AGC CTC 61,0 501-524
TGC (AT) (AG A AGC CCC (AG) GA AA(CT) (AQ GA
CS11Rev 62,4 471-493
AG
gi;ZReV - CCA GIG ACA TAT GAA GCA GCA GG 62,4 750-772
CS13Rev CCA C(AC)A TTA GCC ATA A(AGT CCA CC 60,6 792-814
CS16Rev CCC AA(CT) (GCT)(AT)G TGG GGT TAA AAT GAC 61,3 606-629
CS17Rev TTT GGA AGC (AT) GA (AQ TA AAG AGA AA(XQ) 56,7 501-524

Tab. G-1: Direkte und reverse Primer fiir RT-PCR. Die Lage der Primer wurde auf die DS-TRI-
Sequenz bezogen. Die Ableitung erfolgte auf Homologievergleichen von TRI und TRII der
Solanaceen. Nukleotide in Klammern stellen gewobbelte Stellen dar.

DS- TRI
ST-TRI
HN- TRI

DS- TR
ST-TRI
HN- TRI

DS- TRI
ST-TRI
HN- TRI

ATGGAAGAAT CAAAAGT GTCCAT GATGAATTGCAACAAT GA- AGGA- - AGATGGAGTCTC
---------------------------- ATGGCAGAATTGAGAGAA- - AAATGGAGTCTT
AT GGCOGGAGAAT CAGAAGT TTACAT TAATGGCAACAAT GGAGGAAT TAGATGGAGT CTC

* *kkkkkkkkk

**x kk %k * k% *

Primer DP1

AAAGGCACCACAGCCCT TGT TACT GGT GECT CTAAAGGCAT TGGGTATGCAATAGT GGAA
AAAGGCACCACTGCACTTGT TACT GGT GGCTCCAAAGGCATAGGGTACGCTATAGT GGAA
AAAGGCACAACTGCCCTTGT TACT GGT GGCTCTAAAGGCAT TGGGTATGCAGTAGT GGAA

khkhkkhkhkk Kk kk hhkhkhkhkhkhhkhhhhhkhdhhk *hkhhkhdhkx *hkkkk **k

GAATTGGCAGGT CTTGGAGCAAGAGTATATACATGT TCACGTAATGAAAAAGAACTGGAC
GAATTGGCAAATTTTGGAGCAAGAGTATATACATGT TCACGTAATGAAAATGAACT TCAA
GAACTAGCAGGT CTTGGTGCAAGAGTATATACATGT TCACGTAATGAAAAGGAACT CCAA

EEE S R R R R

*k*x *k kkk

Primer DP3

*okkkkkokk

57
30
60

117

120

177

150
180
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DS- TRI GAATGCCTTGAAATTTGGAGAGAAAAAGGACTTAATGT TGAAGGT TCTGTTTGTGACTTA 237
ST- TR GAATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGGGACTTAAAGTCGAAGGT TCTGITTGTGACTTA 210
HN- TRI CAATGCCTTGATATTTGGAGAAATGAAGGACTTCAAGTI TGAAGGT TCTGITTGTGATTTA 240
*hkhkkkkkkk*k *hkhkhkkkkkk * * * kkkkk * * % *khkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkkkkk * k%
DS- TRI TTATCACGTACTGAACGT GATAAGCT TATGCAGACT GTTGCACATGTATTTGATGGAAAG 297
ST- TR TTATCTCGTACT GAACGT GAAAAACT TATGAAGACT GTTGAAGATGTATTTGATGGAAAG 270
HN- TRI TTACTGCGCT CTGAACGT GACAAACT TATGCAGACTGTTGCAGATTTATTTAATGGAAAG 300
* % % * % KAk hk*khkhkhkhkdk*x *k *Ahkkkdkk *hkkkkkkdk*x * **k *khkkk*x *kkkkkkkk
DS- TRI CTCAATATTTTGGT GAATAAT GCCGGGGT GGTGATACATAAGGAAGCTAAAGATTTCACA 357
ST-TRI CTTAATATTCTGGTGAATAAT GCAGGAGT GGCAATACATAAGGAAGCTAAAGATTTCACA 330
HN- TRI CTCAATATTTTGGTAAATAAT GCAGGT GTGGTGATACATAAAGAAGCTAAAGATTTCACA 360
Kk khkkkkk khkkk *khkkkkkkk kk kkkk khkkkhkhkkk *hkkhkkkkdkkkkhkkkkkkk
DS- TRI GAAAAAGATTACAACATAATTATGGGAACTAATTTTGAAGCAGCTTATCATTTATCTCAA 417
ST-TRI AAAGAAGATTACAATATAATTATGGGAACTAATTTTGAAGCTGCTTATCATTTATCTCAA 390
HN- TR AAAGAAGATTACGACATCGTATTGGGCACTAATTTTGAAGCAGCTTATCACTTATGICAA 420
* % *hkkkkkkk * * % * * k k% *khkhkhkkkkkkkkkkk *kkkkkkk * k k k * k k k
DS- TRI ATTGCTTATCCATTATTGAAGGCTTCTCAAAATGGGAATGT TATTTTTCTCTCTTCTATT 477
ST-TRI ATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAAAATGGAAATGT TATTTTTGTTTCTTCTATT 450
HN- TR CTTGCTTATCCCTTTTTGAAGGCATCTCAAAATGGCAATGITATTTTTCTTTCTTCTATA 480
*hkhkkkkkkkk * % *kkkkkkk *khkhkkkkkkkkk *khkhkkkkkkkkkk * *kkkkkkk
Primer DP4
DS- TRI GCTGGATTTTCAGCACTGCCTTCTGT TTCTCTTTACTCAGCT TCCAAAGGTGCAATAAAT 537
ST- TR GCTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCTCTTTACTCTGCTTCCAAAGGT GCAATAAAT 510
HN- TRI GCTGGATTTTCAGCACTGCCTTCTGITTCTCTTTATTCTGCTTCCAAAGCTGCAATAAAT 540
R R R R S R R S S S R S S S
DS- TRI CAAATGACAAAGAGT TTGGCTTGT GAATGGGCTAAAGACAACATTCGGGTCAATTCAGIT 597
ST-TRI CAAATGACAAAGAACT TGGCATGT GAAT GGGCCAAGGACAATATTCGGGTCAATTCTGIT 570
HN- TRI CAAATAACGAAGAACT TGGCAT GT GAAT GGGCCAAGGACAACATTCGGGTCAATTCAGI T 600
*kkk*k **k *kkk khkkkk *hkkhkkhkhkhkhkkk *kk *khkhkkk *Ahkkkkkkhkkkkkkk kkk
DS- TRI GCTCCGGGAGTI CATTTTAACCCCACT GGT TGAAACT GCAATTAAGAAAAATCCTCATCAA 657
ST-TRI GCTCCAGCAGT CATTTTAACCCCACT CGT TGAAACTGCAATTAAGAAAAATCCTCAACAA 630
HN- TR GCTCCAGGAGTCATTTTAACCCCACTCATTGAAACTGCAATTAAGAAAAATCCTCATCAA 660
* Kk ok k k * khkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkk PR B EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES] * % %
DS- TRI AAAGAAGAAATAGACAATTTTATTGT CAAGACT CCTAT GGBCCGGECCGEGAAAGCCCCAA 717
ST- TR AAAGAAGAAATTGATAGT TTTGT TGT TAAGACT CCT TTGGGCCGGECCCGGAAAGCCTGAA 690
HN- TRI AAAGAAGAAATAGACAATTTTATTGT CAAGACT CCAAT GGBCCGGGCT GGAAAGCCCAAT 720
*hkhkkkkkkkk*k * * * * k k Kk * k k Kk *hkkkkkkk *hkhkkkkkkk*k *hkkkkkkk *
Primer DP2
DS- TRI GAAGTTTCTGCACTAATAGCTTTTCTTTGCTTCCGIGCTCCTTCATATATTACGEECCAG 777
ST- TR GAAGCTTCAGCAGTAATAGCTTTTCTTTGCTTCCCAGCTGCTTCTTATATTACGGGCCAA 750
HN- TRI GAAGTGTCTGCACTAATAGCCTTTCTTTGCTTCCCTGCTGCTTCTTATATTACTGGCCAA 780
* k k% Kk hkkk KA KKKAKK* KA KKK AR ** Ak hkhkdk*x *khkkhkdkkx*x *kk*x*x
DS- TRI ATCATATGGGCTGACGGT GGATTCACAGCTAATGGTGGGTTTTAA 822
ST-TRI ATTATATGCCCCGATGGTGGATTTACAGCTAATGGTGGGTTTTAA 795
HN- TRI ATTATATGCCCTGATGGT GGATTCACAGCTAATGGTGCGTTTTGA 825

Kk khkkkkhkkk *kk *Ahkhkhkhkhkhkk *Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkk Kk

Abb. G-3: Alignment der TRI von Datura stramonium (DS), Hyoscyamus niger (HN) und Solanum
tuberosum (ST). Die Lage der Primer, die mit RT-PCR zu Amplifikaten fiihrten, sind farbig
markiert und basierten sowohl auf einem TRI- als auch TRII-Alignment (hier wurde
exemplarisch das TRI-Alignment dargestellt). DP1+2 (griin) ergaben ein Amplifikat fiir die
CS-trl, DP3+4 (blau) ergaben ein Amplifikat fiir die putative CS-tr.
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G 3 Vektorkarten

G 3.1 Vektorkarte der trl in pET21d

Stopp 6xHis - Nofl CS-trl Ncol - ATG

trIpET21d

6168 bp facl

ori

Abb. G-4: TRI in pET21d (Novagen). Die cDNA wurde mit den Schnittstellen Ncol und Nol so
eingefligt, dass der C-terminale 6fach Histidinrest genutzt wird.

G 3.2 Vektorkarte der putativen tr in pET21d

Stopp 6xHis - Xhol ~ put-tr  BamHI - T7-tag - ATG

f1 origin

puttrpET21d lacl

6191 bp

ori

Abb. G-5: Die putative tr in pET21d (Novagen). Die cDNA wurde mit den Schnittstellen BamHI und
Xhol so eingefiigt, dass der C-terminale 6fach Histidinrest genutzt wird.
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G 3.3 Vektorkarte der putativen tr in pQE30

‘ATG - 6xHis - BamHI put-tr Pstl - Stopp >

put-tr

puttrpQE30 lacl
4207 bp

ColE1

Abb. G-6: Die putative tr in pQE30 (Qiagen). Die cDNA wurde mit den Schnittstellen BamHI und
Pst1 so eingefiigt, dass der N-terminale 6fach Histidinrest genutzt wird.

G 3.4 Vektorkarte der putativen tr in pQE60

ATG - BamHI put-tr Bglll - 6xHis - Stopp >

\/

puttrpQE60 lacl

4202 bp

ColE1

Abb. G-7: Die putative tr in pQE60 (Qiagen). Die cDNA wurde mit den Schnittstellen BamHI und
Bglll so eingefiigt, dass der C-terminale 6fach Histidinrest genutzt wird.
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G 3.5 Vektorkarte der putativen tr in pICH8371-2

3’-Provektor:

LB

ATG — Xbal put-tr  Pstl — 6xHis - Stopp

Tnos

5’-Provektor:

RB

AT Act2 TVCV-Polymerase | MP

nach Integration:

LB

RB
AttR
NPT Pros @} NTR | 05
IRES
LB
AttP
l7 Pnos | NP Tnos
ATG — Xbal put-tr  PstI — 6xHis - Stopp
RB

AttR

AT Act2 TVCV-Polymerase | MP

|:} IRES

NTR | nos

Abb. G-8: Provektorsystem pICH8371-2 (Icon Genetics GmbH). Jeder Provektor ist ca. 6 kb grof3
und enthilt eine Kanamycin-Resistenz. LB: left border, RB: right border, NTR: Nicht-
translatierende Region, IRES: Interne Ribosomenbindungsstelle, nos: Nos-Terminator,
AttR: attached RNA, AT Act2: Actin2 aus Arabidopsis thaliana, TVCV: Turnip vein-
clearing vector, MP: Movement Protein. Die cDNA wurde mit den Schnittstellen Xbal und
Pst] mit einem C-terminalen 6fach Histidinrest eingefiigt. Eine weitere Klonierungsvariante
enthielt nur die cDNA ohne Histidinrest.
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G 3.6 Vektorkarte der putativen tr in pICZ Aa

ATG - alpha-Faktor - Xhol  put-tr Xbal - 6xHis - Stopp>

AOXI-TT

SAOXI1 puttrpICZ A

4355 bp

Zeocin

pUC ori

Abb. G-9: Die putative tr in pICZ Aa (Invitrogen). Die cDNA wurde mit den Schnittstellen X%ol und
Xbal so eingefligt, dass der C-terminale 6fach Histidinrest genutzt wird. Der a-Faktor dient
dem Ausschleusen des Proteins aus der Hefezelle.
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G 4 Charakterisierung der TRI
G 4.1 Nachweis der Substratspezifitit
FID-Signal
" Tropin Azobenzol
7 9,24 min 14,08 min
E Tropinon
a0 ] 8,95 min

Retentionszeit [min]

Abb. G-10: Gaschromatogram (FID-Signal) des Enzymumsatzes der rekombinant gewonnenen TRI

mit Tropinon.

G 4.2 pH-Optimum

pH-Wert Reduktion Oxidation
relative Aktivitat in % relative sy relative Aktivitat in % relative sq
4,0 0,0 0,0
4,5 11,2 1,1
5,0 36,3 0,3
5,5 41,4 2,1
6,0 67,1 6,8
6,5 88,3 0,2
7,0 100,0 1,9 0,6 0,3
7,5 87,3 1,7 2,9 0,1
8,0 62,8 3,5 20,4 2,7
8,5 53,9 1,9 35,5 0,3
9,0 33,3 1,1 100,0 1,4
9,5 27,4 1,7 93,7 0,3
10,0 2,2 2,1 0,0 0,0

Tab. G-2: Relative Aktivitdt der TRI bei unterschiedlichen pH-Werten. Die Werte sind Mittelwerte

aus 3 unabhéngigen Messungen.
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G 4.3 Umsetzung von Substratanaloga

relative Aktivitat in % relative sq
DS-TRI HN-TRI CS-TRI CS-TRI
4-Methylcyclohexanon 36 50 562 10,7
3-Methylcyclohexanon 38 40 827 24,5
N-Propyl-4-piperidinon 0 0 491 22,1
N-Methyl-4-piperidinon 25 25 44 4,6
3-Chinuclidinon 76 90 76 5,1
Tropinon 100 100 100 6,6

Tab. G-3: Relative Aktivitit der TRI mit unterschiedlichen Substraten. DS: Datura stramonium, HN:
Hyoscyamus niger, CS: Calystegia sepium, Die Werte sind Mittelwerte aus 3 unabhédngigen

Messungen.
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G 44 K, -Wert und v,,,,-Bestimmung

A
5
45| - }
4
3
2 3,5 3
s 3
<
= 2,5
:‘g
= 2 s
< 15
11 *
05 &
o & ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12
Konzentration mM
B
9 | 1
/}
. 4
::(g'
> 54
-t
X
<
- 3 |
1 4
T T
1 -1 1 3 5 7 9
1/Konzentration

Abb. G-11: K -Wert und v,,,,-Bestimmung von TRI bei pH 6,4. A: Michaelis-Menten-Kinetik B:
Lineweaver-Burk-Darstellung im Konzentrationsbereich von 0,1 — 10 mM. Die Werte sind

Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Messungen.
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G 5 Charakterisierung der TRII

G 5.1 Nachweis der Substratspezifitit

FID-Signal
" Tropinon
P 9,03 min
1 Pseudotropin Azobenzol
' k 9’69 min 14,01 min

T T T T T T
o z 4 ] g 0 12

1
Retentionszeit [min]

Abb. G-12: Gaschromatogram (FID-Signal) des Enzymumsatzes der nativen TRII mit Tropinon.

G 5.2 pH-Optimum

pH-Wert | relative Aktivitat in % relative sy
3,5 0,0 0,0
4,0 57,8 4,2
4,5 98,3 4,4
5,0 92,9 9,3
5,5 100,0 3,3
6,0 89,7 6,6
6,5 72,3 4,9
7,0 71,4 1,6
7,5 59,5 4,2
8,0 59,5 2,1
8,5 50,6 1,1
9,0 45,7 2,8

Tab. G-4: Relative Aktivitit der TRII bei unterschiedlichen pH-Werten. Die Werte sind Mittelwerte
aus 3 unabhéngigen Messungen.
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G 5.3 Umsetzung von Substratanaloga

Substrate relative Aktivitat in % relative sq

HN-TRII | DS-TRII | AB-TRII | ST-TRII [ CS-TRII | CS-TRII

Tropinon 100 100 100 100 100 5,4
4-Methylcyclohexanon 50 22 28 17 67 3,0
3-Methylcyclohexanon 38 33 39 13 101 2,7
N.Propyl-4-piperidinon 0 73 129 83 335 15,9
N-Methyl-4-piperidinon 19 178 313 142 566 41,4
3-Chinuclidinon 0 0 0 0 0 0

Tab. G-5: Relative Aktivitdt der TRII mit unterschiedlichen Substraten. HN: Hyoscyamus niger, DS:

Datura stramonium, AB: Atropa belladonna, ST: Solanum tuberosum, CS: Calystegia

sepium. Die Werte sind Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Messungen.
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G 54 K,-Wert und v,,,,-Bestimmung

0,9
08 | + 'y
0,7 3

0,6 *

0,5 |
04 |
03 |
02 1=
0,1

O 1 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

Konzentration mM

Aktivitat nkat/pg
¢

1/Aktivitat

-20 30 80 130 180
1/Konzentration

Abb. G-13: K -Wert und v,,,,-Bestimmung von TRII bei pH 5,5. A: Michaelis-Menten-Kinetik B:
Lineweaver-Burk-Darstellung im Konzentrationsbereich von 0,005 — 0,5 mM. Die Werte
sind Mittelwerte aus 3 unabhingigen Messungen.
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G 6 Akkumulation von Calysteginen in C. sepium

Calystegin As Calystegin B,
Mittelwert Sq Mittelwert Sq
Hg/g TM Hg/g T™
Blatt jung 1343 467,0 966 337,0
Blatt alt 122 28,2 40 9,0
Sprossachse 330 82,9 222 48,4
Blite 424 126,8 237 86,2
Wurzel 809 401,1 418 198,1

Tab. G-6: Akkumulation von Calysteginen in C. sepium. Die Mittelwerte sind aus mind. 5 unab-
hingigen Messwerten berechnet.

G 7 Akkumulation von Metaboliten in C. sepium

Tropinon Pseudotropin Tropin

Mittelwert Mittelwert Mittelwert

Hg/g TM Sd Hg/g TM Sd Mg/g TM Sd
Blatt jung 29 16,8 41 17,8 51 25,3
Blatt alt 21 11,5 19 5,3 26 3,5
Sprossachse 23 17,7 23 8,7 29 9,2
Blute 24 13,4 27 10,1 35 21,4
Wurzelkultur 25 10,3 248 52,0 87 38,6

Tab. G-7: Akkumulation der Metabolite Tropinon, Pseudotropin und Tropin in C. sepium. Die

Mittelwerte sind aus 3-5 unabhidngigen Messwerten berechnet.
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G 8 Fiitterung von "N-Tropinon

Verhaltnis von markiertem zu unmarkiertem Fragment in
Alkaloid Fragment/sq %
0 (Kontrolle) 48 h 96 h 144 h

Calystegin A; | 156 86,4 60,1 48,6 2,7
Sq 1,26 0,68 0,06 1,28

157 13,6 39,9 51,4 97,3

Sq 1,26 0,68 0,06 1,28

Calystegin B; |[244 80,9 68,1 61,6 55,1
Sq 6,05 0,54 0,85 0,83

245 19,1 31,9 38,4 44,9

Sq 6,05 0,54 0,85 0,83

Calystegin B, |[156 75,9 61,5 53,6 49,9
Sd 0,20 0,51 0,14 0,71

157 24,1 38,5 46,4 50,1

Sd 0,20 0,51 0,14 0,71

2,7-Dihydroxy- | 287 79,9 74,1 58,8 52,6

nortropan

Sq 0,30 2,70 1,90 3,05

288 20,1 25,9 41,2 47,4

Sq 0,30 2,70 1,90 3,05

Tab. G-8: Einbau von "N-Tropinon in die Calystegine A3, B;, B, und 2,7-Dihydroxynortropan. Die
Mittelwerte sind aus 3-5 unabhingigen Messwerten berechnet.

G 9 Kinetischer Verlauf der Calysteginbiosynthese

Tage Calystegin A; Calystegin B, Calystegin B,
pg/h/g TM Sd Hg/h/g T™ Sd Hg/h/g TM |sq

0 0 0 0 0 0 0

0,5 0 0 0 0 0 0
1 7,71 1,26 3,01 1,01 2,56 1,07
2 15,69 6,51 6,14 2,50 7,32 4,00
3 8,13 2,20 3,42 0,84 4,16 1,75
6 5,91 2,81 2,41 1,08 3,80 2,29
9 2,96 0,90 0,99 0,28 1,34 0,44

Tab. G-9: Kinetischer Verlauf der Calysteginbiosynthese nach Umsetzung komplett '*N-markierter
Waurzelkulturen auf '“N-Medium. Die danach gebildete Menge an Calystegin wurde auf die
Zeit (h) und Trockenmasse bezogen. Die Mittelwerte sind aus 4-6 unabhingigen Mess-
werten berechnet.
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G 10 Trennung von Calysteginen mit AMD-TLC

Laufhohe

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Calystegin As, 1 ug

Extrakt aus C. sepium Wurzelkultur
Extrakt aus A. belladonna Wurzelkultur
Calystegin Az, 1 ug

Calystegin By, 1 ug

Calystegin By, 1 ug

Gemisch aus 1,4 -6, je 1 ug

Extrakt aus H. muticus Wurzeln

Extrakt aus S. fuberosum Keimen

O 002N N B Wi~

Die DC wurde mit AMD, Methode B (C 4.3.2) entwickelt und mit Silberreagenz angeférbt (B
2.3.9.3).

G 11 Trennung von Tropinon, Pseudotropin, Tropin und Nortropin

Tropinon & Tropinon

Pseudotropin
Tropin

Nortropin

Pseudotropin -
Tropin e ;
Nortropin o R

A Die Trennung erfolgte mit einfacher Entwicklung, Laufmittel CHCl;/MeOH/NH;
22:4,5:0,5

B Die Trennung erfolgte mit AMD, Methode A (C 4.3.2)

Von jedem Standard wurden 5 pg aufgetragen. Beide Diinnschichtplatten wurden mit

Dragendorff’s Reagenz var. Munier angeférbt (B 2.3.9.3).
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