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Moos

Siegfried von Vegesack

Hast du schon jemals Moos gesehen?
nicht bloR
so im Voribergehen,
so nebenbei von obenher,
so ungefahr —
nein, dicht vor Augen, hingekniet,
wie man sich eine Schrift besieht?

O Wunderschrift! O Zauberzeichen!
Da wachst ein Urwald ohnegleichen
und wuchert wild und wunderbar
im Tannendunkel Jahr fir Jahr,
mit krausen Fransen, spitzen Hiitchen,
mit silbernen Trompetentitchen,
mit wirren Zweigen, krummen Stéckchen,
mit Sammetharchen, Blitenglockchen,
und wachst so klein und ungesehen —
ein Himpel Moos.

Und riesengroR
die Bdume stehen...

Doch manchmal kommt es wohl auch vor,
dass sich ein Reh hierher verlor,
sich unter diese Zweige biickt,
ins Moos die spitzen FiiRe driickt,
und dass ein Has' vom Fuchs gehetzt,
dies Moos mit seinem Blute netzt...
Und schnaufend kriecht vielleicht hier auch
ein sammetweicher Igelbauch,
indes der Ameis' Karawanen
sich unentwegt durchs Dickicht bahnen.
Ein Wiesel pfeift - ein Sprung und Stols —
und kalt und groR
gleitet die Schlange durch das Moos...
Wer weil3, was alles hier geschieht,
was nur das Moos im Dunkeln sieht:
Gier, Liebesbrunst und Meuchelmord —
kein Wort verrat das Moos.
Und riesengroR die Baume stehen —
Hast du schon jemals Moos gesehen?
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II. Abkiirzungen

Einheiten und MaRe

aa = Aminosaure

bp = Basenpaar

€ = Extinktionskoeffizient
g = Erdbeschleunigung

g=Gramm
kat = Katal (Mol/Sekunde, Enzymaktivitat)
kb = Kilobase

kDa = Kilodalton

Km = Michaelis-Menten-Konstante
M = Molar, mol/I

ODggo = Optische Dichte bei 600 nm
s = Sekunde

S =Sievert

Tm = Schmelztemperatur in °C

U = Units (Enzymaktivitat)

UpM = Umdrehungen pro Minute

Besondere Chemikalien

CA = Kaffeesdure

ChA = Chlorogensaure

DHPL = 3,4-Dihydroxyphenyllactat

DTT = Dithiothreitol

KPi = Kaliumphosphatpuffer

pHPL = 4-Hydroxyphenyllactat

pHPP = 4-Hydroxyphenylpyruvat

RA = Rosmarinsaure

RA-Glc = Rosmarinsaure-3‘-0O-B-D-Glucosid
MIO-Gruppe = 3,5-Dihydro-5-methyliden-4H-imidazol-4-on (autokatalytisch synthetisierte
katalytische Einheit in PALs)

Haufig vorkommende Organismen

Aa = Anthoceros agrestis, Ackerhornmoos, Anthocerotaceae

At = Arabidopsis thaliana, Ackerschmalwand, Brassicaceae

Cb = Solenostemon scutellarioides, ehemals Coleus blumei, Buntnessel, Lamiaceae
E. coli = Escherichia coli, Enterobacteriaceae

Mo = Melissa officinalis, Zitronenmelisse, Lamiaceae

Pp = Physcomitrella patens, Kleines Blasenmiitzenmoos, Funariaceae

Sb = Sorghum bicolor, Mohrenhirse, Poaceae

Ss = Solenostemon scutellarioides, ehemals Coleus blumei, Buntnessel, Lamiaceae

Datenbanken und bioinformatische Programme
BLAST = Basic Local Alignment Search Tool



BLOSUM = Blocks Substitution Matrix

EC = Enzyme commission-Nummer

EBI = European Bioinformatics Institue

NCBI = National Center for Biotechnology Information
PDB = Protein-Datenbank

Proteine und Gene

CDS = kodierende DNA-Sequenz

3H/3’H = 3- und 3‘-Hydroxylasen

4CL = 4-Cumarat:Coenzym A Ligase

Act = a-Aktin

BAHD = Superfamilie von Acyltransferasen, Akronym aus den Anfangsbuchstaben der vier Enzyme
Benzylalkohol O-Acetyltransferase (BEAT), Anthocyan O-Hydroxycinnamoyltransferase (AHCT),
Anthranilat N-Hydroxycinnamoyl/Benzoyltransferase (HCBT) und Deacetylvindolin 4-O-
Acetyltransferase (DAT)

BSA = Bovines Serum Albumin

C4H = Cinnamat 4-Hydroxylase

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

HCT = Hydroxycinnamoyltransferase

HCS/QT = Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat/Chinat Hydroxycinnamoyltransferase

HPPR = Hydroxyphenylpyruvat Reduktase

HQT = Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltransferase

HST = Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase

lacZ = B-Galactosidase

PAL = Phenylalanin Ammoniak-Lyase

RAS = Rosmarinsdure Synthase, eigentlich Hydroxycinnamoyl-CoA:Hydroxyphenyllactat
Hydroxycinnamoyltransferase

TAL = Tyrosin Ammoniak-Lyase

TAT = Tyrosin Aminotransferase, Tyrosin Transaminase

Nukleotide und Nukleotidketten

A = Adenin

C = Cytosin

cDNA = komplementare DNA

G = Guanin

gDNA = genomische DNA

K = G oder T (Ketogruppe)

M = A oder C (Aminogruppe)

mMRNA = Boten-RNA

N = unspezifisches Nukleotid

R = A oder G (Purin)

S = G oder C (starke H-Briickenbindung, Strong)
T =Thymin

U = Uracil

W = A oder T (schwache H-Briickenbindung, Weak)
Y = Coder T (Pyrimidin)



Proteinogene Aminosauren
A = Alanin (Ala)

C = Cystein (Cys)

D = Aspartat/Asparaginsdure (Asp)
E = Glutamat/Glutaminsaure (Glu)
F = Phenylalanin (Phe)

G = Glycin (Gly)

H = Histidin (His)

| = Isoleucin (lle)

K = Lysin (Lys)

L = Leucin (Leu)

M = Methionin (Met)

N = Asparagin (Asn)

P = Prolin (Pro)

Q = Glutamin (GlIn)

R = Arginin (Arg)

S = Serin (Ser)

T =Threonin (Thr)

V = Valin (Val)

W = Tryptophan (Trp)

X = unspezifische Aminosaure
Y = Tyrosin (Tyr)



III. Einleitung
A. Morphologie, Physiologie und Phylogenie der Moose

Samtliche heute lebenden Landpflanzen werden unter dem monophyletischen Organisationstyp der
Embryophyten zusammengefasst. Der zygotische und embryonale multicelluldre Sporophyt wird in
der Mutterpflanze ruhend von dieser versorgt bis er ein gewisses Reifestadium erreicht hat und
freigesetzt werden kann. Obschon auch einige Algen der Uberwiegend SiiRwasser bewohnenden
Gattungen Coleochaete und Chara (beide gelten als Schwesterphylum oder sogar mogliche Ahnen
der Landpflanzen) dieses Entwicklungsmerkmal rudimentar aufweisen (Haig und Wilczek 2006), ist es
ein Charakteristikum der vier landbewohnenden Abteilungen Marchantiophyta, Bryophyta,
Anthocerotophyta und Tracheophyta. Die sexuelle Reproduktion der Embryophyten erfolgt durch
Befruchtung der Eizellen der weiblichen Archegonien durch Spermatozoide aus den mannlichen
Antheridien. Die Befruchtung erfordert das Vorhandensein eines Wasserfilms zur chemotaktischen
Anlockung der Spermatozoide durch den Archegonienstand. Sowohl die Geschlechtszellen als auch
der Embryo sind, anders als bei den Algen und Pilzen, durch sterile Hillzellen geschiitzt. Ein weiteres
Erkennungsmerkmal der Embryophyten ist der anatomische Aufbau des Vegetationskorpers, der sich
bei den Kormophyten in Wurzeln, Spross und Blatt, bei den Moosen in Cauloid, Rhizoid und Phylloid
bzw. Thallus und Rhizoid aufteilt. Diese einfache Differenzierung hat im Verlauf der Evolution und
Coevolution teils bizarre Formen hervorgebracht, erfillt jedoch die grundlegenden Aufgaben der
Verankerung im Boden und Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen (Wurzeln oder Rhizoide),
Transport und Lichtvorteile (Spross oder Cauloid) sowie Assimilation, Transpiration und Reproduktion
(Blatter und Bliten oder Phylloide bzw. Thalli). Der monophyletische Ursprung der Embryophyten
lasst sich anhand verschiedener zelluldrer und subzelluldrer Strukturen sowie chemischer
Verbindungen erklaren: Embyrophyten besitzen als Photosynthesepigmente die Chlorophylle a und b
sowie Carotinoide. Stdrke ist das primdre Assimilationsprodukt, Cellulose wird fir den
Zellwandaufbau verwendet. AuBer den beiden oben genannten Gattungen der Armleuchteralgen
(Charophyta), fehlen diese Merkmale allen anderen Organismen im Pflanzenreich (Kroken et al.
1996). Deshalb werden Charophyten und Embryophyten als Streptophyten zusammengefasst, diese
bilden mit den anderen Griinalgen die Gruppe der Viridiplantae bzw. Chloroplastida (Becker und
Marin 2009).

Die drei Abteilungen, die man W

gemeinhin als Moose zusammenfasst &
(Marchantiophyta (Lebermoose),
Bryophyta (Laubmoose),
Anthocerotophyta (Hornmoose)), sind
eine paraphyletische Gruppe einfacher
Landpflanzen. Die Paldobotanik setzt
die Entwicklung der Landpflanzen in

den Ubergang  vom mittleren
Ordovizium (475 Millionen Jahre vor
unserer Zeit (mya)) bis zum friihen Silur Abbildung 1 Fossil und Rekonstruktion von Cooksonia nach Gerienne
. et al. (2006). MaRstab 1 cm.

(440 mya) (Kenrick und Crane 1997;

Villarreal et al. 2010). In diese Zeit, also

relativ zeitnah an die Besiedlung des neuen Lebensraums, muss auch die Auftrennung der vier
Abteilungen erfolgt sein (Ligrone et al. 2012b). In diese Epoche und im weiteren Verlauf des Silurs bis
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in das mittlere Devon hinein sind zwar Sporen friiher Moose erhalten, jedoch kaum deren
Makrofossile (Kenrick et al. 2012). Das pflanzliche Leitfossil des Silurs ist Cooksonia (Abb. 1,
(Gerrienne et al. 2006)), eine zu den Urfarnen zdhlende fossile Gattung von GefaRRpflanzen von etwa
10 cm Hohe. Damit ist eine Datierung der Entstehung und Differenzierung der einzelnen Abteilungen
der Moose schwer (ber Fossile vermittelbar (Troitsky et al. 2007), sondern muss Uber DNA-
Sequenzvergleiche, der sogenannten Molekularen Uhr, erfolgen (Hedges und Kumar 2009). Dabei
wird unter der Annahme, dass Mutationen in Genen (iber langere Zeitraume gleichmaRig auftreten,
anhand der Anzahl und Art der Mutationen der Zeitpunkt der Aufspaltung einer urspriinglichen Art in
zwei neue Arten zurlickgerechnet. Man erhdlt einen Stammbaum, der nicht mehr anhand
morphologischer Gesichtspunkte erstellt wird, sondern die Mutationen als Basis der Berechnung der
Entstehung der Art dienen. Lange Zeit herrschte Uber die phylogenetische Zuordnung der drei
Abteilungen in Bezug zu den Gefalipflanzen Uneinigkeit, und bis heute noch erfolgen Neuordnungen
(Wickett et al. 2014). Nach aktuellem Forschungsstand lasst sich sagen, dass die Lebermoose die
dlteste Abteilung bilden, gefolgt von den Laubmoosen und schliefRlich von den Hornmoosen, wobei
die Hornmoose die Schwestergruppe der GefalRpflanzen darstellen (Qiu et al. 2006; Ligrone et al.
2012a; Ruhfel et al. 2014) (Abb. 2-7, Fotos mit freundlicher Unterstiitzung des Botanischen Gartens
Marburg).

p— Bet:lec:k*tsamige10

Nacktsamige

Moosfarne
8
Echte Farne, Baumfarnes' <B§rlappe
St:hachtelhalme5 7
Urfarne4

HCIrI'II'I'ICICISE3

9

Laubmoose2

— Lel:|ermnt:|t:|se1

|__ Charales

Abbildung 2 Stammbaum der Landpflanzen, vereinfacht nach Ruhfel et al. 2014. Dargestellt sind nur die
molekularbiologischen Verwandtschaftsverhiltnisse, die Linge der Aste gibt keine zeitlichen Verlidufe wieder.
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), rechts Schachtelhalm (5).

Abbildung 4 Links Hornmoos (3), Mitte Urfarn (4

gy ‘e
Abbildung 7 Links Nacktsamer (9), Mitte und rechts Bedecktsamer (10).
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Die anatomische und cytologische Differenzierung der drei Moosabteilungen ist durchaus vielfaltig

(Tabellen 1 und 2).
Tabelle 1 Eigenschaften der Gametophyten der drei Moosabteilungen (nach Renzaglia et al. 2000).

Gametophyt Lebermoose Laubmoose Hornmoose
Aussehen des | Lappige Thalli oder folios | Folios (radial), differenziert, | Lappige Thalli (dorsiventral),
Gametophyten (dorsiventral oder radial), | ,,bdumchenartig” undifferenziert

differenziert
Aussehen der | Tetraedrisch, keil- linsen- | Tetraedrisch, selten | Keilférmig, vereinzelt
Apikalzelle oder halbkreisférmig linsenférmig halbkreisférmig

Frihstadium

Spore bildet Protonema
oder Gametophyten

Spore bildet Protonema

Spore bildet Gametophyten

Plastiden/Zelle Viele; auch Elaioplasten | Viele Ein bis wenige
vorhanden
Pyrenoide Keine Keine Keine bis wenige
Nostoc- Bei zwei Genera bekannt, | Bei Sphagnum beobachtet Haufig vorkommend, in mit
Interaktion in sog. Aurikeln, externen Schleim ummantelten
Anhdngen, eingenistet schizogenen  Hohlen  des
Thallus

Pilz-Interaktion Haufig vorhanden Keine Haufig vorhanden
Reproduktive Epidermal Epidermal herauswachsend Im Thallus versenkt
Zellen herauswachsend

Tabelle 2 Eigenschaften der Sporophyten der drei Moosabteilungen (nach Renzaglia et al. 2000).

Sporophyt Lebermoose Laubmoose Hornmoose

Aussehen des | Kurz, gedrungen Lang, schmal, Képfchen am | Lang, schmal, hornférmig
Sporophyten Ende

Wachstum Schnell, begrenzt Langsam, begrenzt Langsam, kontinuierlich
Reifung der | Gleichzeitig Gleichzeitig Kontinuierlich

Sporen

Stomata und | Keine Plastiden und | Manchmal vorhanden Haufig vorhanden
Plastiden echten Stomata

Seta und Kalyptra | Vorhanden Vorhanden Keine

Columella Nicht vorhanden vorhanden vorhanden

Elateren Vorhanden Keine Pseudoelateren
Meristem Nicht vorhanden Zeitlich begrenzt vorhanden | Vorhanden

Beispielsweise sind die Gametophyten der Laubmoose folios, die der Hornmoose thallos, die
Lebermoose kénnen beide Formen annehmen, was dazu gefiihrt hat, dass bis vor wenigen Jahren die
Lebermoose in zwei Abteilungen gefiihrt wurden. Diesen Formunterschieden liegen cytologische
Ursachen zu Grunde und tatsachlich lassen sich die Apikalzellen der drei Moosabteilungen in vier
Gruppen einteilen (tetradrisch, halbkreis-, linsen-, keilférmig), die zu je einem der beiden
Gewebestrukturen (folios oder thallos) fihren kénnen. Zuséatzlich wurde beschrieben, dass ein
Formwechsel der Apikalzelle und damit der Gewebestruktur der Pflanze im Verlauf der
ontogenetischen Entwicklung auftreten kann (Renzaglia et al. 2000).

Hornmoose besitzen nur einen oder wenige Chloroplasten pro Zelle, dieser enthalt haufig Pyrenoide,
(RuBisCO), die

Kohlenstoffkonzentrierung fiir die Photosynthese dienen (Smith und Griffiths 1996; Villarreal und

Agglomerate aus Ribulose-1,5-Bisphosphat  Carboxylase/Oxygenase der

Renner 2012). Diese Eigenheit teilen sich Hornmoose nicht mit den anderen Moosen oder héheren
Pflanzen sondern nur mit Algen, haben die Pyrenoide jedoch unabhéngig von diesen und mehrmals
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im Laufe der Evolution entwickelt (Villarreal und Renner 2012). Eine Besonderheit ist ferner die
Kompetenz von Hornmoosen, sowohl mit Pilzen als auch mit Cyanobakterien Gemeinschaften zu
bilden. Die Cyanobakterien der Gattung Nostoc leben in Hohlungen des Moosthallus, wahrend die
Pilzhyphen den Gametophyten durchziehen kdnnen (Pierce 1906; Meeks 1998, 1998; Desiro et al.
2013). Ob die Lebensgemeinschaft mit Nostoc symbiotischer Natur ist, also zu beiderseitigem Vorteil,
wurde in Frage gestellt.

Noch eigentlimlicher sind die Strukturen der Sporophyten bei Hornmoosen (Ligrone et al. 2012b). Die
Columella der Sporophyten, also der sterile sdulenférmige Schaft, hat einen Aufbau, der nur in der
archaischen Farnfamilie Psilotaceae wiederzufinden ist (Blaikley 1933). Anders als bei den Laub- und
Lebermoosen wachst bei den Hornmoosen der Sporophyt kontinuierlich und entldsst die
nacheinander reifenden Sporen. Es ist eine Entwicklung dahingehend beobachtbar, dass der
Sporophyt gegeniliber dem Gametophyten mit zunehmender Entwicklungsstufe der Abteilung an
Bedeutung gewinnt: Wahrend der Sporophyt der Lebermoose kaum alleine Uberlebt, besitzen
Laubmoossporophyten manchmal und Hornmoossporophyten sehr haufig Chloroplasten und
Stomata. Abgetrennte Sporophyten von Hornmoosen sind deshalb bei entsprechenden Bedingungen
in der Lage, mehrere Wochen zu leben und die Sporen zur Reife zu bringen. SchlieRlich bildet der
Sporophyt der Tracheophyten den wichtigsten Teil des Lebenszyklus, wobei auch hier wiederum der
Gametophyt langsam an Bedeutung verliert, was an der Kurzlebigkeit und der geringen GréRe der
Gametophyten von Samenpflanzen im Vergleich zu Farnen oder Barlapppflanzen zu erkennen ist.
Gemeinsamkeiten der Moose untereinander sind morphologischer Art: Das Fehlen von Bliten, das
Ausbilden nur einer Sporenkapsel auf dem Sporophyten (monosporangisch), ein ausgepragter
Generationswechsel mit dominierendem haploidem Gametophyten gegeniiber dem diploiden
unverzweigten Sporophyten, das Fehlen von Lignin und damit einhergehend von Leitbindeln und
verholztem Gewebe. Dadurch sind alle Moose kleinwiichsige Gewachse.

B. Studienobjekte

1. Ackerhornmoos Anthoceros agrestis

Das Ackerhornmoos Anthoceros agrestis, Familie Anthocerotaceae, gehort zur Abteilung der
Anthocerotophyta und zur Klasse Anthocerotopsida. Hornmoose werden in finf Familien
zusammengefasst, wobei die Familie der Anthocerotaceae die Gattungen Anthoceros, Folioceros und
Sphaerosporoceros beinhaltet (Duff et al. 2007). Die Hornmoose sind in den Fokus der Phylogenie
geraten, da es sich um die Schwesterabteilung der Tracheophyten handelt und somit viele
interessante Aspekte der Entwicklungsbiologie erforscht werden kénnen. Erst Ende 2015 wurde die
Genomsequenz von Anthoceros agrestis veroffentlicht (Szovényi et al. 2015). Anthoceros agrestis
kommt weltweit in feuchten und hellen Gebieten vor, beispielsweise auf abgeernteten Ackern und in
Garten, Ublicherweise auf der Nordhalbkugel im Herbst. Der thallose Gametophyt ist flach und
gelappt, der Sporophyt ist bis zu 7 cm groR3, diinn und hornférmig (Abb. 8). Die Pflanze ist mondzisch.
Die Klassifikation der Arten Anthoceros agrestis, Anthoceros crispulus und Anthoceros punctatus ist
morphologisch schwierig. Bei der hier untersuchten Art, die aus Kiel von Herrn Prof. Binding stammt
(Binding und Mordhorst 1991), handelt es sich nach friherer Einteilung um Anthoceros crispulus,
nach neueren Untersuchungen um Anthoceros agrestis.
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Abbildung 8 Anthoceros agrestis, Szovényi et al. (2015). MaRBstab 2 mm.

2. Kleines Blasenmiitzenmoos Physcomitrella patens

Das Kleine Blasenmitzenmoos Physcomitrella patens, Familie Funariaceae, gehort zur Abteilung der
Laubmoose in der Klasse der Bryopsida. Es handelt sich dabei um einen sequenzierten Organismus
(Rensing et al. 2008), der spatestens seit Beginn des 21. Jahrhunderts bei Molekularbiologen und
Biotechnologen betrachtlich an Interesse gewonnen hat (Schaefer und Zryd 2001). Physcomitrella ist
insofern interessant, da es besonders haufig und einfach homologe Rekombination durchfiihrt,
wobei das Ausschalten oder Umtauschen von Genen im haploiden Vegetationskérper dazu fiihrt,
dass Funktionen in der Entwicklungsbiologie der Pflanze schnell und mitunter makroskopisch
beobachtbar sind (sog. Knock-out Moose) (Hohe et al. 2004). Auch kdnnen so Organismen fir
vielfdltige Anwendungen geschaffen werden, etwa fiir Biodegradation von Verschmutzungen in
Gewassern oder als Produktionsstamme flir Makromolekdile in Bioreaktoren (Reutter und Reski 1996;
Decker und Reski 2004; Hohe und Reski 2005; Reski et al. 2015). Physcomitrella bildet als Laubmoos
ein Protonema der zu einem reifen Gametophor aus Rhizoid, Cauloid und Phylloid ausreift (Abb. 9).
Die Apikalzelle ist tetraderisch, der Sporophyt entwickelt sich auf dem Cauloid, die Pflanze ist
mondozisch (Reski 1998). Es kommt in Nordamerika und Eurasien vor, bewohnt feuchte bis nasse
Gebiete, etwa trockene Flussbetten und schlammige Pfiitzen.

Abbildung 9 Physcomitrella patens, Egener et al. (2002). MaBstab 1 mm.

3. Zellkulturen
Die untersuchten Pflanzen werden als sterile Kulturen in kiinstlichen Nahrmedien gehalten (Abb. 10-
12). Diese Sterilkulturen haben deutliche Vorteile zum Beispiel gegeniiber der Sammlung der
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Pflanzen aus Wildbestanden oder aus Gewachshdusern (Ramachandra Rao und Ravishankar 2002;
Sabovljevic et al. 2009). Die Rezeptur des Mediums bleibt konstant gleich, und durch das regelmaRige
Uberimpfen in frisches Medium sind die Pflanzen gut versorgt. Ebenso sind andere abiotische
Faktoren wie Licht, Temperatur und Wasser geregelt. Das ist besonders bei langsam wachsenden
Arten wie etwa Moosen wichtig. Viele Pflanzen stehen unter Naturschutz, und eine Wildsammlung
kommt deshalb nicht in Frage. Auch gibt es Arten, die nur zu bestimmten Jahreszeiten vorkommen,
so dass auch hier die Wildsammlung kein langfristiges Arbeiten ermdglicht, oder politische Umstande
verhindern eine Versorgung des Weltmarkts mit dem getrockneten pflanzlichen Ausgangsmaterial,
also mit den Drogen. Durch gezielte Optimierungen des Mediums und der Ernte oder durch
molekularbiologische Manipulationen lassen sich die Gehalte und das Spektrum an bestimmten
Naturstoffen verandern und ermoglichen so eine kostenginstige Produktion von industriell
interessanten Strukturen. Andererseits kann eine Sterilkultur in der Grundlagenforschung im Zuge
einer Kulturcharakterisierung nitzliche Informationen liefern, um weitergehende Experimente so zu
gestalten, dass effektiv gearbeitet werden kann, etwa indem RNA Extraktionen an Tagen erfolgen, an
denen der untersuchte Stoffwechselweg aktiv ist. Es gibt allerdings auch Nachteile: Einer sterilen
Laborkultur fehlen die biotischen und abiotischen Stressoren wie Fressfeinde, Bestduber,
Infektionen, Trockenheit, UV-Strahlung etc. (Es sei denn, sie wird gezielt mit diesen Elicitoren in
Kontakt gebracht). Dadurch ist sie anfalliger flir Verdnderungen, die ein Ausschalten von
Sekundarmetabolismusgenen bewirken konnen, da der Sekunddrmetabolismus der Pflanze
Uberlebensvorteile gegeniiber diesen Stressoren bringt. Fehlen die Stressoren, kann die Pflanze auch
ohne Sekundarmetabolite iberleben, und man erhilt nicht das gewilinschte Wirkstoffprofil oder die
Menge, wie sie etwa fiir Arzneipflanzen vorgeschrieben sind. Diese Verdnderungen konnen
epigenetischer Art, etwa DNA-Methylierungen, sein oder sogar Mutationen, da der oben genannte
Selektionsdruck fehlt. Eine Pflanze aus der Laborkultur kénnte so nicht in der freien Natur tiberleben.
Es kann durch die Verwendung des kiinstlichen Nahrmediums Sekundarmetabolite entstehen, die
natirlicherweise nicht entstehen und so ein verfalschtes Bild der 6kologisch relevanten Metabolite
geben. Andererseits sind sterile Kulturen anfillig flir Kontaminationen, was schlimmstenfalls zum
Verlust der Kultur fihrt. Auch Gewdchshauskulturen kdnnen kontaminiert werden. In beiden Fallen
ist mitunter der Einsatz von Antibiotika, Fungiziden oder Insektiziden nétig. Bestimmte Naturstoffe
sind an das Vorhandensein spezialisierter Zellen gebunden, etwa die &atherischen Ole aus
Lamiaceaen, die in den Olschuppen der Blatter hergestellt werden. Fehlen diese Strukturelemente,
kann kein oder kaum &atherisches Ol produziert werden (Mulder-Krieger et al. 1988).
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Abbildung 10 Agarkultur von Anthoceros agrestis.

Abbildung 11 Suspensionskultur von Anthoceros agrestis.

Abbildung 12 Agarkultur von Physcomitrella patens.

C. Sekundarstoffwechsel der Moose

Moose sind hinsichtlich der niedermolekularen Naturstoffe eine wenig erforschte Gruppe. Von den
geschatzten 24.000 Moosarten werden etwa 150 hauptsachlich in den chinesischen, indischen,
schamanischen und indianischen Kulturen in der Ethnomedizin angewendet (Saxena und Harinder
2004; Harris 2008). Auch in der europdischen Medizin wurden sie bis in die Neuzeit hinein
angewandt, jedoch sind die Inhaltsstoffe erst seit wenigen Jahren Gegenstand der phytochemischen
Forschung (Tabelle 3). Die meisten dieser Arbeiten beziehen sich auf Lebermoose, da diese haufig
Fetttropfchen in den Zellen lagern (Elaioplasten), die als Speicher moglicher interessanter lipophiler
Verbindungen gelten (Zinsmeiser et al. 1991; Scher et al. 2003; Otero et al. 2006; Xie und Lou 2009;
Asakawa et al. 2013). Der Name Lebermoose entstammt der Signaturlehre, da die lappigen Thalli der
Lebermoose der menschlichen Leber dhneln und helfen sollen.
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Tabelle 3 Die wichtigsten Sekundirmetabolite aus Moosen nach Zinsmeister et al. (Zinsmeiser et al. 1991), + =
nachgewiesene Substanz.

Substanzklasse Lebermoos Laubmoos Hornmoos

Terpene

Monoterpene

Sesquiterpene

Diterpene

Triterpene

Tetraterpene

Steroide

+ |+ ||+ |+
+ |+ |+ |+ |+
+

Prenylquinone

Phenole

<+

Benzoesdurederivate

Zimtsaurederivate

Bibenzylderivate

Bis(bibenzyl)derivate

Phenolether

Alkylphenole

Flavonoide

4|+ |+ ]+

Acylflavonoide

Isoflavonoide

Biflavonoide

+ 4+ |+ |+

Flavon- und Isoflavondimere

Chalconederivate +

<+

Aurone +

Sphagnorubine +

Lignane +

Alkaloide +

Cyanoglycoside +

Tetrapyrrole

s-Acrylate

Azulene

Naphtalenderivate

+ 4+ |+ |+

Phenantrenderivate

Cyclophane +

Vitamine + +

Der Sekunddrmetabolismus der Pflanzen hat im Verlauf der Evolution verschiedene Triebfedern
gehabt: Haufig fanden Horizontale Gentransfers zwischen den Reichen des Lebens (Bakterien,
Archaea, Pilzen, Pflanzen, Tieren) statt (Emiliani et al. 2009; Yue et al. 2012; Li et al. 2014), welche in
den Wirten neue funktionelle Proteine entstehen lieBen oder alte Gene stilllegten. Als ebenso
wichtig erweist sich die Gen- bzw. Genomduplikation, die ein Set homologer Gene zur Verfligung
stellt, von denen einige ihre urspriingliche Funktionalitdt beibehalten und die Kopien ohne EinbulRen
frei mutieren und so neue Aktivitaten entwickeln kénnen (Ober 2005; Rensing et al. 2007; Bainard et
al. 2013) oder ohne Mutation durch einfache Expressionsunterschiede zu unterschiedlichen
Morphologien fiihren kénnen (Pires und Dolan 2012).

Mit der Eroberung der Erdoberflache durch Pflanzen sahen sich diese neuen Herausforderungen
gegeniber, die im aquatischen Leben fehlten: Es gab eine starke Belastung durch UV-Strahlung, die
friher vom Wasser absorbiert wurde. Wasser ist an Land ein limitierter Faktor, es steht nicht Gberall
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uneingeschrankt zur Verfligung. Die Pflanze kann also vertrocknen oder durch zu hohe
Luftfeuchtigkeit keinen Stofftransport mehr gewahrleisten. Die Erdanziehung wird im Wasser durch
den Auftrieb kompensiert. Dieser Auftrieb fehlt in der Luft, so dass stabilisierende Strukturen noétig
wurden. Die sauerstoffhaltige Atmosphare fihrt zur grolen Gefahr des oxidativen Stresses durch
Sauerstoffradikale wahrend der primaren Stoffwechselvorgange. Wahrend Wasser auch ein
hervorragender Temperaturpuffer ist, zeigt die Luft starke Schwankungen der Temperatur (Waters
2003), und es gab an Land neue Infektionsquellen, da Bakterien das Land schon viel friher besiedeln
konnten (Ponce de Ledn und Montesano 2013). Spater kam im Zuge der weiteren Landbesiedlung
der im Wasser angefangene Konkurrenzkampf um Licht, Nahrstoffe und Sexualpartner sowie die
Gefahr von Fressfeinden hinzu. All diese Faktoren flihrten zur Entwicklung eines ,evolutiven
Wettrlstens” von Abwehrmechanismen, die den Pflanzen eine héhere Fitness verliehen haben. Eine
wichtige Stiitze in diesem Uberlebenskampf ist der Sekundirstoffwechsel, der die Fitness der Pflanze
gegeniber Konkurrenten erhéht (Mello und Silva-Filho 2002).

D. Polyphenolstoffwechsel von Anthoceros agrestis und

Physcomitrella patens

Der Polyphenolmetabolismus zdhlt neben dem Terpenoidweg zu den urspriinglichsten und am
weitesten verbreiteten sekundaren Stoffwechselwegen der Pflanze (Emiliani et al. 2009). Phenolische
Verbindungen entstehen aus den aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin, die ihrerseits
im Shikimatweg aus Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-phosphat (ber das Zwischenprodukt
Shikimisdure in den Pflanzen gebildet werden (Herrmann 1995; Tohge et al. 2013). Polyphenole
besitzen mehrere Eigenschaften, die den Pflanzen das Leben an Land erleichtern: Sie kdnnen UV-
Strahlung absorbieren und Sauerstoffradikale abfangen und so den Photosynthese- und
Primarstoffwechselapparat schiitzen. Mit einem groRRen delokalisierten Elektronensystem kdnnen sie
als Farbstoffe Bestduber und Verbreiter anlocken, sie schiitzen vor Herbivoren und Infektionen,
indem sie Proteine aggregieren, oder sie dienen der Interaktion und Kommunikation. Als Lignin sind
sie an der Holzbildung beteiligt und gelten somit neben Cellulose als eines der am haufigsten
vorkommenden Biopolymere. Ebenso vielfdltig sind die Strukturen der Polyphenole. Unter diesen
Begriff fallen alle Substanzen, die zwei oder mehr Hydroxygruppen und Hydroxylderivate an einem
Benzolring besitzen. Somit zahlen das Lignin und die Lignane, Anthocyane, Flavonoide, Isoflavone,
Cumarine, Catechine und Phenylpropanoide dazu. Phenylpropanoide zeichnen sich durch die C6-C3
Struktur aus, also einen aromatischen Ring mit einer C3-Seitenkette (Ferrer et al. 2008; Vogt 2010). In
Abbildung 13 sind die ersten Schritte des allgemeinen Phenylpropanoidstoffwechsels dargestellt.
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Abbildung 13 Erste enzymatische Reaktionen des allgemeinen Phenylpropanoidstoffwechsels. PAL = Phenylalanin
Ammoniak-Lyase, C4H = Cinnamat 4-Hydroxylase, TAL = Tyrosin Ammoniak-Lyase, 4CL = 4-Cumarat:Coenzym A Ligase.

Kaffeesdure (engl. caffeic acid, CA) ist die 3,4-Dihydroxyzimtsdure und somit ein mogliches
polyphenolischer Metabolit, welches aus Phenylalanin gebildet werden kann. Sie ist ein ubiquitarer
Sekundarmetabolit der Pflanzen und wird entweder direkt oder mittelbar in weiteren Verbindungen
akkumuliert. Dabei dienen diese Verbindungen entweder durch ihre gerbenden Eigenschaften als
Frall- und Infektionsschutz, oder die Pflanze macht sich die strukturelle Stabilitdt der
Kaffeesdureverbindungen fir die Lignifizierung zunutze (Xu et al. 2009). Hydroxyzimtsaureester und
besonders die Kaffeesdureester sind eine haufig gefundene Derivate dieser organischen Sauren in
Pflanzen.

In Hornmoosen sind bereits viele Zimtsdurederivate bekannt. Maligeblich sind hier die Arbeiten von
Takeda sowie von Trennheuser, der in seiner Dissertation eine phytochemische Charakterisierung
von Anthoceros agrestis und Phaeoceros laevis in Zellkulturen gemacht hat (Trennheuser 1992). Zu
den hierbei gefundenen Strukturen zdhlen Rosmarinsdure (Takeda et al. 1990) und Rosmarinsdure-
3‘-0-B-D-Glucosid (RA-GIc) (Vogelsang et al. 2006), Anthocerossdure und (Hydroxy-)Megacerossaure
(Takeda et al. 1990), Anthocerodiazonin (Trennheuser et al. 1994), Caffeoyl-2-(3,4-
Dihydroxyphenyl)ethenylester und N-isoferuloyl-Glutaminsdureamid (Trennheuser 1992) (Abb. 14).
Enzyme des Polyphenolmetabolismus, die aus Anthoceros spec. oder Physcomitrella patens isoliert
und/oder charakterisiert wurden sind die C4H (Petersen 2003) und eine Peroxidase (Chasov et al.
2012) aus Anthoceros sowie die 4CL und eine Chalkonsynthase aus Physcomitrella (Jiang et al. 2006;
Silber et al. 2008).

19



R % o" o OH
o on | N\—oH
OH
o N /t' 0 OH
H /<
S o HO ‘-I\O
1 2 2
HO R=0H [a) H x
R=-D-Glucopyranosyl
OH |
=
OH HO
OH O K
N =
HO
N
HO
OH 4
OH
HO o]
=
o I IA/
o
OH
X N
X X H |
Y o
.
© 6
HO > OH

OH

Abbildung 14 Auswahl von Kaffeesdurederivaten aus Anthoceros agrestis. 1 = Rosmarinsdure, Rosmarinsaure-Glycosid, 2
= Anthocerossdure, 3 = Megacerossdure, Hydroxymegacerossdure, 4 = Anthocerodiazonin, 5 = Caffeoyl-2-(3,4-
Dihydroxyphenyl)ethenylester, 6 = N-isoferuloyl-Glutaminsdureamid.

Regulationsmechanismen des pflanzlichen Sekundarmetabolismus im Allgemeinen und des
phenolischen Stoffwechsels im Speziellen sind teilweise erforscht. Bekannt ist, dass die Enzyme
haufig licht- und verletzungsinduziert sind, was die Bedeutung der Flavonoide oder des Lignins
besonders unterstreicht (Dixon und Paiva 1995). Besondere Erwdhnung sollten hier die Phaselinsdure
und ihre Derivate finden (Abb. 15), die Otero und Arroniz-Crespo in ihren Studien mit Lebermoosen
untersucht haben (Otero et al. 2006; Arrdniz-Crespo et al. 2008). Phaselinsdure ist das Caffeoylmalat
und wurde mit dem 4-Cumaroyl- und dem Feruloyl-Analogon bei induziertem Stress (UV und
Schwermetalle) vermehrt akkumuliert. Es ist durchaus vorstellbar, dass auch Hornmoose und
Laubmoose ahnliche Reaktionen auf Stress zeigen. Anne Doring konnte dies fir die Rosmarinsaure in
héheren Pflanzen (Zitronenmelisse) bei Ozonbelastung zeigen (Doring et al. 2014). Die Regulation
findet auf Translations- oder Transkriptionsebene statt, auch eine Feedback-Regulation ist bekannt
(Herrmann 1995).
HO o]

o OH
N
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Abbildung 15 Phaselinsaure.
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1. Rosmarinsdurebiosynthese

Rosmarinsadure ist der Ester der 3,4-Dihydroxyphenylmilchsdaure mit der Kaffeesaure. Rosmarinsaure
wurde 1958 in Rosmarin entdeckt (Scarpati und Oriente 1958). Sie zahlt zu den Labiatengerbstoffen,
da sie haufig in Lamiaceae gefunden wird, beschrankt sich aber nicht auf diese Familie. Inzwischen
sind knapp 40 Pflanzenfamilien bekannt, in denen Rosmarinsdure gefunden wurde (Petersen 2013).
Diese Familien umfassen neben den Zweikeimblattrigen auch Einkeimblattrige Samenpflanzen, Farne
und Hornmoose (Harborne 1966; Takeda et al. 1990; Petersen und Simmonds 2003; Petersen 2013).
Unklar ist, ob die Fahigkeit, Rosmarinsdaure zu synthetisieren, bei der Trennung der Tracheophyten
und der Anthocerotophyten vorhanden war und dann bei vielen Taxa verloren ging (was der
sparsamsten Entwicklung entspricht) oder ob die Fahigkeit sich in den einzelnen Taxa unabhéangig
entwickelt hat. Diese Annahme koénnte bedeuten, dass die Rosmarinsdurebiosynthese sowohl
hinsichtlich der Enzyme als auch der Substrate zwischen Anthocerotaceae und Lamiaceae einen
unterschiedlich sind. Mittlerweile sind auch verschiedene Derivate der Rosmarinsaure bekannt, diese
treten haufig in Anthoceros agrestis Kulturen auf. Die Erforschung der Rosmarinsdurebiosynthese
begann schon 1970 mit dem ersten Vorschlag eines Stoffwechselwegs durch Ellis und Towers (Ellis
und Towers 1970), wurde aber erst 1993 von Petersen et al. vollstdndig fur die Lamiacee Coleus
blumei beschrieben (Abb. 16) (Petersen et al. 1993): Aus den beiden Aminosauren L-Phenylalanin
und L-Tyrosin wird mit Hilfe von flinf 16slichen und drei ER-membranverankerten Enzymen im Cytosol
Rosmarinsaure gebildet, welche dann in der Vakuole akkumuliert wird. Dabei wird Phenylalanin zu t-
Zimtsdure desaminiert (Razzaque und Ellis 1977), in Stellung 4 hydroxyliert (Vetter 1988) und CoA-
aktiviert (Karwatzki et al. 1989). Gleichzeitig wird das Tyrosin transaminiert (De-Eknamkul und Ellis
1987) und reduziert (Petersen und Alfermann 1988; Hausler et al. 1991; Petersen et al. 1993; Xiao et
al. 2011). Beide Intermediate werden verestert (Petersen und Alfermann 1988) und hydroxyliert
(Petersen 1997). Ob dieser Weg in Anthoceros agrestis genauso verlauft ist weitestgehend
unbekannt.

Die Effekte der Rosmarinsdure und &hnlicher Kaffeesdurederivate sind schon lange vor der
Entdeckung der Gerbstoffe geschatzt gewesen, so dass Melisse (Melissa officinalis), Salbei (Salvia
officinalis), Lavendel (Lavandula angustifola), Oregano (Origanum vulgare), Thymian (Thymus
vulgaris) oder Minzen (Mentha spec.) nicht nur aufgrund ihrer dtherischen Ole als Gewiirz verwendet
wurden, sondern auch aufgrund ihrer konservierenden, antimikrobiellen Wirkung. Die Wirkung der
Rosmarinsdure in Tieren soll vielfaltig sein: antiviral, antibakteriell, antifungisch, antidepressiv,
anticancerogen, antiinflamatorisch, antioxidativ, neuroprotektiv, cardioprotektiv, hepatoprotektiv,
und viele weitere (Nakazawa und Ohsawa 1998; Baba et al. 2004; Dubois et al. 2008; Furtado et al.
2008; Awad et al. 2009; Obulesu und Rao 2011). Viele dieser Effekte wurden mit isolierter
Rosmarinsdure in in vitro Kulturen untersucht, so dass eine Ubertragung auf den Menschen mit
seinen komplexen Lebensgewohnheiten schwierig ist.
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Abbildung 16 Biosynthese von Rosmarinsdure in Lamiaceae, nach Petersen et al. (1993). PAL = Phenylalanin Ammoniak-
Lyase, C4H = Cinnamat 4-Hydroxylase, 4CL = 4-Cumarat:Coenzym A Ligase, TAT = Tyrosin Aminotransferase, HPPR =
Hydroxyphenylpyruvat Reduktase, RAS = Rosmarinsiure Synthase (Hydroxycinnamoyl-CoA:Hydroxyphenyllactat
Hydroxycinnamoyltransferase), 3-H/3‘-H = 3-/3‘-Hydoxylase.
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a) Phenylalanin Ammoniak-Lyase
Der Biosyntheseweg der Polyphenole startet mit der Aminosaure L-Phenylalanin. Mit Hilfe der
Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL, EC 4.3.1.24) bildet sich die trans-Zimtsdaure. 1961 wurden sie
erstmals beschrieben (Koukol und Conn 1961). Diese Reaktion findet im Cytosol statt. Die PAL ist das
Schlisselenzym des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels und eines der am besten untersuchen
Sekundarmetabolismusenzyme der Pflanzen. Sie geh6rt zusammen mit der Tyrosin Ammoniak-Lyase
(TAL) und der Histidin Ammoniak-Lyase (HAL) zu den aromatischen Aminosdurelyasen. Wahrend PAL
und TAL weitestgehend auf Pflanzen beschrankte Enzyme sind (Ausnahmen bilden einige Pilze und
Prokaryonten (Kalghatgi und Subba Rao 1975; Fritz et al. 1976; Moffitt et al. 2007; Hyun et al. 2011)),
kommt HAL auch in Tieren, Pilzen und Bakterien vor. Phylogenetische und strukturelle Studien
weisen auf eine Verwandtschaft dieser Enzyme miteinander sowie einer Entwicklung der PAL und
TAL aus der HAL (Ritter und Schulz 2004) oder aber eine weitestgehend unabhangige Entwicklung der
HALs und der PALs hin (Emiliani et al. 2009). Aus einkeimblattrigen Pflanzen sind PALs bekannt, die
auch TAL-Aktivitat aufweisen (Rosler et al. 1997). PALs sind groRe Enzyme, die als Homotetramere
vorliegen. Die cDNA einer (der vier) Arabidopsis thaliana PAL codiert 717 Aminosduren, die ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 78 kDa ergeben (Cochrane et al. 2004). Sie besitzen eine
katalytische Triade aus den drei benachbarten Aminosauren Alanin-Serin-Glycin am N-terminalen
Ende, welche in einer autokatalytischen Cyclisierungsreaktion die sogenannte MIO-Gruppe bilden,
das 3,5-Dihydro-5-methyliden-4H-imidazol-4-on (Abb. 17). Die MIO-Gruppe bringt das bendétigte
elektrophile Potential fir die Desaminierung des Phenylalanins zu trans-Zimtsdure und einem
Ammoniumion auf. Der Mechanismus ist Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion,
vieles weist jedoch darauf hin, dass es sich nicht um eine elektrophile Addition handelt, wie lange
Zeit angenommen wurde, sondern um eine Friedel-Crafts-Reaktion (Calabrese et al. 2004; Bartsch
und Bornscheuer 2009) (Abb. 18). Die PAL-Expression in der Pflanze ist schon lange Gegenstand der
Forschung. Bekannt ist etwa die Aktivierung der Gene durch UV-Licht und Elicitoren (Lois et al. 1989).
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Abbildung 17 Die Autocyclisierung der drei Aminosaduren Alanin-Serin-Glycin fiihrt in der PAL unter Wasserabspaltung zur
Bildung der MIO-Gruppe (Ritter und Schulz 2004).
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Abbildung 18 Moglicher Katalysemechanismus der PAL nach Ritter und Schulz (2004). R1, R2 und R3 gehéren zur PAL.
Unter Verlust der Aromatizitit entsteht eine Bindung zwischen der MIO-Gruppe und dem Phenylalanin. Eine
Deprotonierung am B-C-Atom des Phenylalanins bewirkt unter gleichzeitiger Wiederherstellung des aromatischen Rings
ein Umklappen der Elektronen, die zum Abgang des Ammoniaks fiihrt.

In vielen Pflanzen wurden zwischen 3 und 5 Genkopien der PAL nachgewiesen (Hyun et al. 2011),
ohne jedoch fir jedes Enzym Aktivitat und Expressionsverhalten nachzuweisen. Die meisten PAL (40-
50) wurden bisher in der Kartoffel nachgewiesen (Joos und Hahlbrock 1992).

b) Cinnamat 4-Hydroxylase

Die Cinnamat 4-Hydroxylase (C4H, EC 1.14.13.11) ist eine Cytochrom P450 abhangige
Monooxygenase (CYP73). Sie gehort damit einer sehr groRen Enzymklasse an, die eine Vielzahl von
Reaktionen in fast allen Pro- und Eukaryonten katalysiert und nur phylogenetisch und nicht
katalytisch definiert ist. Die katalytische Funktion der C4H liegt in der Einfliihrung einer
Hydroxygruppe an Position 4 der t-Zimtsaure. Es entsteht 4-Cumarsaure. 1965 wurde sie erstmals in
Spinat beschrieben (Nair und Vining 1965). CYPs sind Ham-Proteine, das Fe(lll) ist an einem
konservierten Cystein gebunden. Weitere konservierte Bereiche sind flir die Stabilisierung und fir
den Schutz der katalytischen Tasche erforderlich. Das Vorhandensein dieser konservierten
Aminosduren bestimmt die enzymologische Einteilung der CYPs. Generell werden verschiedene
Reaktionen katalysiert, etwa im Fettsdure- und Steroidstoffwechsel, dem Abbau von Xenobiotica,
dem Hormon- und Sekundarmetabolismus (Werck-Reichhart und Feyereisen 2000). Das Substrat und
molekularer Sauerstoff binden an das Eisen der Hdm-Gruppe, welches lber eine Spin-Aktivierung zu
zweiwertigem Eisen reduziert wird. In diesem Zustand wird eines der Sauerstoffatome im O, hydriert
und spaltet sich als Wasser ab, wahrend das zweite Sauerstoffatom am Substrat bindet und eine OH-
Gruppe bildet. Die Reaktion ist NADPH+H"-abhingig und braucht ein weiteres ER-gebundenes Enzym,
die FAD- und FMN-abhangige CYP450-Reduktase, um die Monooxygenase zu reaktivieren. Der Name
Cytochrom P450 leitet sich vom Absorptionsmaximum des Enzyms bei Inhibierung durch
Kohlenstoffmonooxid bei 450 nm ab. Bei dieser Wellenldnge findet auch eine Reaktivierung des
Enzyms statt (Werck-Reichhart und Feyereisen 2000).

c) 4-Cumarat:Coenzym A Ligase
Das dritte Enzym des allgemeinen Phenylpropanoidstoffwechsels, das die Aktivierung der 4-
Cumarsaure liber einen Thioester vermittelt, ist die 4-Cumarat:Coenzym A Ligase (4CL, EC 6.2.1.12).
Es handelt sich wieder um ein I6sliches Protein im Cytosol von Pflanzen; Enzyme mit dhnlicher
Aktivitat und hoher Sequenzidentitat wurden aber auch in Streptomyces gefunden. Die 4CL-Reaktion

24



ist ATP-abhdngig. Unter Hydrolyse von Pyrophosphat von AMP wird das Substrat 4-Cumarsaure
adenyliert. Der nucleophile Angriff von Coenzym A auf das Zwischenprodukt fihrt zur Bildung von 4-
Cumaroyl-CoA und AMP wird freigesetzt. Eine spezifisches Adenosinbindungsmotif zeichnet die
Sequenz der 4CLs aus. Eine evolutiondare Abstammung von der Acetyl:CoA Ligase, Fettsdauresynthasen
und Peptidasen des Primarstoffwechsels ist evident (Schneider et al. 2003). Neben 4-Cumarsaure
werden andere Zimtsaurederivate akzeptiert.

d) Tyrosin Aminotransferase
Die Tyrosin Aminotransferase (TAT, EC 2.6.1.5) ist ein Enzym, das den Primar- mit dem
Sekundarstoffwechsel verbindet. Es katalysiert die Transaminierung von Tyrosin zu 4-
Hydroxyphenylpyruvat (pHPP) unter gleichzeitiger Reaktion von a-Ketoglutarat zu Glutamat. Die
Reaktion ist Pyridoxalphosphat (PLP)-abhdngig. Das Produkt pHPP wird hauptsachlich tber das
Zwischenprodukt Homogentisinsaure fiir die Tocopherol- und Plastochinon-Biosynthese verwendet
(Fiedler et al. 1982). Uber das Intermediat 4-Hydroxyphenyllactat (pHPL) geht es jedoch in die
Rosmarinsdurebiosynthese ein. PLP ist in den Aminotransferasen kovalent lber eine Iminverbindung
mit einer e-Aminogruppe eines konservierten Lysins gebunden. Der Reaktionsmechanismus ist ein
,Ping-Pong-Mechanismus”  des Cofactors zwischen den Substraten. Dabei wird zuerst die
Aminosadure zur korrespondierenden a-Ketosdure desaminiert, anschlieRend die andere Ketosadure
zur Aminosdure transformiert  (Prabhu und Hudson 2010) (Abb. 19). Dadurch ist eine
ausgesprochene Reversibilitat der Reaktion gegeben.
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Abbildung 19 Moglicher Katalysemechanismus der TAT. R1 und R2 gehéren zur TAT. Abgebildet ist die erste Teilreaktion,
bei der das PLP mit einem konservierten Lysin eine Schiff’'sche Base bildet. Die Aminogruppe des Tyrosins 16st das Lysin
ab und unter Hydrolyse wird pHPP freigesetzt.

Bis hier sind alle genannten Enzymreaktionen nicht spezifisch fiir die Rosmarinsdurebiosynthese.
Durch Fitterungsversuche mit radioaktiv markierten Edukten und Korrelationen der
Enzymaktivitdten mit Intermediaten und der Rosmarinsaure Akkumulation wurde deren Beteiligung
an diesen Stoffwechselwegen aufgeklart (Ellis und Towers 1970).
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e) Hydroxyphenylpyruvatreduktase

Die Hydroxyphenylpyruvatreduktase (HPPR, EC 1.1.1.237) katalysiert die NADH+H'-abhingige
Reduktion von p-Hydroxyphenylpyruvat (pHPP) zu p-Hydroxyphenyllactat (pHPL). Sie ist verwandt
mit der D-Lactat Dehydrogenase, der D-3-Phosphoglycerat Dehydrogenase und der
Hydroxypyruvatreduktase (HPR). Diese Enzyme werden zu der Familie der D-Isomer-spezifischen 2-
Hydroxysaure Dehydrogenasen gerechnet (Grant 1989). Die HPR liegt in Pflanzen in drei Isoformen
vor, die erste Form ist cytosolisch, die zweite ist plastidar, die dritte peroxisomal und ist ein Enzym
der Photorespiration (Timm et al. 2008). Die HPPR, die ebenfalls cytosolisch ist, kdnnte mit der
cytosolischen HPR verwandt sein.

Da bisher in Pflanzen pHPL nur in Zusammenhang mit der Biosynthese von Rosmarinsdure bekannt
ist, ist die HPPR das erste spezifische Enzym der Rosmarinsdurebiosynthese (Kim et al. 2004). Als
Reduktionsdquivalent werden sowohl NADH als auch NADPH akzeptiert, als Substrate 4-
Hydroxyphenypyruvat (pHPP) und 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat (DHPP). Entscheidend ist eine p-
Hydroxygruppe am aromatischen Ring, da Phenylpyruvat kaum akzeptiert wird (Hausler et al. 1991;
Kim et al. 2004).

f) Rosmarinsdure Synthase

Rosmarinsaure Synthase (RAS, eigentlich: Hydroxycinnamoyl-CoA:Hydroxyphenyllactat
Hydroxycinnamoyltransferase, EC 2.3.1.140) ist ein Vertreter der Hydroxycinnamoyltransferasen
(HCT) der BAHD-Acyltransferase-Familie. Sie verwendet in ihrer natirlichen Reaktion 4-Cumaroyl-
CoA und p-Hydroxyphenylmilchsaure und bildet 4-Cumaroyl-pHPL (Petersen und Alfermann 1988;
Petersen et al. 1993). Reaktionen von Caffeoyl-CoA als Donor mit pHPL oder 3,4-
Dihydroxyphenylmilchsdure (DHPL) als Akzeptor wurden beschrieben (Petersen und Alfermann 1988;
Petersen et al. 1993; Petersen und Metzger 1993; Berger et al. 2006; Sander und Petersen 2011).
Bisher sind die Gensequenzen von RAS aus fiinf Lamiaceen bekannt: Solenostemon scutellarioides
(AM283092), Melissa officinals (FR670523), Lavandula angustifolia (JF343521), Glechoma hederacea
(HG423396, HG423397) und Salvia miltiorrhiza (F1906696 bzw. GU647199) (Petersen 2013). Dadurch
sind die katalytisch spezifischen Aminosauren, die eine Praferenz zu dem einen oder anderen
Akzeptor der HCTs bewirken noch nicht vollstéandig bekannt.

g) 3-und 3‘-Hydroxylasen
Die 3- und 3‘-Hydroxylasen schlieRen die Biosynthese der Rosmarinsdure ab, indem sie das 4-
Cumaroyl-pHPL an Position 3 und 3’ hydroxylieren. Es handelt sich um zwei Cythochrom P450
abhingige Monooxygenaseaktivitdten, wie sie auch die C4H ist, sie sind jedoch spezifisch fir
Rosmarinsdure-dhnliche Substrate, so dass 4-Cumarsaure oder 4-Cumaroyl-CoA nicht reagieren.

Rosmarinsdure wird im Anschluss an die Biosynthese aus dem Cytosol in die Vakuole transportiert
und dort akkumuliert (Hausler et al. 1993). In Hornmoosen wurden Derivate der Rosmarinsdure
entdeckt, etwa die Anthocerossaure, die ein [2+2]-Cycloadditionsprodukt der Rosmarinsdaure mit 4-
Cumarsaure ist oder die Hydroxymegacerossdure und Megacerossaure, die das Lacton der
Rosmarinsdure bzw. Caffeoyl-pHPL darstellen, sowie das Rosmarinsaureglycosid. Andere Derivate der
Rosmarinsdure sind z.B. die Lithospermsadure B aus Salvia miltiorrhiza, die das Epoxid aus zwei
Rosmarinsduremolekiilen darstellt (Xiao et al. 2011).
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E. BAHD Acyltransferasen

Die BAHD Acyltransferasen sind eine Superfamilie pflanzlicher Sekunddarmetabolismusenzyme. Sie
Ubertragen Saurereste auf Akzeptoren, sind also fir viele Ester- und Amidverbindungen
verantwortlich. Benannt ist diese Enzymgruppe als Akronym aus den ersten Buchstaben der ersten
vier charakterisierten Enzyme dieser Gruppe: Benzylalkohol O-Acetyltransferase (BEAT), Anthocyan
O-Hydroxycinnamoyltransferase (AHCT), Anthranilat N-Hydroxycinnamoyl/Benzoyltransferase (HCBT)
und Deacetylvindolin 4-O-Acetyltransferase (DAT). Es sind monomere, |16sliche und cytosolische
Enzyme mit einem Gewicht zwischen 48 und 55 kDa und um die 445 Aminosaureresten.
Phylogenetische Analysen zeigen, dass die Enzyme dieser Familie sehr heterogen sind, generell ist die
Ahnlichkeit der Gen- und der Proteinsequenzen untereinander gering. Sie zeichnen sich jedoch durch
zwei hochkonservierte Bereiche aus: Einem in N-terminaler Ndhe befindlichen HXXXDG Motiv, und
einem C-terminal befindlichen DFGWG Motiv. Dabei wurden allerdings auch mogliche Varianten
dieser Motive beschrieben, etwa der Austausch des Glycins im HXXXDG durch andere kleine
Aminosauren wie Alanin oder Serin oder der Austausch des Tryptophans im DFGWG Motiv durch ein
Tyrosin (St. Pierre et al. 1998; St. Pierre und de Luca 2000; D’Auria 2006). Die Katalyse erfolgt hier
durch das Histidin im ersten Motiv: Ein Proton eines Amins oder Alkohols des Akzeptormolekiils wird
durch Histidin abstrahiert. Das nun negativ geladene Heteroatom (Stickstoff oder Sauerstoff) greift
die Thioesterbindung des Acyldonors an. Unter Freigabe des Amids bzw. des Esters und des freien
Coenzyms A wird die Reaktion beendet (Ma et al. 2005). Hingegen ist das DFGWG-Motiv kein
katalytisches Motiv, sondern ein strukturgebendes Motiv (Ma et al. 2005; Unno et al. 2007). Durch
die geringe Sequenzdhnlichkeit der Mitglieder der BAHD-Superfamilie und ihrer einzelnen
Enzymgruppen untereinander lassen sich wenig Vorhersagen Uber natiirliche Substrate der Enzyme
treffen (Luo et al. 2007). Die BAHD-Superfamilie wird in finf Kladen aufgeteilt, diese Sortierung ist
phylogenetisch begriindet und gibt die katalytische Aktivitdt nur grob wieder: Klade 1 enthalt
Enzyme, die eine Verdnderung phenolischer Glycoside bewirken, etwa die Ubertragung von Malonyl-
Einheiten auf Anthocyanglycoside. Klade 2 besteht aus wenigen bekannten Enzymen, die im Rahmen
der extrazellularen Wachsbildung aktiv sind. In der dritten Klade finden sich tiberwiegend Acetyl-CoA
(und mittelkettige CoA-aktivierte Sduren) abhingige Enzyme, die das Substrat auf Alkoholreste
Ubertragen und damit fir viele fliichtige Aromen in Bliten und reifen Friichten verantwortlich sind.
Die vierte Klade enthalt wieder nur wenige bekannte Enzyme, die eine Amidbildung katalysieren. In
die flinfte Klade fallen eine Reihe von Enzymen mit verschiedenen Produktbildungsreaktionen, etwa
die Bildung fliichtiger Verbindungen (auBer Acetyl- auch z.B. Benzoyl-Ester) oder die Ubertragung
von Hydroxyzimtsdauren. Tuominen et al. schlagen vor, diese fiinf Kladen auf acht zu erweitern. In
einer speziesiibergreifenden phylogenetischen Studie konnten sie die Notwendigkeit von
Untergruppen der einzelnen Kladen nachweisen (Tuominen et al. 2011). Ferner schlagen sie
kladenspezifische Sequenzmotive zusatzlich zu den oben erwdhnten allgemeinen Motiven vor.

Die Urspriinge der BAHD-Acyltransferasen werden in den bakteriellen Chloramphenicol-
Acetyltransferasen vermutet (Murray und Shaw 1997). Die Reaktionsprodukte, die durch BAHD-
Acyltransferasen gebildet werden, sind sehr vielfdltig, und die neu identifizierten Enzyme in dieser
Familie nehmen schnell zu. Dies ist ein Hinweis auf die hohe Evolutionsrate, die diese Enzyme
aufweisen (Luo et al. 2007). Spezifische Strukturelemente sind die zwei Domanen der BAHD-
Acyltransferasen, die Domanen | und Il, die Gber eine Schleife miteinander verbunden sind. Die
Enzyme, die eine Acylierungsreaktion eines Donors auf einen Akzeptor katalysieren, besitzen eine
tunnelartige Struktur mit zwei Eingdngen fir die beiden Substrate. Ein induced fit bewirkt eine
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passgenaue Orientierung und Fixierung der Substrate im Enzym (Lallemand et al. 2012; Walker et al.
2013).

1. Hydroxycinnamoyltransferasen

Hydroxycinnamoyltransferasen (HCTs) sind eine Unterform der BAHD-Acyltransferasen der flinften
Klade, sie Ubertragen eine aktivierte Hydroxyzimtsaure auf ein Akzeptor-Hydroxid oder -Amin. Die
katalysierten Reaktionen sind reversibel. Die Substratpraferenz ist mitunter sehr breit, so dass als
Acyldonor nicht nur 4-Cumaroyl-CoA, die einfachste Hydroxyzimtsdure, in Frage kommt, sondern
auch Cinnamoyl-, Caffeoyl-, Feruloyl- oder Sinapoyl-CoA, wobei die Praferenz mit zunehmender
Hydrophobizitdt abnimmt (Walker et al. 2013). Auch bei dem Akzeptor kann es zu einer
Substratpromiskuitdt kommen, besonders bei Chinasdure und Shikimisdure wurden Enzyme
beschrieben, die beide Substrate akzeptieren, wenn auch mit unterschiedlicher Praferenz (Hoffmann
et al. 2003; Landmann et al. 2011; Lallemand et al. 2012) oder nur einen von beiden Akzeptoren
annehmen (Comino et al. 2009; Sander und Petersen 2011). Bei der Praferenz des Substrats muss
bedacht werden, dass etwa bei der Ubertragung auf ein Molekiil Shikimisdure durch die SP2-
Hybridisierung im Ring eine andere Struktur vorliegt als in der Chinasaure, die nicht nur vollstandig
gesattigte C-C-Bindungen aufweist, sondern dadurch auch noch zwei funktionelle Gruppen die aus
der Ebene heraus stehen. 4-Hydroxyphenyllactat wiederum besitzt einen aromatischen Ring, der
starr und planar ist (Walker et al. 2013). Eine jede HCT muss auf diese Aspekte durch Anderung der
Tertidrstruktur (induced fit) und durch den Einsatz von passenden Aminosdureresten im
katalytischen Zentrum reagieren kénnen.

Den HCTs wird eine wichtige Rolle in der Lignifizierung von Pflanzen zugeschrieben. Durch Regulation
der HCT-Expression konnte in Arabidopsis thaliana eine Veranderung der Monomereinheiten im
Lignin bewirkt werden, welche sich aber auch in reduziertem Wachstum &duBerte (Hoffmann et al.
2004; Li et al. 2010). Nichtsdestotrotz kdonnte eine Regulation oder Modifikation der HCTs in
Nutzpflanzen ein interessanter Angriffspunkt in der biotechnologischen Holzverwertung sein, da
Lignin zurzeit ein storendes Element sowohl in der Papier- als auch in der Bioethanol-Herstellung
darstellt und Holz auRer fiir die Verfeuerung nur nach aufwendiger chemischer Hydrolyse verarbeitet
werden kann.

a) Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase

Eine Vielzahl pflanzlicher Phenole basiert auf hydroxylierten oder methoxylierten Verbindungen,
allen voran das Lignin, das neben Cumaroylalkohol aus Coniferyl- und Sinapylalkohol besteht. Die
Prozessierung von 4-Cumaroyl-CoA zu diesen Substanzen erfolgt haufig liber den Shikimisaureester.
Das Enzym, welches diese Reaktion katalysiert, ist die Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat
Hydroxycinnamoyltransferase (HST, EC 2.3.1.133). Das gebildete 4-Cumaroyl-Shikimat wird am
Cumarsaurerest zu Caffeoyl-5-O-Shikimat (Abb. 20) hydroxyliert und eventuell weiterverarbeitet
(weitere Hydroxylierungen oder Methyltransferasereaktionen). AnschlieBend wird die Esterbindung
durch die HST wieder in eine Thioesterbindung mit Coenzym A lberfiihrt oder vollstandig durch eine
Caffeoyl Shikimat Esterase (CSE) gespalten (Vanholme 2013). Das freiwerdende Zimtsdurederivat
wird nun in die entsprechenden Biosynthesewege abgefiihrt (und etwa zu den oben genannten
Verbindungen reduziert) (Ferrer et al. 2008). Bisher konnten weder diese Verbindungen (Lignin) noch
eine HST-Aktivitat in Moosen nachgewiesen werden, obschon komplexe lignanartige Verbindungen
in Hornmoosen identifiziert wurden. Durch ihre Bedeutung fir die Lignifizierung wird in jeder
GefalRpflanze das Vorhandensein einer HST oder eines HST-artigen Enzyms erwartet.
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Abbildung 20 Caffeoyl-Shikimat.

2013 prasentierten Walker et al. eine kristallographische Rontgenstrukturaufklarung der Struktur und
des Reaktionsmechanismus einer HST aus der Mohrenhirse Sorghum bicolor fir die Reaktion von 4-
Cumaroyl-CoA mit Shikimisaure (Walker et al. 2013). Der aufgeklarte Reaktionsmechanismus ist
vereinfacht in Abbildung 21 dargestellt. Entscheidend ist hier das Histidin des HXXXDG-Motivs,
welches das alkoholische Proton des Shikimats abstrahiert und somit den nucleophilen Angriff des
Sauerstoffs auf die Thioesterbindung ermdglicht. Nach der Umesterung entstehen freies Coenzym A
und Caffeoyl-Shikimat.
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Abbildung 21 Vereinfachter Katalysemechanismus der HST nach Walker et al. (2013). R1 und R2 gehoren zur HST. Das
konservierte Histidin der HST abstrahiert das Proton der Shikimisdure, so dass ein nucleophiler Angriff auf den
Kohlenstoff in der Thioesterbindung des 4-Cumaroyl-CoA stattfinden kann.

Fir diese HST wurde bestatigt, was allgemein fiir die BAHDs angenommen wird: Das Enzym besitzt
zwei substratspezifische Offnungen, durch die die Substrate getrennt eintreten, um im hydrophoben
Katalysezentrum zu reagieren. Die Hydrophobizitdat wird durch thermodynamische Studien belegt,
die darauf hinweisen, dass nur wenig Wasser verdrangt wird. Diese Daten weisen weiterhin darauf
hin, dass zuerst die Assoziation des 4-Cumaroyl-CoAs im Enzym stattfindet und dann das Shikimat
gebunden wird.

b) Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltransferase
Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltransferasen (HQT, EC 2.3.1.99) sind weitere
Vertreter der HCTs. Sie sind zustadndig fir die Biosynthese von Chlorogensaure (Abb. 22) aus 4-
Cumaroyl-CoA und Chinasdure mit anschlieBender Hydroxylierung (Sonnante et al. 2010). Ahnlich

wie bei der Rosmarinsdurebiosynthese erfolgt nach der Esterbildung durch die HQT eine
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Hydroxylierung der 4-Cumarsaureeinheit zu Kaffeesaure durch eine 3‘-Hydroxylase. Chinasaure ist
ein Intermediat des Shikimatweges. Die Chlorogensdure ist wie die Rosmarinsdure vielfach in
Pflanzen als adstringierender FraR- und Infektionsschutz oder als Stressantwort zu finden (Niggeweg
et al. 2004; Clé et al. 2008), in einigen wenigen Ausnahmen wurden beide Stoffe parallel
nachgewiesen. Chlorogensaure ist vermutlich nach der Grinfarbung der Nachweisreaktion in
alkalischer Proteinlésung so benannt. Chlorogensdure wird ebenso wie Rosmarinsdure im Cytosol
synthetisiert und in der Vakuole gespeichert. Zusatzlich kommt es zu einerBildung von
Dicaffeoylchinat, welches ahnliche physiologische Eigenschaften besitzt (Comino et al. 2009).
Angenommen wird eine Ubertragung von einem Caffeoylrest eines Chlorogensiuremolekiils auf ein
zweites  Moleklil  Chlorogensdure (Moglia et al. 2014). Die dafir bendétigte
Chlorogenat:Chlorogenattransferase-Aktivitat wird von einer vakuloischen Form der HQT gestellt.

So wie bei Caffeoylshikimat kann die Chlorogensdure nach den Modifikationen am phenolischen
Rest durch die HQT wieder hydrolysiert werden und die freigewordene Coenzym A-aktivierte
Hydroxyzimtsaure als Monomer der Ligninbiosynthese verwendet werden (Comino et al. 2007). 4-
Cumaroyl-CoA bildet demnach mit Chinasdure das 4-Cumaroyl-Chinat, welches hydroxyliert und
methyliert wird, anschlieRend erfolgt eine Coenzym A-Veresterung des Hydroxyzimtsdurederivats
durch die HQT oder eines HQT-artigen Enzyms (Comino et al. 2009).

Bisher konnten keine Chlorogensaureakkumulation und keine HQT-Aktivitdt in Moosen
nachgewiesen werden.

HO
OH

Abbildung 22 Chlorogensaure.

Hingegen sind einige wichtige Nutzpflanzen reich an Chlorogensdure, etwa Kartoffeln, Tomaten und
Artischocken sowie die Genusspflanzen Kaffee und Tabak (Niggeweg et al. 2004; Sonnante et al.
2010; Lallemand et al. 2012).

Die positiven Eigenschaften der Chlorogensaure auf die menschliche Gesundheit sollen ebenso
vielfaltig sein wie bei der Rosmarinsdure, erwdhnenswert seien hier die jlingst zugeschriebenen
Einflisse auf den Zucker- und Fettstoffwechsel (Liu 2013; Meng et al. 2013; Akash et al. 2014;
Fuentes und Palomo 2014; Ludwig et al. 2014).

c) Weitere Hydroxycinnamoyltransferasen
Neben diesen drei dominanten Enzymen (RAS, HQT, HST) gibt es viele andere HCTs, die eine Vielzahl
pflanzlicher Ester bilden. Bekannt ist die Caftarsdure (Caffeoyltartrat) aus der Erdnuss Arachis
glabrata, die von einer Hydroxycinnamoyl-CoA:Tartrat Hydroxycinnamoyltransferase gebildet wird
(Sullivan 2014), sowie die Zichoriensdure, das Dicaffeoyltartrat (Lee und Scagel 2013). Die oben
erwdhnte Phaselinsdure, das Caffeoylmalat, wird im Rotklee Trifolium pratense von einer
Hydroxycinnamoyl-CoA:Malat Hydroxycinnamoyltransferase synthetisiert (Sullivan und Zarnowski
2011). Eine Reihe von Amiden wird ebenfalls durch HCTs gebildet. Darunter fallen das 4-
Cumaroylagmatin aus Gerste Hordeum vulgare (Bird und Smith 1983). Die 4-Cumaroyl-CoA:Agmatin
N-4-Cumaroyltransferase (Agmatin-Cumaroyltransferase, ACT) ist bisher der einzige Vertreter der
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vierten Klade der BAHD-Acyltransferasen. In A. thaliana kann sie neben 4-Cumaroylagmatin auch das
Feruloyl- und das Putrescinanalogon synthetisieren (Muroi et al. 2009). Die Spermin
Hydroxycinnamoyltransferase (SpmHT) und Spermidin Hydroxycinnamoyltransferase (SHT) aus
Aphelandra tetragona katalysieren etwa die Synthese von 4-Cumaroylspermin, welches fir die
Bildung des makrocyclischen Polyamins Aphelandrin verwendet wird (Hedberg et al. 1996; Fellenberg
et al. 2009; Grienenberger et al. 2009). Diese SHT sollte nicht mit der ebenso abgekiirzten Serotonin
N-Hydroxycinnamoyltransferase verwechselt werden, welche einer anderen Enzymfamilie angehort
und im nachsten Kapitel vorgestellt wird. An der Suberin-Synthese sind die HHTs in Kartoffeln
(Solanum tuberosum) und vielen anderen Pflanzen beteiligt, indem sie die Versterung von
Hydroxyzimtsaure-CoA-Estern, bevorzugt das Feruloyl-CoA mit w-Hydroxypalmitinsdure katalysiert.
Die Enzyme, die dafiir verantwortlich sind, heifen Hydroxycinnamoyl-CoA:w-Hydroxypalmitinsdure
O-Hydroxycinnamoyltransferasen (HHTs) (Lotfy et al. 1993; Lotfy et al. 1995, 1996; Gou et al. 2009;
Molina et al. 2009). Diese Enzyme sollten nicht verwechselt werden mit den Hydroxyanthranilat
Hydroxycinnamoyltransferasen (ebenfalls HHT abgekiirzt) aus Hafer Avena sativa, die fir die Bildung
der Avenanthramide zustadndig sind.

F. Weitere Acylierungsreaktionen in Pflanzen
Die Coenzym A-Ester vermittelte Biosynthese von Sekundarmetaboliten durch BAHD-
Acyltransferasen ist zwar eine wichtige aber nicht die einzige Art, diese herzustellen (Petersen 2015).

Weitere wichtige Enzyme sind die Serin Carboxypeptidase-artigen Acyltransferasen (Milkowski und
Strack 2004; Mugford et al. 2009) (Serine Carboxypeptidase-like Acyltransferases, SCPL
Acyltransferasen), die sich evolutiondr aus den Serin Carboxypeptidasen, also
Primarstoffwechselenzymen mit proteolytischer Aktivitat und einer katalytischen Triade aus Serin-
Histidin und Aspartat (Stehle et al. 2006) durch Duplikation und Weiterentwicklung gebildet haben.
Hier erfolgt eine Ubertragung eines Donors, der liber Glucose aktiviert ist, meist in einem 1-O-B-
Glucoseester, auf einen Akzeptor. Interessant in diesem Zusammenhang sind die
Kaffeesdurederivate, die durch diesen Mechanismus hergestellt werden, etwa das Sinapoyl-Malat
(Lehfeldt et al. 2000) oder Sinapoyl-Cholin (Shirley et al. 2001) in Arabidopsis thaliana. Auch hier
fangt die Biosynthese mit Phenylalanin an, welches (iber PAL und C4H zu 4-Cumarsdure reagiert.
Dann jedoch bildet sich nach weiteren Hydroxylierungen und Methylierungen Sinapinsdure, welche
mit einer UDP-Glucose:Sinapinsdure Glucosyltransferase zu Sinapoyl-Glucose reagiert (Strack 1980).
Hier verzweigen sich die Biosynthesewege wie bei 4-Cumaroyl-CoA, und Sinapinsaurereste kénnen
mit Hilfe der SCPL auf die verschiedene Akzeptoren, etwa Malat oder Cholin Gbertragen (Lehfeldt et
al. 2000).

Die zweite Gruppe bilden die GDSL Lipase-artigen Proteine, die Coenzym A-aktivierte
Hydroxyzimtsauren verwenden (Kikuta et al. 2012) oder aber eine Ubertragung von Kaffeesiure aus
Chlorogensaure von Chinat auf Glucarat katalysieren (Strack und Gross 1990; Teutschbein et al.
2010). Diese Enzyme leiten sich phylogenetisch von den GDSL Lipasen ab (Akoh et al. 2004), die
vornehmlich extrazellular und im Fettstoffwechsel vorzufinden sind. Die zusatzliche katalytische
Acyltransferaseaktivitat ist erst jlingst entdeckt worden, so dass es noch nicht viele bekannte
Reaktionen der GDSL Lipase-artigen Proteine gibt. Benannt sind die GDSL Lipasen nach den
Einbuchstabencodes der Aminosauren in der Umgebung des katalytischen Serins: Glycin-Aspartat-
Serin-Leucin.
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Ein weiterer Mechanismus der Acyltransferase-Reaktion wird durch GCN5-artige Enzyme
durchgefiihrt. Diese Enzyme sind aus der Epigenetik und Genregulation und vor allem fir die
Modifikation von Histonen bekannt (Couture und Trievel 2006; Dekker und Haisma 2009). Daraus
leiten sich die Histamin und Serotonin N-Hydroxycinnamoyltransferasen (THT bzw. SHT) ab, die
spezifisch Kaffeesdurederivate auf Aminogruppen Ubertragen (Kang et al. 2006).

G. Ziele dieser Arbeit

Das Ziel dieser Dissertation war, Beitrage zur Aufklarung der Biosynthese von Rosmarinsdure in
Anthoceros agrestis zu leisten. Dabei wurden zwei Enzyme eingehend betrachtet, die PAL und die
RAS. Es wurden vielfaltige molekularbiologische Methoden angewandt, um die Volllangensequenzen
der codierenden Gene dieser Enzyme zu erhalten und in passenden Wirtszellen zu exprimieren.
Hierbei wurden verschiedene HCT-Gene in Anthoceros gefunden und, soweit moéglich, biochemisch
charakterisiert. Suspensionskulturen von Anthoceros agrestis wurden in einem zweiwdchigen
Kulturverlauf beziiglich Wachstumsparameter, Genexpression und Enzymaktivitaten untersucht. In
Erweiterung dieses Projekts wurden fiinf der zwolf bekannten HCTs aus Physcomitrella patens nach
Sequenzvergleichen mit charakterisierten HSTs/HQTs fur Klonierungs- und Expressionsversuche
ausgewahlt. Soweit dies moglich war, wurden diese HCTs biochemisch charakterisiert.
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IV. Material und Methoden
Bei allen Arbeiten wurde stets demineralisiertes Wasser (vollentsalztes Wasser, VE-Wasser,
Millipore-Wasser) verwendet.

A. Pflanzliche Zellkulturen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zwei Pflanzen untersucht: Anthoceros agrestis
(Ackerhornmoos) aus Kiel von Herrn Prof. Binding (Binding und Mordhorst 1991) und Physcomitrella
patens (Kleines Blasenmiitzenmoos) aus Freiburg von Dr. Martens. Beide Pflanzen liegen als sterile
Kalluskulturen auf Festmedium vor. Anthoceros agrestis wurde zusatzlich als Suspensionskultur in
250 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml sterilem fllssigem Nahrmedium bei 220 Umdrehungen pro
Minute (UpM) geschittelt gehalten. Die Flissigkulturen wurden wéchentlich (iberimpft. Dabei
wurden 5,5 g der abgetropften Kultur mit einem perforierten Loffel in einen Erlenmeyerkolben mit
frischem Medium Uberfihrt. Die Kulturen wurden in einem Raum mit Umgebungslichtbedingungen
sowie Temperaturen zwischen 22 und 26 °C gehalten. Fir die Kalluskulturen wurde CB-M Medium
verwendet. Dabei handelt es sich um ein modifiziertes CB-2 Medium (Petersen und Alfermann 1988;
Gertlowski und Petersen 1993) ohne die Phytohormone 2,4-Dichlorphenoxyessigsidure (2,4-D),
Kinetin, Indol-3-Essigsaure (IES) und 1-Naphthylessigdure (NAA), ohne Caseinhydrolysat (NZ-Amine)
und mit 1% Saccharose. Die Suspensionskulturen wurden sowohl in CB-M als auch in CB-2 gehalten.
Die Physcomitrella-Kulturen wurden einmal im Quartal auf frische CB-M-Agarplatten (mit 0,9% Agar-
Agar) gesetzt, die Anthoceros-Kulturen auf Festmedium alle fiinf Wochen. Dabei wurde nach Zustand
der Pflanzen entschieden, ob sie Gberimpft wurden.

B. Kulturcharakterisierung

Die Kulturcharakterisierung wurde mit Suspensionskulturen von Anthoceros agrestis durchgefihrt.
Dabei wurden Uber einen Zeitraum von zwei Wochen taglich Kolben mit Zellen geerntet und
verschiedene Parameter bestimmt. Tag O gibt dabei den Tag des Uberimpfens und damit den Beginn
der Kulturcharakterisierung an und entspricht, bedingt durch den wdchentlichen Zyklus des
Uberimpfens, dem 7. Tag des Wachstumsverlaufs. Es wurde darauf geachtet, dass zu Beginn der
Charakterisierung die Zellen in eine einzige Mediumscharge Uberimpft werden, damit
Wachstumsunterschiede, die durch Pipettierungenauigkeiten bei der Herstellung des Mediums
auftreten kdnnen, vermieden werden. Da das Frischgewicht (FG) geringer ist als das Abtropfgewicht
der Zellen wurden fiir die Tage 0-4 je zwei Kolben angelegt. Danach reichte das FG aus, um geniigend
Zellmaterial fiir die Experimente zu erhalten. Insgesamt waren 20 Kolben fir die
Kulturcharakterisierung notig sowie zwei zusatzliche Kolben zur weiteren Erhaltung der Kultur
parallel zur Charakterisierung. Nach Beginn der Charakterisierung wurden die Kolben nicht mehr
Uberimpft, die Ernte und Verarbeitung der Zellen fand moglichst zur selben Tageszeit statt. Geerntet
wurden die Zellen durch Abnutschen Uber Filterpapier mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe. Die Zellen
wurden gewogen (Frischgewicht) und zweimal 0,5 g fiir die Bestimmung des Rosmarinsauregehalts
und des Trockengewichts (TG) sowie weitere 0,3 g fir die Expressionsanalyse abgewogen. Die Proben
wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

1. Bestimmung der Mediumsparameter
Die Mediumsparameter geben, wie die zelluldren Parameter auch, Auskunft Gber den Zustand der
Kultur im Verlauf der Charakterisierung. Es wurden drei Parameter gemessen.
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a) pH-Wert
Der pH-Wert wurde nach Kalibrierung der Elektrode mit den entsprechenden Pufferlésungen bei
Raumtemperatur gemessen.

b) Leitfihigkeit
Die Leitfahigkeit wurde nach Kalibrierung mit Wasser mit 1:4 in Wasser verdiinntem Medium bei
Raumtemperatur bestimmt.

¢) Zuckergehalt
Der Gesamtzuckergehalt wurde nach Kalibrierung mit Wasser mit einem Refraktometer gemessen.

2. Bestimmung des Wassergehalts und des Trockengewichts
Der Wassergehalt und das TG der Zellen wurden Uber die Massenverluste nach Trocknen des FG
berechnet. Pro Kulturtag wurden dafir zweimal 0,5 g frisch abgenutschte Zellen abgewogen und
bei -80 °C eingefroren. Alle Zellproben wurden in einem Gefriertrockner 24-48 Stunden getrocknet.
Wenn die Proben trocken waren, wurde das TG gemessen. Aus den Durchschnittswerten des TG und
dem FG wurde der Wassergehalt als absoluter und als prozentualer Anteil sowie das TG pro Kolben
berechnet.

3. Bestimmung des Rosmarinsauregehalts

Die getrockneten Zellen wurden fiir die Bestimmung des Rosmarinsdure- und Rosmarinsaure-3‘--0-
D-Glycosidgehalts (Vogelsang et al. 2006) (RA bzw. RA-Glc) verwendet. Dazu wurden die trockenen
Zellen mit 2 ml 70% Ethanol versetzt, auf dem ,Vortex” gemischt und 10 Minuten bei 70 °C im
Ultraschallbad inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben erneut auf dem ,Vortex“ gemischt und
weitere 10 Minuten bei 70 °C im Ultraschallbad inkubiert. Danach zentrifugierte man die Proben 10
Minuten bei 3000 g und entnahm 1 ml des Uberstands. 10 pl des Extrakts wurden mit 90 pl HPLC-
Laufmittel aus 50% Methanol/50% Wasser + 0,01% Phosphorsidure verdiinnt und 5 Minuten bei
16000 g zentrifugiert. Diese Proben wurden fiir die HPLC-Analyse verwendet oder, wenn nétig,
erneut 1:10 mit dem gleichen Laufmittel verdinnt und zentrifugiert, bevor sie Gber HPLC analysiert
wurden.

a) HPLC-Analyse und Berechnung des Rosmarinsduregehalts
Die Rosmarinsdure- und Rosmarinsdure-Glycosidgehalte wurden mittels HPLC mit Hilfe eines
guantitativen RA und eines qualitativen RA-Glc Standards gemessen. Die HPLC-Sdule war eine
analytische C18-RP Saule (Hauptsdule 250-4 mm, Vorsadule 20-4 mm, beide Equisil ODS 5 um von Dr.
Maisch GmbH). Der RA-Glc-Gehalt wurde unter der Annahme, dass die Absorptionseigenschaften
aufgrund der gleichen phenolischen Strukturen identisch sind, mit Hilfe des RA-Standards berechnet.

C, = Ap - Csy
AStd
C» = Konzentration der Probe in nmol/20 pl
Csig = Konzentration des Standards in nmol/20 pl
A; = Peakflache der Probe
Agiq = Peakflache des Standards
ng=Cp-100-y
ng = Stoffmenge in nmol
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100 = Faktor fiir das Extraktionsvolumen (2000 pl)
y = Verdinnungsfaktor (1:10 bzw. 1:100)
n'g = ng- 0,001
n’g = Stoffmenge in umol
mg=n'g-M-0,001
me= Masse in mg
M = molare Masse in pg/umol (RA = 360,34, RA-Glc = 522,5)

0,001 = Umrechnungsfaktor

me

%TG = ————— -
% TG - 1000

100

%TG = Massenprozent des Metaboliten am Trockengewicht
TG-1000 = Trockengewicht des Pflanzenmaterials in mg

4, Expressionsanalyse
Pro Kulturtag wurden 0,3 g frisch abgenutschte Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefalle eingewogen, in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Die weitere
Behandlung der Proben wird im Abschnitt V.D.16. behandelt.

C. Methoden der Enzymologie

1. Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Alle folgenden Arbeiten wurden, soweit moglich, auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. Nach dem
Abnutschen der Zellen (bzw. nach Entnahme der Proben fir die RA-Extraktion und die
Expressionsanalyse) wurden 3-5 g abgewogen, 1/5 des Gewichts an Polyclar 10 und das Gewicht in g
als Volumen in ml an 0,1 M kaltem Kaliumphosphat-Puffer (KPi) pH 7,0 mit 1 mM Dithiothreitol (DTT)
dazugegeben und vermischt. Diese Mischung wurde mit dem Ultraturrax dreimal 30 Sekunden
homogenisiert, zwischen den Homogenisierungsschritten wurde der Extrakt 30 Sekunden auf Eis
gekuhlt. Die Zelltrimmer wurden 20 Minuten bei 10000 g und 4 °C abzentrifugiert, um die 16sliche
Proteinfraktion zu erhalten. Der Uberstand wurde durch einen Trichter mit Wattestopfen filtriert.
Das Filtrat wurde aliquotiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt oder zuvor
einer Entsalzung Uber PD-10-Saulen unterzogen.

2. Ammoniumsulfat-Fillung
Die  Ammoniumsulfat-Fallung ist eine Methode der selektiven Proteinprazipitation
und -konzentrierung. Dabei wird die Fahigkeit des Ammoniumsulfats ausgenutzt, die Hydrathillen
der Proteine zu storen und somit ein Ausféllen der Proteine zu erreichen. Die Ammoniumsulfat-
Fallung wurde bei 80% Sattigung durchgefiihrt. Dazu wurde frisches Proteinrohextrakt auf Eis geriihrt
und schnell tropfenweise mit dem vierfachen Volumen einer gesattigten Ammoniumsulfat-Lésung
versetzt. Die Ammoniumsulfat-Losung wurde zuvor auf den pH-Wert der Proteinlosung (bzw. des
Proteinextraktionspuffers) eingestellt. Nachdem die 80% Sattigung erreicht wurde, lieR man die
Losung weitere 20 Minuten rihren, um eine vollstdndige Fallung zu erreichen. AnschlieRend wurde
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die Lésung bei 40000 g und 4 °C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 2,5 ml 0,1 M KPi, pH 7 + 1 mM DTT resuspendiert. Die Losung wurde (iber PD-10 Saulen
entsalzt (Siehe V.C.6.) und dann fiir Enzymassays verwendet.

3. Aceton-Pulver-Extraktion

Die modifizierte Extraktion von Proteinen nach der Aceton-Pulver-Methode wurde durchgefiihrt, um
stérende inhibierende lipophile Substanzen zu entfernen (Flurkey und Jen 1978). Dafiir wurden 5 g
der Zellen nach dem Abnutschen in fliissigem Stickstoff eingefroren, pulverisiert und mit 25 ml -20 °C
kaltem Aceton versetzt. Die Extraktion fand 15 Minuten bei -20 °C statt. Die Zellen wurden
anschlieRend Uber einen Biichner-Trichter filtriert und fiinfmal mit 15 ml Aceton und zweimal mit 20
ml Diethylether (beide -20 °C) gewaschen. Die Zellen wurden im Exsiccator bei Unterdruck getrocknet
(Geruchsprobe). Die weitere Proteinextraktion fand wie oben beschrieben mit 0,1 M KPi + 1 mM DTT
und Polyclar 10 statt, jedoch wurde das doppelte Volumen Puffer verwendet. Diese Mischung wurde
keiner weiteren Homogenisierung unterzogen, sondern direkt zentrifugiert. Anschliefend fand eine
Umpufferung iber PD-10 statt (Siehe V.C.6.).

4. Extraktion heterologer Proteine aus gentechnisch veridnderten E.

coli
Hydroxycinnamoyltransferasen (HCTs) wurden heterolog Gber Nacht in E. coli SoluBL21 Kulturen
exprimiert (Siehe V.E.7.). Die Bakterienkulturen wurden portionsweise in 50 ml Réhrchen umgefullt
und bei 4 °C fiir 5 Minuten und 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden auf Eis mit der
vierfachen Menge des His-Tag Bindepuffers (50 mM KPi pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) mit 1
mg/ml Lysozym 30 Minuten aufgetaut. Der Aufschluss erfolgte mit einer Ultraschallsonde. Die
Intensitat betrug 100%, die Amplitude 0,3, die Zeit 60 Sekunden. Der Aufschluss erfolgte auf Eis. Die
Suspension wurde anschlieBend fiir 10 Minuten bei 4 °C und 6000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde fir eine His-Tag Aufreinigung verwendet. Eine Probe des Pellets wurde als unl6sliche Fraktion
fiir die SDS-PAGE in Wasser riickgeldst, 20 pl des Uberstandes wurden als I8sliche Fraktion ebenfalls
flr die PAGE aliquotiert.

5. Affinititsaufreinigung iiber Polyhistidin-Tag
Flr eine Aufreinigung mit Hilfe eines Polyhistidin- oder His-Tags wird ein Fusionsprotein mit einem
kiinstlich angefligten Histidin-Hexamer gebildet, das (iber Affinitatschromatographie aufgereinigt
werden kann. Dieser Histidin-Tag kann sich entweder am N- oder am C-terminalen Ende des
Zielproteins befinden (hier lagen nur N-terminale His-Tags vor) und sorgt dafiir, dass das Zielprotein
selektiv von anderen nicht markierten Proteinen getrennt werden kann. Dabei wird sich der
chelatierenden Eigenschaft des Histidins bedient, an immobilisierten Nickelatomen reversibel einen
Komplex zu bilden. Der Aufschluss der geernteten E. coli-Zellen erfolgte im His-Tag-Bindepuffer. 0,5
bis 1,0 ml des suspendierten Nickel-NTA-Sdulenmaterials wurden in Plastiksdulen pipettiert und
mehrmals mit Wasser gespilt. 1 ml His-Tag-Bindepuffer wurde zum Saulenmaterial gegeben und
dieses mindestens 10 Minuten A&quilibriert. Der Puffer wurde entfernt und bis zu 10 ml der
Proteinlésung auf die Sdule gegeben. Diese wurde verschlossen und, von Eis bedeckt, eine Stunde
sanft geschwenkt. Danach wurde die Flussigkeit abgelassen (Durchlauf); 2-3 Tropfen des Durchlaufs
wurden fir die PAGE entnommen. Das Sdulenmaterial wurde anschlieRend achtmal mit 2 ml His-Tag-
Waschpuffer 1 (50 mM KPi pH 8,0, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol) gewaschen. Bei Bedarf wurden
zwei weitere Waschschritte mit je 1 ml vom Waschpuffer 2 (50 mM KPi pH 8,0, 300 mM NaCl, 50 mM
Imidazol) durchgefiihrt. 2-3 Tropfen vom 1., 8. und 10. Waschschritt wurden fiir die PAGE aliquotiert.
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Die Elution des Proteins erfolgte in drei Schritten mit je 1 ml des Elutionspuffers (50 mM KPi pH 8,0,
300 mM NacCl, 250 mM Imidazol). Von jedem Waschschritt wurden 2-3 Tropfen fir die PAGE
entnommen, die Elutionsfraktionen wurden vereinigt und tber die PD-10 Saule entsalzt. Das NiNTA-
Saulenmaterial wurde mit 1 ml 0,2 M Essigsdure gereinigt und mit Wasser gespiilt, bis kein
Essiggeruch mehr wahrnehmbar war. Die Lagerung im Kihlschrank erfolgte in einer 20%igen
Ethanollésung.

6. GrofRenauschlusschromatographie iiber PD-10 Siulen (Entsalzung)

AuBer bei den Proteinextrakten des Kulturverlaufs wurde mit samtlichen Proteinextrakten eine PD-
10 Aufreinigung durchgefiihrt. Dabei wurde nach Herstellerangaben (GE Healthcare) gearbeitet: Die
PD-10 Saulen wurden mit 25 ml 0,1 M KPi pH 7,0 mit 1 mM DTT &quilibriert. 2,5 ml der Proteinlésung
wurden zugesetzt und mit 3,5 ml des Puffers (0,1 M KPi pH 7,0, 1 mM DTT) eluiert, diese Fraktion
wurde gesammelt. Die Sdulen wurden anschlieBend mit 25 ml Wasser gesplilt und bis zur weiteren
Verwendung im Kihlschrank gelagert. Die Proteinfraktion wurde aliquotiert und bei -80 °C
eingefroren.

7. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford
Der Bradford-Test (Bradford 1976) dient der photometrischen Quantifizierung einer Proteinlésung
lber eine Kalibriergerade eines Proteins bekannter Konzentration. Die Bradford-Losung wurde
folgendermalien angesetzt:

e 100 mg Coomassie Brilliant Blue G250

e 50 ml 96% Ethanol

e 100 ml 85% o-Phosphosaure

e 850 ml Wasser
Die Losung wurde zweimal filtriert und bis zur Verwendung im Kiihlschrank aufbewahrt. 2 ml der
Bradford-Lésung wurden in Einweg-Makrokivetten aus Acrylglas gegeben. Zu dieser Losung wurden
20 pl Probel6ésung pipettiert, fir den Referenzwert (KPi)-Puffer, fir die Standardreihe eine BSA-
Lésung mit 0,25 bis 1 mg/ml BSA in Wasser mit Stufen in 0,25 mg/ml Schritten, und fur die
unbekannten Proteinproben wurden unverdiinnte bzw. 1:10 mit Puffer verdiinnte Proben
verwendet. Die Messansdtze fir die Standardlésungen und die unbekannten Proben wurden in
doppelter Ausfiihrung erstellt, der Referenzwert wurde in einfacher Ausfiihrung angefertigt. Da die
Komplexbildungsreaktion des Coomassie Briliant Blue mit den kationischen und unpolaren
Seitenketten der Proteine eine zeitabhangige Reaktion ist, wurde darauf geachtet, dass die Zugabe
der Proteinlosungen zu den Kivetten und die anschlieRende Mischung entsprechend den
technischen Vorgaben des Photometers zeitlich gestaffelt stattfand. Die Mischung wurde auRerdem
nach 10-15 Minuten vermessen, um dem Zerfall des Komplexes zuvorzukommen. Die Daten der
Kalibrierproben wurden gemittelt und in einem Koordinatensystem mit der Absorption auf der
Ordinate und der Konzentration in mg/ml auf der Abszisse aufgetragen. Die Verbindung der
Koordinatenpunkte resultiert in einer Geraden, idealerweise mit dem Schnittpunkt im Ursprung. Die
Absorptionswerte der unbekannten Probe liegen zwischen denen der Kalibriergerade und haben
Zahlenwerte zwischen 0,1 und 1, andernfalls wurde die unbekannte Probe entsprechend verdinnt.
Mit Hilfe der Geradengleichung kénnen nun die Konzentrationen der gemittelten Werte berechnet
werden.
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8. Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese ist eine Methode, Makromolekiile aufgrund ihrer GroRe in einem elektrischen
Feld in einer Gel-Matrix zu trennen. Die Trennung beruht dabei auf dem Prinzip des Molekularsiebs:
GrofRe Makromolekiile haben in der Matrix eine kleinere Mobilitat als kleine Molekile, da sie in
dieser Matrix aufgehalten werden. Dadurch befinden sich nach dem Lauf einer Elektrophorese die
kleinen Makromolekiile am weitesten vom Ausgangspunkt entfernt, die groBen Makromolekdle sind
diesem Punkt nadher. Ublicherweise wird ein GréRenmarker mit definierten GréRen gesondert mit
aufgetragen, um eine anndhernde Bestimmung der GroRe zu ermoglichen.

Die SDS-PAGE (Laemmli 1970) ist dabei eine Methode, denaturierte Proteine allein aufgrund ihrer
GréRe in einem Gel zu trennen. Die Proteine werden mit Mercaptoethanol reduziert und mit Hitze
denaturiert, gleichzeitig bildet sich eine Schicht SDS um die Peptidkette, die proportional zur GréRe
des Proteins ist (1 g Protein interagiert dabei mit 1,4 g SDS). Dadurch haben die
Aminosaureseitenketten keinen Einfluss auf das Laufverhalten, sondern nur die Masse des Proteins.
Es wurden 10 pl der aliquotierten Proteinlésungen der His-Tag-Aufreinigung mit einem Uberschuss
von 5 pl des 4x Roti®-Load-Probenpuffers vermischt und bei 95 °C fiir 10 Minuten erhitzt. 10 ul der
Proben wurden in die Geltaschen aufgetragen. Das SDS-Gel bestand aus einem (unteren) Trenngel
und einem (oberen) Sammelgel, deshalb handelt es sich um ein diskontinuierliches Gel. Die
Gelbildung ist eine radikalische  Reaktion, bei der der Polymerisationsstarter
Ammoniumperoxodisulfat (APS) mit dem Katalysator Tetramethylethylendiamid (TEMED) versetzt
zur Polymerisation des Acrylamids zu Polyacrylamid fihrt. Um eine Quervernetzung der ansonsten
linearen Acrylamidkette zu erhalten, wird ein Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid von 37,5:1
gewadhlt.

Zusammensetzung des Trenngels (flir zwei Gele, in dieser Reihenfolge)

2,5ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

2,9 ml Wasser

4,1 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid-Fertiglosung (37,5:1)

400 pl 10% SDS

16 pl TEMED p.a.

70 pl 10% APS

Nach dem Einfillen des Gels zwischen die Glasplatten wurde die Oberflaiche mit 400 ul n-Butanol
Uberschichtet. Dieser wurde vor Zugabe des Sammelgels vollstandig entfernt.

Zusammensetzung des Sammelgels (fiir zwei Gele, in dieser Reihenfolge)

1,25 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

2,8 ml Wasser

750 ul 30% Acrylamid/Bisacrylamid-Fertiglosung (37,5 : 1)
200 pl 10% SDS

10 ul TEMED p.a.

40 pul 10% APS

Die Gelmischung wurde, nachdem das APS zugefligt wurde, 20 Sekunden intensiv gemischt und in die
vorbereiteten Kammern gegossen. Dazu wurden zuvor die Glasplatten und Spacer mit Ethanol
entfettet, staubfrei gereinigt und bilindig in die Vorrichtungen gespannt. Das noch flissige Gel wurde
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mit einer Pipette zwischen die Glasplatten eingefiillt und dort sauerstofffrei auspolymerisiert. Die
Gele waren etwa 8 cm lang (Sammel- und Trenngel), 8,5 cm breit und 2 mm dick. Die Gele wurden bis
zur Verwendung feucht in Papiertlicher und Kunststofffolie gewickelt und im Kihlschrank
aufbewahrt.

Als Standard wurde i.d.R. der Roti®-Mark Standard verwendet die GroRRe der Standardproteine lag
zwischen 10 und 150 bzw. 14 und 212 kDa. Die Gele wurden bei 150 V und 100 mA fiur 2-2,5 Stunden
laufen gelassen. Der Lauf war beendet, wenn die untere blaue Bande (Bromphenolblau) des
GroBenmarkers die untere Kante des Gels durchlaufen hatte. Der Laufpuffer bestand aus 192 mM
Glycin, 25 mM Tris und 0,1% SDS, der pH-Wert wurde auf 5,3 eingestellt. Nach dem Lauf wurde das
Sammelgel abgetrennt und das Trenngel fir 0,5-1 h im Farbebad gefarbt. Das Farbebad bestand aus
0,3 mM Coomassie-Brilliant Blue R-250 in Methanol:Essigsdure:Wasser 4,5:1:4,5. Die anschlieSende
zweifache Entfarbung (je 0,5-1 Stunde) erfolgte im gleichen Losungsmittelgemisch ohne Coomassie
Blau. Die entfarbten Gele wurden in Saran®-Folie eingeschlagen und fotografiert.

9. Bestimmung von Enzymaktivititen
In vitro-Enzymaktivitatstest konnen entweder als Verlaufstest oder kinetische Assays stattfinden oder
ein Endpunktassay sein. Der kinetische Assay zeichnet sich dadurch aus, dass die Messungen
mehrmals im Verlauf der Reaktion stattfinden und man somit ein Bild des Reaktionsverlaufs hat. Der
Endpunktassay hingegen ist dadurch charakterisiert, dass die Reaktion nach einer bestimmten
Inkubationszeit beendet wird und das resultierende Produkt bzw. ein Reportermolekil nachgewiesen
wird. In dieser Arbeit wurden hauptsachlich Endpunktassays fiir die Enzymtests angewandt, die dann
mittels HPLC (siehe V.C.11.) untersucht wurden. Dabei wurde das Reaktionsprodukt als Analyt
verwendet. Es wurden stets parallel durchgefiihrte Nullproben verwendet. Diese bestehen aus
Proben, die ohne Inkubation mit Salzsdure versetzt und direkt auf Eis gekihlt wurden (,,stop before
start”). Die Verlaufstests wurden am Photometer durchgefihrt.

Die einzelnen Enzymaktivitdtstest sahen folgendermaBen aus (Weitzel und Petersen 2010; Sander
und Petersen 2011; Weitzel und Petersen 2011):

a) Phenylalanine Ammoniak-Lyase (PAL)

Gesamtvolumen 250 pl
190 pl Borsdure-Borax-Puffer (78 mM Borsdure, 30 mM Borax, 20 mM NaCl, pH 8,8)
50 ul 0,1 M L-Phenylalanin in Borsdure-Borax-Puffer

Der Test wurde mit 10 pl Enzymrohextrakt gestartet und bei 36 °C inkubiert. In Vorversuchen wurde
eine Zeitreihe von 0-30 Minuten, bei den Proben der Kulturverlaufe Inkubationszeiten von 0 und 10
Minuten verwendet. Das Abstoppen erfolgte mit 50 pl 6 M HCl und Kihlung auf Eis. Das
Reaktionsprodukt wurde zweimal mit 500 ul Ethylacetat ausgeschiittelt, die Ethylacetatphasen
abgehoben und vereinigt und das Losungsmittel evaporiert.

b) 4-Cumarat:Coenzym A Ligase (4CL)

Der 4CL-Test ist ein photometrischer Test, der in Quarzkivetten durchgefiihrt wird. Als
Referenzkiivette dient eine Reaktionsmischung mit Wasser statt dem Enzymextrakt. Die Reaktion
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findet in einem beheizten Kiivettenblock im Photometer statt. Gemessen wird die Absorption des
sich bildenden Hydroxyzimtsdure-CoA-Esters der Probe gegen die Referenz. Die eingestellte
Wellenlange richtet sich nach der verwendeten Hydroxyzimtsaure.

Gesamtvolumen 500 pl
430 ul 0,1 M KPi-Puffer pH 7,5
25 pl 10 mM Hydroxyzimtsaurederivat (in 50% Methanol)
4-Cumarsaure: Messung bei 333 nm
Kaffeesdure: Messung bei 346 nm
10 pl 125 mM ATP
10 pl 125 mM MgCl,
5 ul 0,1 M DTT (bei 4-Cumarsaure) bzw. Wasser (bei Kaffeesadure)
Die Kiivetten werden 5 Minuten im Kivettenhalter im Photometer auf 40 °C vorgewarmt, dann
werden 15 pl Enzymrohextrakt (Proben) bzw. Wasser (Referenz) zugegeben. Die Reaktion wird mit 5
pl 10 mM Coenzym A in beiden Kivetten gestartet und bei 40 °C inkubiert. Es werden Uber 15
Minuten alle 30 Sekunden Messwerte ermittelt.

c) Tyrosin Aminotransferase (TAT)

Gesamtvolumen 250 pl

163 ul 1 M Tris/HCI-Puffer pH 9,0
10 pl 2 mM Pyridoxalphosphat
20 pl 400 mM a-Ketoglutarat

50 pl Enzymrohextrakt

Der Test wurde mit 7 pl 150 mM L-Tyrosin (in 0,5 M HCI) gestartet und bei 40 °C inkubiert. Das
Abstoppen erfolgte mit 100 pul 6 M HCl und Kiihlung auf Eis. Das Reaktionsprodukt wurde zweimal
mit 500 ul Ethylacetat ausgeschittelt, die Ethylacetatphasen abgehoben und vereinigt und das
Losungsmittel evaporiert.

d) Hydroxyphenylpyruvat Reduktase (HPPR)

Gesamtvolumen 250 pl

150 pl 0,1 M KPi-Puffer pH 7,0

10 ul 0,1 M DTT

10 pl 1 mM Ascorbinsaure

10 pl 50 mM NADPH+H"

20 pl 25 mM pHPP (in 20% Ethanol)

Der Test wurde mit 50 pul Enzymrohextrakt gestartet und bei 30 °C inkubiert. Die Proben wurden in
Zeitreihen von 0-60 Minuten inkubiert. Das Abstoppen erfolgte mit 25 pul 6 M HCl und Kihlung auf
Eis. Das Reaktionsprodukt wurde zweimal mit 500 pl Ethylacetat ausgeschiittelt, die
Ethylacetatphasen abgehoben und vereinigt und das Lésungsmittel evaporiert.
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e) Hydroxycinnamoyltransferasen (HCT)

Gesamtvolumen 125 pl

67,5 ul 0,1 M KPi-Puffer pH 7,0
12,5l 0,1 M DTT

10 pl 12,5 mM Ascorbinsdure

5 ul 20 mM Akzeptor (in 20% Ethanol)
10 pl 2,5 mM Donor

Der Test wurde mit 20 ul Enzymrohextrakt gestartet und bei 30 °C inkubiert. Die Enzymtests mit
Enzymrohextrakten wurden in Zeitreihen von 0-24 h, i.d.R. von 0-60 min inkubiert. Heterolog
exprimierte Proteine wurden fiir 0 und 30 Minuten inkubiert. Das Abstoppen erfolgte mit 20 ul 6 M
HCI und Kiihlung auf Eis. Das Reaktionsprodukt wurde zweimal mit 500 ul Ethylacetat ausgeschittelt,
die Ethylacetatphasen abgehoben und vereinigt und das Loésungsmittel evaporiert.

Bei den verwendeten Akzeptoren (Abb. 23) handelte es sich um

DL-4-Hydroxyphenylmilchsaure (pHPL) Salicylsdure (2-Hydroxybenzoesaure)
DL-3,4-Dihydroxyphenylmilchsaure (DHPL) 3-Hydroxybenzoesaure
D-Phenylalanin 4-Hydroxybenzoesaure
L-Phenylalanin 2,3-Dihydroxybenzoesaure
Shikimisaure 2,4-Dihydroxybenzoesaure
Chinasaure DL-Apfelsiure
4-Hydroxybenzylalkohol D-Weinsaure
2-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol L-Weinsdure
3-(4-Hydroxyphenyl)-1-propanol DL-und meso-Weinsaure
3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-propanol D-Milchsaure
t-Zimtalkohol L-Milchsaure
Coniferylalkohol DL-Milchsdure
3,4-Dimethoxy-Zimtalkohol L-Glutaminsdure

Anthranilsdure (2-Aminobenzoesaure)
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Abbildung 23 Schematische Darstellung der verwendeten Akzeptoren (Nennungen unter jeder Ziffer jeweils von oben
nach unten): 1 = pHPL, DHPL, Phenylalanin, 2 = Shikimisdure, 3 = Chinasdure, 4 = 4-Hydroxybenzylalkohol, 2-(4-
Hydroxyphenyl)-ethanol, 3-(4-Hydroxyphenyl)-1-propanol, 3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-propanol, 5 = t-Zimtalkohol,
Coniferylalkohol, 3,4-Dimethoxy-Zimtalkohol, 6 = 2-Aminobenzoesiure, 2-Hydroxybenzoesaure, 3-Hydroxybenzoesaure,
4-Hydroxybenzoesdure, 2,3-Dihydroxybenzoesiure, 2,4-Dihydroxybenzoesdure, 7 = Apfelsiure, Weinsidure, 8 =

Milchsdure, 9 = Glutaminsaure.
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Bei den Donoren handelte es sich in der Regel um Caffeoyl-CoA. In Kombination mit pHPL und DHPL
wurde daneben auch 4-Cumaroyl-CoA verwendet. Diese vier Assays (Caffeoyl-CoA oder 4-Cumaroyl-
CoA mit pHPL oder DHPL) werden RAS-Assays genannt, da spezifisch auf Aktivitdt der Rosmarinsiure
Synthase geprift wird. Assays, in denen Chinasaure als Akzeptor verwendet wird, sind HQT-Assays,
bei Shikimisdure spricht man von HST-Assays. Alle (ibrigen Kombinationen von Akzeptor und Donor
werden hier einfach als HCT-Assay bezeichnet. Der Assay wurde mit den oben genannten
Standardbedingungen auch mit Caffeoyl-Glucose als Donor und pHPL als Akzeptor durchgefiihrt.

Der HCT-Test wurde mit verschiedenen anderen Parametern durchgefiihrt. Diese Abwandlungen
sahen eine Anderung des Puffersystems (Tris-HCI, Acetatpuffer, Borsidure-Borax-Puffer) oder des
Puffer pH-Werts (pH 6,0 bis 8,0 in 0,5 Schritten), eine Anderung der Substratkonzentration des
Caffeoyl-CoA (40 bzw. 200 pM Endkonzentration), Kombinationsassays mit biosynthetisch
vorgelagerten Reaktionsschritten (HPPR- bzw. 4CL-Assay mit HCT-Assay kombiniert), eine Anderung
der Inkubationstemperatur (25-42 °C in 2 bis 3 °-Schritten), der Enzymmenge (10 bis 50 ul) und der
Inkubationszeit (5 Minuten bis 24 h) und Zugabe von anderen Cofaktoren und Metallionen vor:

Messreihe A Messreihe B Messreihe C

NADH+H", 50 mM, 5 pl Ascorbinsaure, 125 mM, 5 ul Nicotinsdure, 125 mM, 1 pl
NADPH+H*, 50 mM, 5 pl ATP, 125 mM, 1 pl ATP, 125 mM, 1 pl
Ascorbinsaure, 125 mM, 5 ul CaCl,-2 H,0, 125 mM, 1 ul Pyridoxalphosphat, 2 mM, 1 ul
CoCl,-6 H,0, 125 mM, 1 ul MgCl,-6 H,0, 125 mM, 1 ul Ascorbinsaure, 125 mM, 5 ul
CuS04-5 H,0, 125 mM, 1 ul ZnS0,4-7 H,0, 125 mM, 1 ul Coenzym A, 2,5 mM, 10 ul
Fe(lll)Cl5:6 H,0; 125 mM, 1 pl Riboflavin, 125 mM, 1 pl
NiSO,4-6 H,0, 125 mM, 1 ul Thiamin, 125 mM, 1 ul
MnCl,-7 H,0, 125 mM, 1 ul NAD", 50 mM, 5 pl

NADP*, 50 mM, 5 pl
MgCl,-6 H,0, 125 mM, 1 l
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Das Stoppen mit Salzsdaure und Ausschitteln mit Ethylacetat wurde weggelassen, wenn mit heterolog
exprimiertem Protein hohe Durchsdtze an Enzymassays erreicht werden mussten. Dabei wurde nach
der Inkubation das gleiche Volumen der Reaktionsmischung (125 pl) an Methanol mit 0,02%
Phosphorsdure zugesetzt und auf Eis abgestoppt. Alle Verdanderungen der Volumina einzelner
Parameter wurden durch Zusatz oder Abzug des entsprechenden Losungsmittels in der
Reaktionsmischung ausgeglichen.

(1) Synthese von Caffeoyl-CoA und 4-Cumaroyl-CoA

Caffeoyl-CoA und 4-Cumaroyl-CoA wurden chemisch aus den Succinimidestern der entsprechenden
Hydroxyzimtsduren dargestellt (Stockigt und Zenk 1975). Dafiir wurden 25,2 mg
Natriumhydrogencarbonat, 23 mg Coenzym A sowie 56 mg Caffeoyl-Succinimidester (oder 4-
Cumaroyl-Succinimidester, aus der Laborsammlung) abgewogen. Das NaHCO; wurde in 6 ml Wasser
geldst, und mit einem leichten Stickstofffluss wurde 15 Minuten die Luft aus der Losung vertrieben. 1
ml der Natriumhydrogencarbonatléosung wurde entnommen und damit das Coenzym A gel6st. Die
Coenzym A-Losung wurde tropfchenweise in die Natriumhydrogencarbonatlésung pipettiert und
erneut 15 Minuten mit Stickstoff durchgast. Der Succinimidester wurde in 1 ml Aceton p.a. gelost
und dieser in die Coenzym A-LOsung pipettiert, welche sich dadurch triibte. Unter weiterem
Stickstofffluss wurde Aceton zu der Losung gegeben, bis die Losung wieder klar wurde. Das
Reagenzglas wurde verschlossen und im Dunkeln Giber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag
wurde mit Stickstoff das Aceton vertrieben, bis das organische Losungsmittel vollstdndig entfernt
war. Die tribe Flussigkeit wurde auf mehrere 1,5 ml Reaktionsgefafie verteilt und bei 16000 g 5
Minuten zentrifugiert. Die klare gelbe Flissigkeit wurde vereinigt, eingeengt und auf Cellulose DC-
Platten aufgetragen. Die Platten wurden Uber Nacht in mit BAW-gesattigten Kammern (n-
Butanol:Essigsdure:Wasser 5:2:3 als einphasige Losung, dazu Essigsdaure in Wasser 16sen und diese
langsam zu Butanol unter Riihren einbringen) laufen gelassen. Am nachsten Morgen wurden die
Platten aus der DC-Kammer entnommen, getrocknet und die Caffeoyl-CoA-Bande unter UV-Licht
markiert. Der Rf-Wert liegt bei 0,3, die Doppelbande leuchtet bei 366 nm blaulich (Abb. 24). Die
Cellulose wurde an den entsprechenden Stellen abgekratzt und mit Wasser extrahiert, bis die
UV/VIS-Spektren auf keine nachweisbaren Mengen des CoA-Esters deuteten. Die Spektren wurden in
Quarz-Kuvetten gegen Wasser als Referenz im Bereich zwischen 200 und 500 nm gemessen. Caffeoyl-
CoA hat Absorptionsmaxima bei 280 und 346 nm (Abb. 25), 4-Cumaroyl-CoA bei 280 und 333 nm. Die
wassrigen Extrakte wurden vereinigt und eingeengt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte
photometrisch bei den genannten Wellenldngen (€cafreoy.con = 18-10° cm®mol™, €4 cymaroyicon = 21-10°
cm?®mol™). Die Losungen wurden auf 2,5 mM eingestellt.
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Caffeoyl-CoA

Abbildung 24 Diinnschichtchromatogramm von Caffeoyl-CoA unter UV-Licht (312 nm). Stationare Phase Cellulose, mobile
Phase n-Butanol:Essigsdure:Wasser 5:2:3.
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Abbildung 25 Absorptionsspektrum von Caffeoyl-CoA in Wasser.

(2) Extraktion von Caffeoyl-Glucose

Diese Methode (Harborne und Janet Corner 1961; Strack 1977; Strack et al. 1987) bedient sich der
Biotransformation von Hydroxyzimtsauren durch Radieschenkeimlinge.

Kommerziell erhaltliche Radieschensamen (Raphanus sativus var. sativus) wurden in einer Petrischale
mit zwei Lagen Filterpapier in 20 ml Wasser im Dunkeln bei 20-25 °C zum Keimen gebracht. Nach
einem Tag wurde das Wasser vollstandig abpipettiert und durch 15 ml einer 50 mM
Kaffeesdurelosung ersetzt. Dazu wurden 0,135 g Kaffeesdure in 2 ml Ethanol geldst und mit 0,1 M KPi
pH 6,5 auf 15 ml aufgefiillt. Nach 16 Stunden Inkubation wurden die Keimlinge gewogen und 6,38 g
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des Materials mit 80 ml 80% Methanol mit dem Ultraturrax fir eine Minute homogenisiert. Der
Homogenisierstab wurde mit weiteren 20 ml 80% Methanol gereinigt, diese Losung wurde mit dem
Homogenat vereinigt. Das Homogenat wurde filtriert und das Filtrat bis zur Trockene einrotiert. Der
Riickstand wurde in mehreren Schritten mit 3 ml 80% Methanol riickgeldst. Die Losung wurde auf
praparativen Cellulose DC-Platten aufgetragen. Als Vergleichssubstanzen dienten 10 mM Lésungen
von Kaffeesaure und Rosmarinsdure. Die Platten wurden {iber Nacht (16 h) in BAW-gesattigten DC-
Kammern laufen gelassen. Dazu wurden n-Butanol, Essigsdure und Wasser im Verhaltnis 4:1:5
intensiv auf dem Magnetriihrer gemischt. Nach dem Mischen wurde die organische wassergesattigte
Phase im Scheidetrichter abgenommen und als Laufmittel verwendet. Nach dem Trocknen der
Platten am darauffolgenden Morgen wurden die Platten unter UV-Licht bzw. nach Bedampfung mit
Ammoniak unter UV-Licht betrachtet. Die Caffeoyl-Glucose hat einen Rf-Wert von 0,5 und ist als
blau-violette bzw. nach Ammoniakbehandlung als griin-gelbe Bande zu erkennen (Abb. 26). Diese
Bande wurde von der DC-Platte abgekratzt und das Cellulosematerial dreimal mit Wasser extrahiert
(erstes Mal 2 ml, zweites und drittes Mal 1,5 ml). Die Proben wurden auf dem , Vortex” geschiittelt
und zentrifugiert, der Uberstand wurde gesammelt. Zur Kontrolle der vollstindigen Extraktion aus
dem Chromatographiematerial und zur weiteren Identifizierung des Produkts wurden UV/VIS-
Spektren des Uberstands gegen Wasser und gegen Ethanol aufgenommen. Caffeoyl-Glucose besitzt
ein Maximum bei 326-328 nm sowie eine Schulter bei 240 nm in Wasser sowie Maxima bei 338 und
245 nm in Ethanol. Da eine Messung mit HPLC eine starke Verunreinigung aufwies, wurde das
Produkt erneut mittels DC aufgetrennt und gereinigt. Erneut wurden Identitdt und Reinheit geprift.
Die nun saubere Caffeoyl-Glucose wurde im Rotationsverdampfer aufkonzentriert. Da eine
Referenzprobe fehlte, wurde die Substratkonzentration mit Kaffeesdureproben bekannter
Konzentration mittels HPLC auf 0,88 mM abgeschatzt. Die Caffeoyl-Glucose wurde wie oben
beschrieben im HCT-Assay mit pHPL als Akzeptor verwendet, es wurden jedoch 30 pl Caffeoyl-

Glucose eingesetzt.

<: Caffeoyl-Glucose

Abbildung 26 Diinnschichtchromatogramm von Caffeoyl-Glucose. Stationare Phase Cellulose, mobile Phase n-
Butanol:Essigsdure:Wasser 4:1:5 (organische Phase).

45



(3) HCT-Test mit Ellmans Reagenz
Eine weitere Variation des HCT-Aktivitatsnachweises betraf die Wahl eines photometerbasierten
Detektionssystems (Ellman 1959).
Dabei wird die Fahigkeit des Ellmans Reagenz (5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure, DTNB) verwendet,
durch Thiole gespalten zu werden. Das entstehende 2-Nitro-5-Thiobenzoat kann bei 412 nm
detektiert werden.
Wichtig bei diesem Nachweis ist die Abwesenheit zusatzlicher stérender Thiole, deshalb wurde auf
DTT im Extraktionspuffer und im Assay verzichtet.

Gesamtvolumen 500 pl

330 ul 0,1 M KPi-Puffer pH 7,0

20 ul 2,5 mM Caffeoyl-CoA

20 pl 12,5 mM Ascorbinsdure

10 pl 20 mM pHPL (in 20% Ethanol)

100 pl 2 mM DNTB in KPi

Die Kivetten wurden auf 37 °C aufgewarmt. Der Start erfolgte mit 20 pl Enzymrohextrakt zu den
Probenkivetten und Wasser zu den Referenzkilivetten, die Messung bei 412 nm erfolgte mit einem
Messpunkt alle 30 Sekunden.

10. Kinetische Messungen
Die kinetischen Parameter einer enzymatischen Reaktion koénnen folgendermaRen beschrieben
werden (Michaelis und Menten 1913):
E+SeoESEP oFE+P

E =Enzym
S = Substrat
P = Produkt

ES = Enzym-Substrat-Komplex
EP = Enzym-Produkt-Komplex, wobei die Umwandlung zwischen ES und EP fir die Kinetik
vernachlassigt werden kann:
E+SeoESE+P

Fir die Reaktion

E+SeoES
ist die Assoziationskonstante k;, die Dissoziationskonstante k.;. Die Dissoziation der Reaktion

ESoE+P
wird mit k, angegeben. Enzymreaktionen finden unter Annahme eines FlieRgleichgewichts statt.
Hierbei kann k, vernachlassigt werden, denn ky=k_;>>k,. Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit gilt nun

b Vimax * [S]

Km + [S]

Diese Funktion ergibt eine Hyperbel, das Maximum wird bei Substratsattigung erreicht. V., ist die
Reaktionsgeschwindigkeit bei der Sattigung. Der K,-Wert ist eine enzym- und substratspezifische
Konstante, die die Substratkonzentration angibt, bei der das Enzym die halbmaximale
Reaktionsgeschwindigkeit/Sattigung erreicht hat. Die Bestimmung der Werte fur K, und V., erfolgt
experimentell. Dabei wird die Substratkonzentration sukzessive von einer geringen Konzentration
erhoht bis sie im Uberschuss vorliegt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist dabei die spezifische
Enzymaktivitat.
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Die K,,-Werte fir PAL und TAT wurden aus Enzymrohextrakten bestimmt. Es handelt sich deshalb um
apparente Werte, da interagierende Enzymreaktionen nicht ausgeschlossen werden kénnen. Fiir PAL
betrug die Konzentrationsspanne 10 bis 400 uM L-Phenylalanin in der Endkonzentration. Da die TAT
zwei Substrate braucht, wurde fir jedes Substrat ein eigener Wert gemessen, das zweite Substrat lag
dann jeweils im Uberschuss vor. Fiir Tyrosin lag die Spanne zwischen 1 und 6 mM, fiir a-Ketoglutarat
von 1 bis 40 mM. Die geringe Loslichkeit des Tyrosins bewirkt, dass keine Sattigung erreicht werden
kann, dadurch ist der apparente K,,-Wert sowohl fiir Tyrosin als auch fiir a-Ketoglutarat nur eine
Anndherung. Da die Messung im linearen Bereich des Reaktionsverlaufs und bei vernachldssigbaren
Anderungen der Substrat- und Produktkonzentration stattfinden muss, wurden kurze
Reaktionszeiten von einer Minute bei TAT und 5 Minuten bei PAL gewahlt. Bei den Nullproben wurde
das Substrat weggelassen, die Inkubation fand wie bei den anderen Proben statt. Auch hier wurden
Anderungen der Volumina einzelner Reaktanden durch Zugabe des entsprechenden L&sungsmittels
ausgeglichen. Die Auswertung von Enzymkinetiken erfolgt in der Regel graphisch in einer
linearisierten Darstellung der Hyperbelfunktion. Die einfachste Form stellt hierbei das Lineweaver-
Burk-Diagramm dar (Lineweaver und Burk 1934). Es handelt sich dabei um eine doppelt-reziproke
Darstellung von Geschwindigkeit gegen Konzentration, mit K., als negativem reziprokem Schnittpunkt
der Gerade mit der x-Achse. Die starken Abweichungen, die geringe Substratkonzentrationen auf die
Gerade ausiiben konnen, sind ein Nachteil der Lineweaver-Burk-Darstellung. Deshalb wurde die
Hanes-Woolf-Darstellung gewahlt (Hanes 1932), die eine Auftragung des Quotienten aus
Substratkonzentration und Geschwindigkeit gegen die Substratkonzentration darstellt. Hierbei ist K,
der negative Wert des Schnittpunkts der Gerade mit der x-Achse. Ein Nachteil des Hanes-Woolf-
Diagramm:s ist das Fehlen unabhangiger Parameter, da die Substratkonzentration sowohl in der x- als
auch in der y-Achse verwendet wird. Jedoch ist sie zur schnellen Auswertung und Darstellung der
Kinetik geeignet und gebrauchlich.

11. HPLC-Analyse von Enzymreaktionsprodukten

Die HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) ist
eine wichtige Methode der Trennung und Reinigung von Substanzen im Labor. Diese werden mit
Hilfe von Pumpen (iber Kapillaren in einem Laufmittelstrom auf eine Siule geladen, getrennt und
anschlieRend detektiert. Die HPLC-Analytik braucht hohe Laufmitteldriicke, in der Regel zwischen 200
und 400 bar, abhadngig vom Laufmittel, der Flussrate und der Sdule. Dabei kénnen viele verschiedene
HPLC Systeme benutzt werden: Es gibt beispielsweise analytische, semi-quantitative oder
quantitative HPLCs, isokratische oder Gradienten-Laufmittelzufuhr, Normalphase (NP) oder
Reversphase (RP), UV/VIS Detektor (meist mit Dioden-Array Detektor kombiniert) und/oder MS. Bei
den hier verwendeten Methoden handelt es sich um eine analytische C18-RP Saule (Hauptsdule
250:4 mm, Vorsaule 204 mm, beide Equisil ODS 5 um von Dr. Maisch GmbH) mit isokratischem
Laufmittelfluss und UV/VIS-Detektor. Fur die HPPR-Tests wurde auch eine ReproSil Pur C18-AQ Saule
(2504 mm, 5 pum) von Grom verwendet. Die Laufmittelzusammensetzung war abhangig von der
Hydrophobizitdt des nachzuweisenden Produkts, je hydrohiler die Substanz war, desto héher war der
Wasseranteil im Verhaltnis zu Methanol (Tabelle 4). Alle Laufmittel erhielten einen Zusatz von 0,01%
o-Phosphorsaure oder 0,25% Eisessig. Das Wasser wurde vor Verwendung gefiltert, um Staub und
Schwebstoffe zu entfernen. Das Laufmittel wurde fiir 10 Minuten in einem Ultraschallbad behandelt,
um Luftblaschen zu entfernen.
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Tabelle 4 HPLC-Parameter fiir die Analyse von Metaboliten und Enzymaktivitaten.

% MeOH % H,0 | Flussrate | Wellenldnge Standard Standardkon- Assay
mit Mit [ml/min] [nm] zentration [uM]
0,01% 0,01%
H;PO, H;PO,
50 50 1 333 Rosmarinsaure 50 Zellextrakte
50 50 1 333/280 Caff-pHPL 100 RAS
40 60 1 333/280 Chlorogensaure 100 HQT
35 65 1 333/280 Caff-Shikimat 25 HST
50/40/35 | 50/60/65 1 333/280 - - HCT
25 75 1 280 Kaffeesaure 50 Caff-Glc
50 50 1 290 t-Zimtsdure 50 PAL
50 50 1 280 pHPP 200 TAT
50/40/30 | 50/60/70 0,7-1 280 pHPL 800 HPPR

Die eingetrockneten Rickstdande der ausgeschiittelten Enzymassays wurden mit 100 pl Losungsmittel
versetzt, dieses bestand in der Regel aus dem gleichen phosphorsauren (bzw. essigsauren)
Methanol/Wassergemisch, wie es fiir das Laufmittel verwendet wurde. Die Proben wurden auf dem
,Vortex” geschiittelt und vor der Auftragung auf der HPLC 5 Minuten bei 16000 g zentrifugiert, um
Schwebstoffe zu sedimentieren. Uber eine Probeschleife wurden 20 ul auf die Sdule aufgetragen.
Proben, die nicht mit Ethylacetat ausgeschittelt und evaporiert wurden, wurden nach dem Assay auf
Eis gekiihlt, mit Methanol und Phosphorsaure gemischt, zentrifugiert und anschlieBend direkt auf die
HPLC-Saule injiziert. Wahrend der Messungen wurden die restlichen Proben kiihl gehalten.

Um aus der Peakhohe die spezifische Aktivitdt des Enzyms berechnen zu kénnen, bedarf es eines
Standards. Der Standard ist das erwartete Reaktionsprodukt, welches in einer bekannten
Konzentration auf die HPLC aufgetragen wird und dort mit der Retentionszeit die Identitat des Peaks
andeutet und mit der Peakhthe eine Moglichkeit bietet, die gesuchte Konzentration der
unbekannten Probe zu berechnen.

C, = Ap - Coy

AStd
C» = Konzentration der Probe in nmol/20 pl
Csig = Konzentration des Standards in nmol/20 pl
A, = Peakflache der Probe
Asiq = Peakflache des Standards

n=y-Cp

n = umgesetzte Stoffmenge in nmol
y = Rucklosevolumenfaktor (bei 100 pl Ricklésevolumen und 20 pl Injektionsvolumen ist der Faktor

100/20 = 5)

n
Enzymaktivitat = 7

Enzymaktivitat in nkat = nmol/s
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t = Reaktionszeitin s

kat

Spezifische Aktivitat = -1000000

E* LE
Spezifische Aktivitat in pkat/kg
Ve = Enzymvolumen in pl
Ct = Enzymkonzentration in mg/ml

1000000 = Umrechnungsfaktor

D. Methoden der Molekularbiologie

Alle molekularbiologischen Arbeiten erfolgten mit einmal autoklavierten Verbrauchsmaterialien, wo
dies moglich war. Proben wurden, falls nicht anders erwahnt, auf Eis gelagert. Fiur alle
Arbeitsschritte, bei denen mit RNA hantiert wurde, wurden zweimal autoklavierte Gegenstande
verwendet, zusatzlich wurden Nitrilhandschuhe getragen. Auch bei Arbeiten mit Phenol,
Ethidiumbromid und Acrylamid wurde auf das Tragen von Handschuhen geachtet. Die
Geldokumentation mit UV-Licht erfolgte unter Verwendung einer UV-Schutzbrille. Die Hantierung mit
flissigem Stickstoff erfolgte ebenfalls unter den vorgegebenen Sicherheitsvorkehrungen.

1. Extraktion von RNA aus Pflanzenkulturen

Die Extraktion von RNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Chomczynski und Sacchi
(Chomczynski und Sacchi 1987). Pflanzenmaterial wurde in einem stickstoffgekiihlten Morser mit
flissigem Stickstoff zerrieben. Der Morser war zuvor bei 200 °C 2 Stunden erhitzt worden. Vom
vermahlenen Material wurden 50 mg in 2 ml ReaktionsgefdRe eingewogen und mit 500 pl Lésung D
(4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, pH 7,0, 0,5% Laurylsarcosin) versetzt. Die Proben
wurden kurz bei Raumtemperatur inkubiert und mehrmals auf dem ,,Vortex” gemischt, bevor 50 ul 2
M Natriumacetatlosung pH 4 zugegeben und sanft gemischt wurde. Die Fallung von unerwiinschten
Zellbestandteilen erfolgte durch Zugabe von 500 ul Citratpuffer-gesattigtem Phenol und 100 ul
eiskaltem Chloroform. Es folgten intensives Mischen auf dem ,Vortex”, 15 Minuten Inkubation auf
Eis und 15 Minuten Zentrifugation bei 12000 g und 4 °C. 400 pl des wassrigen Uberstands wurden in
ein neues Gefdall Gberfiihrt und mit dem gleichen Volumen eiskaltem Isopropanol gemischt. Die
Fallung der RNA erfolgte bei mindestens 20-minitiger Inkubation bei -20 °C. Die Proben wurden nun
10 Minuten bei 12000 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, und das Pellet wurde
zweimal mit Ethanol (70% und 100%) gewaschen. Das Pellet wurde bei 37 °C getrocknet und mit 20
ul Wasser bei 50 °C gelost. Die RNA-Menge und Reinheit wurden photometrisch gemessen, die
Integritat wurde auf einem Agarosegel elektrophoretisch untersucht. Die RNA wurde bei -20 °C
aufbewahrt.

2. Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA

Die Synthese von cDNA erfolgte mit Hilfe des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit von
Fermentas/Thermo Fisher. 1 ug RNA und 1 pl des oligo(dT)s-Primers wurden mit Wasser auf 12 pl
verdiinnt, bei 70 °C 5 Minuten denaturiert und auf Eis gekihlt. 4 pl des 5x Reaktionspuffers, 1 pl
Ribolock RNAse Inhibitor und 2 pl 10 mM dNTP-Mix wurden zupipettiert, die Mischung wurde 5
Minuten bei 37 °C inkubiert, mit 1 pl M-MLV Reverse Transkriptase versetzt und bei 42 °C fir eine
Stunde inkubiert. Die Reverse Transkriptase wurde fiir 5 Minuten bei 70 °C denaturiert und die RNA
mit 0,75 ul RNAse H bei 37 °C 20 Minuten verdaut. Die cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.
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3. Extraktion von gDNA

Die Isolation der genomischen DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Rogers und
Bendich (Rogers und Bendich 1985): 200 mg der abgenutschten und in flissigem Stickstoff
pulverisierten Zellen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefaen mit 300 pl 65 °C warmem 2x CTAB (2% w/v
CTAB, 100 mM Tris/HCl, pH 8, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 1% w/v Polyvinylpyrrolidon) versetzt, 10-30
Minuten bei 65 °C inkubiert und 5-30 Minuten auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von 300 ul Chloroform
und Mischen auf dem ,Vortex” wurden die Zellen bei 16000 g 5 Minuten zentrifugiert. Der wassrige
Uberstand der Extraktion wurde in neue GefiRe mit 30 ul 65 °C warmem 10x CTAB (10% w/v CTAB,
0,7 M NaCl) pipettiert, mit 300 pl Chloroform vermischt und erneut fiir 5 Minuten bei 16000 g
zentrifugiert. 250 pl des wassrigen Uberstands wurden in neuen GefiRen mit 250 pl CTAB-
Prazipitations-Puffer (1% w/v CTAB, 50 mM Tris/HCI, pH 8, 10 mM EDTA) gemischt und 5 Minuten bei
16000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, und das feine Pellet wurde vorsichtig mit
200 pl High Salt TE (10 mM Tris/HCl, pH 8, 1 mM EDTA, 1 M NaCl) resuspendiert, mit 400 ul 100%
Ethanol p.a. gemischt und bei -20 °C fiir 15 Minuten gefallt. Nach Zentrifugation fiir 15 Minuten bei
16000 g wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Die gDNA wurde
mit 20-50 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM EDTA) riickgeldst und verbliebene RNA mit 0,75
pl RNase H fiir 15-30 Minuten bei 37 °C verdaut. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde
mittels Photometer gemessen. gDNA wurde bei 4 °C aufbewahrt.

4. Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Trennung von DNA und RNA wurden Agarosegele als Matrix verwendet. Diese wurden in der
Regel in einer 0,7%igen Losung mit 0,5x TBE (44,5 mM Tris, 44,5 mM Borsaure, 1 mM Na,-EDTA) bzw.
1x TAE (40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM Na,-EDTA) als Puffer gelst. Die Proben wurden mit
einem 6x Ladepuffer aus 0,03% Bromphenolblau, 0,03% Xylencyanol in 60% Glycerol und 60 mM
EDTA gemischt und in die Geltaschen aufgetragen. Der GroRenmarker war der GeneRuler DNA
Ladder Mix von Thermo Fisher Scientific mit einem GréRenspektrum von 100 bis 10000 bp. Die Gele
(~ 50 ml) wurden mit 1 pl 1% Ethidiumbromid versetzt. Das elektrische Feld betrug ~110 V/10 cm.
Der Lauf wurde beendet, wenn die untere Bande (Bromphenolblau) 2/3 des Gels erreicht hatte (40-
60 Minuten). Die photographische Dokumentation erfolgte entweder unter UV-Licht bei 285 nm oder
digital mittels blau-griinem LED-Licht und einem Amberfilter.

5. Polymerasekettenreaktion (PCR) mit degenerierten Primern
Die Sequenzen der im Folgenden genannten Primer sind in den Tabellen unter V.F. aufgefihrt.

Da die Veroffentlichung der Genomsequenz von Anthoceros agrestis erst nach Beendigung der
experimentellen Arbeiten fur diese Dissertation erfolgt ist (Szovényi et al. 2015), mussten Gene mit
Hilfe der PCR (Saiki et al. 1985) identifiziert werden. Dazu wurden anfangs degenerierte Primer
verwendet. Diese wurden mit Hilfe von homologen Sequenzen anderer Organismen aus der NCBI-
Datenbank im CLC Sequence Viewer Version 7.0.2 (http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-
viewer/) alignt. Dabei werden DNA-(Volllingen-)Sequenzen vom Zielprotein bioinformatisch
verglichen und (ibereinstimmende Basenfolgen lbereinander aufgefiihrt. So kénnen bei Gebrauch
von geniigend vielen Sequenzen konservierte Bereiche identifiziert werden. Unter der Annahme,
dass das zu amplifizierende Protein auch diese Konservierung beibehalten hat, kénnen darauf
aufbauend Primerpaare generiert werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit an die Sequenz binden.
Die Primer stammen von Eurofins Genomics. Die verwendeten Vergleichssequenzen stammen
Uberwiegend von urspriinglichen Landpflanzen (Laub- und Lebermoose, Farne, Schachtelhalme,
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Moosfarne), sofern dafiir Sequenzen vorlagen. Die Genbanknummer der verwendeten Sequenzen fir
die degenerierten Primer sind die folgenden:

PAL (Nukleotidsequenzen):

GU456381.1 AY803287.1 AY803283.1 EU071050.1

Y12461.1 AY803281.1 AY803280.1 FN665700.1

L33677.1 AJ002221.1 1Q975419.1 EU650628.1

DQ230992.2 AY803284.1 U16130.1 AY803289.1

NM_001250027.1 1Q277717.1 HMO062775.1 AMA418586.1
XM_001760443.1 AY803288.1 AY803286.1

HCT (Nukleotidsequenzen):

FN647681.1 FR670523.1
XM_001763845.1 XM_001755147.1
XM_001767838.1 XM_001768450.1

XM_001780218.1
XM_001752361.1

XM_001779796.1
XM_001762374.1

TAT (Nukleotidsequenzen):

NM_124776.4 NM_123007.5 NM_128044.2 AJ458993.1
X02741.1 NM_001251479.2 X52520.1 JN863949.1
GU370929.1

TAT (Proteinsequenzen):

NP_001029762.1 NP_001238408.1 NP_000344.1 AAY85183.1
ADO017550.1 ADC33123.1 XP_001770099.1 ABC60050.1
NP_036800.1 CAD30341.1 ADZ24702.1

Der Standard-PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

Gesamtvolumen 25 pl

1,0 ul cDNA/gDNA

5,0 ul 5x GoTaq Flexi Puffer

0,5 ul 10 mM dNTP Mix

3,0 ul 25 mM MgCl,

0,5 pl Primer 1 (10 oder 100 uM)
0,5 ul Primer 2 (10 oder 100 uM)
0,1 ul GoTaq Flexi Polymerase
14,4 pl Wasser

Die Mischung wurde, wenn moglich, als Master Mix auf Eis vorbereitet, bevor sie in die PCR-
Reaktionsgefale pipettiert wurde.

Variationen der PCR sahen eine Verdiinnung der gDNA bis zu 1:100 mit Wasser vor, ebenso eine
Veranderung der Magnesiumkonzentration zwischen 1 und 4 mM (Endkonzentration), Wahl von 10
bzw. 100 pM Primerkonzentration oder den Zusatz von bis zu 5% DMSO. Die Wahl anderer
Polymerasen (DreamTaqg, PhusionTaq, HotStart/TrueStart Taq) wurde unter Verwendung des
dazugehérigen Puffers angepasst. Erneut wurden Anderungen der Volumina einzelner Komponenten
durch Anpassung des Wasservolumens ausgeglichen. Diese Anderungen wurden auch fiir die tibrigen
hier vorgestellten PCR-Methoden verwendet, sofern es sich als praktikabel erwies, und werden dort
deshalb nicht erneut aufgefihrt.
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Die Zyklen flir die Thermocycler beinhalteten folgende Schritte:

1. Zyklus 94 °C,120s Tm‘, 60 s 70°C,90s
2.-39. Zyklus 94 °C,30s Tm‘, 60s 70°C,90s
40. Zyklus 94 °C,60s Tm’ 60s 70 °C, 10 min

Kihlen bei 6 °C

Tm‘ ist dabei eine Temperatur, bei der ein Anbinden des Primers an die aufgeschmolzene
Templatsequenz erwartet wird (Primerhybridisierung, ,Annealing”). Ublicherweise wurde die
Schmelztemperatur Tm-5 °C als Tm‘ und ein Gradient von bis zu 10 °C mit Schritten von 2-3 °C
darunter bis knapp dariiber gewahlt. Tm war die berechnete Temperatur der Eurofins-Website. Bei
Primern, die genunspezifische Uberhinge besalRen, wurde Tm ohne diesen Uberhang berechnet. Es
wurden auch Touchdown-PCRs durchgefiihrt. Dabei wird mit einer Temperatur knapp Uber Tm
angefangen und pro Zyklus die Annealing-Temperatur um 0,5 °C gesenkt. Dies wird 30-40 Zyklen
wiederholt, anschlielend erfolgten weitere 20-30 Zyklen bei einer festen Annealing-Temperatur von
45 °C. Auf diese Weise wurde eine hochspezifische Primer-Sequenz-Bindung und effiziente
Amplifizierung erwartet.

Nach dem Lauf wurden die PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt. Produkte in
der erwarteten GroRe wurden ausgeschnitten und einer Gelextraktion unterzogen.

a) CODEHOP PCR

CODEHORP steht fiir COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer (Rose et al. 2003). Es ist
eine besondere Strategie der Generierung von PCR-Primern. Konservierte Bereiche eines
Proteinsequenzalignments werden computergestiitzt in einzelne Blocke unterteilt. Diese Blécke
bestehen aus zwei Bereichen: der , Consensus-Klammer“ am 5-Ende und dem ,degenerierten Kern“
am 3‘-Ende. Dabei soll die Consensus-Klammer die Stabilitdt beim Annealing in der PCR liefern,
wahrend der degenerierte Kern durch die Wahl verschiedener Basen (,wobbles”) eine hohe
Variabilitat zuldsst, so dass der Primer stringent binden und die Sequenz amplifiziert werden kann.

Mit Hilfe eines CODEHOP Alignments wurden fir die TAT Primer generiert. Daflir wurden folgende
Sequenzen verwendet:

ABC60050.1 CAD30341.1 NP_001068082.2 NP_001238408.1
XP_003628555.1 NP_200208.1 XP_002523289.1 XP_002276464.1
XP_002275047.1 XP_002276551.1 XP_002517869.1 XP_002517868.1
NP_198465.3 NP_001046626.1 NP_001057579.1 NP_001242401.1
NP_180058.1 CBI21891.3

6. Gelextraktion iiber Siliciumdioxidsidulen

Die Gelextraktion wurde mit dem Produkt NucleoSpin Gel and PCR clean-up von Macherey-Nagel
durchgefihrt. Daflir wurde 200 pl NT-Puffer pro 100 mg Gel unter Schiitteln bis zur Verflissigung auf
50 °C erhitzt. Die Losung wurde bei 11000 g fir eine Minute vollstindig durch die Saulen
zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Die Sdule wurde mit 700 ul Puffer NT3 mit 70%
Ethanol gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Trocknung der Saule durch Zentrifugation bei 11000
g fur 2 Minuten. Die Elution erfolgte mit 15-50 ul Wasser und Inkubation fir 2-5 Minuten bei
Raumtemperatur. Das Eluat wurde durch Zentrifugation in ReaktionsgefdRe aufgesammelt. Durch
Volumenreduktion in der Vakuumzentrifuge wurde die DNA-Konzentration erhéht, wenn dies notig
war.
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7. Restriktionsverdau
Der Restriktionsverdau ist eine wichtige Methode molekularbiologischen Arbeitens. Der
Standardverdau wurde in 15-25 pl Volumen durchgefiihrt. Bei Abweichungen davon wird darauf in
den entsprechenden Kapiteln eingegangen, ansonsten wurde das hier beschriebene Pipettierschema
verwendet:

Gesamtvolumen 15 pl

x Ul Wasser

y Ul DNA

1,5 oder 3 ul 10x Puffer (entsprechend 1x oder 2x Puffer Endkonzentration)
0,5-1 pl Restriktionsenzym 1

0-0,5 pl Restriktionsenzym 2 (optional)

Gesamtvolumen 25 pl

x ul Wasser

y il DNA-LGsung

2,5 oder 5 pl 10x Puffer (entsprechend 1x oder 2x Puffer Endkonzentration)
1,5-2,5 pl Restriktionsenzym 1

0-1,5 pl Restriktionsenzym 2 (optional)

Die Proben wurden fiir 30 Minuten bis 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Wahl der Puffer-
Endkonzentration war abhangig vom verwendeten Enzym bzw. von den verwendeten Enzymen im
Doppelverdau. Hierbei wurde angestrebt, maximale Enzymaktivitdt zu erhalten und unspezifischen
Verdau auszuschlieBen. Die Wahl des Enzyms richtete sich nach den Restriktionsschnittstellen im Gen
oder im Vektor.

8. Ligation in Vektoren

Die Ligation ist die kovalente Verkniipfung einer Insert-Sequenz mit einem Vektor. Dieser Vektor ist
ein Plasmid, welches Uber Transformation chemokompetenter Bakterien in diese eingefiihrt wird.
Handelt es sich um einen high-copy Vektor (pDrive, pRACE), wird dieser im Bakterium in hoher Zahl
vervielfaltigt. Ein Expressionsvektor hingegen wird bei entsprechender Behandlung (Induktion) als
Templat zur Transkription und Translation verwendet (pET-15b, pRSET-C). Es wurden hier zwei
Formen der Ligation verwendet: die TA-Ligation und die Ligation in Uberhangende Enden von
Restriktionsschnittstellen.

a) TA-Ligation

Die TA-Ligation ist eine einfache Art des Einbaus von Inserts in Vektoren. Sie beruht auf dem Anhang
eines Adenins am Ende der PCR-Reaktion der DNA-Polymerase Typ A am fertigen Strang. Dieses
Adenin kann mit einem tGberhdangenden Thymin des linearen Plasmids wechselwirken und erleichtert
so den Einbau des Inserts in den Vektor. Durch das Fehlen einer Polaritdit kommt es, statistisch
gesehen, bei 50% der Vektoren zu einem reversen Einbau. Die TA-Ligation wurde mit dem PCR
cloning kit von Qiagen durchgefiihrt. Dafiir wurden in einem Gesamtvolumen von 5 ul 2,5 ul 2x
Ligations-Mix 2 pl Insert und 0,5 pl pDrive cloning vector pipettiert und bei 4 °C tiber Nacht oder bei
15 °C fiir mindestens 2 Stunden ligiert. Die Ligation wurde im Anschluss fiir 10-15 Minuten auf 65 °C
erhitzt, abgekiihlt und fir die Transformation verwendet.
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b) T4-Ligation

Die zweite angewandte Form der Ligation ist die Ligation mit T4-DNA-Ligase in die Uberhdangenden
Enden von mit Restriktionsendonukleasen geschnittenen DNA-Stiicken. Die Ligase kommt natdrlich in
dem Bakteriophagen T4 vor. Fir die T4-Ligase wird ein mit Restriktionsenzymen verdautes DNA-
Fragment in ein ebenfalls mit den gleichen Enzymen verdautes Plasmid eingebracht. Hier kann es zu
einem gerichteten Einbau des Inserts kommen, wenn verschiedene Restriktionsendonukleasen fir
die beiden Schnitte verwendet wurden. Das Verhéltnis von Insert zu Plasmid fir T4-Ligationen wurde
zwischen 3:1 bis 10:1 gewéhlt, das Insert lag demnach im Uberschuss vor. Die einzusetzenden DNA-
Mengen wurden Uber folgende Formel berechnet:

mv-l1

lv T =mp

my = Masse an eingesetztem Vektor in ng

m, = Masse an einzusetzendem Insert in ng

ly = Ladnge des Vektors in kb

|, = Ldnge des Inserts in kb

r = Verhaltnis Insert:Vektor

Das Volumen wurde daraus mit Hilfe der Konzentration berechnet.

Der Ligationsansatz hatte ein Gesamtvolumen von 10 pl

X ul Insert

Y pl Plasmid

Z ul Wasser

1 pul 10x T4 DNA-Ligasepuffer

1 ul T4 DNA-Ligase

1 ul 50% PEG 4000

Die Mischung wurde fiir 16 bis 72 Stunden bei 4 °C ligiert und die Reaktion bei 65 °C fir 10 bis 15
Minuten gestoppt. Die abgekiihlte Losung wurde fur die Transformation verwendet.

9. RACE PCR
RACE (rapid amplification of cDNA ends) PCR ist ein Methodenkomplex, mit der Volllangensequenzen
eines Gens sowie untranslatierte Bereiche gefunden werden kdnnen. Prinzipiell braucht man einen
Adapter, also eine Primersequenz bekannter Basenabfolge, die an das 5‘-Ende der Zielsequenz
gebunden wird. Das 3-Ende wird haufig tiber den PolyA-Schwanz der mRNA generiert.

a) Klassische RACE PCR
Klassische RACE PCR wurde nach einem verdanderten Protokoll von Scotto-Lavino et al. durchgefiihrt
(Scotto-Lavino et al. 2007b, 2007a). Hierbei wird der Adapter mit einem oligo(dT),; (Q;) versehen.
Der Adapter selbst ist in zwei Bereiche gegliedert, einen duReren Bereich Qg und einen inneren
Bereich Q, (siehe Primerliste unter V.F.2.b.).

(1) 3‘-RACE PCR
Die cDNA-Synthesen wurden mit dem RevertAid-Kit von Fermentas durchgefiihrt. 5 ug RNA wurden
mit Wasser auf 11,5 pl verdiinnt und bei 70 °C 5 Minuten erhitzt. Die Probe wurde auf Eis gekihlt
und kurz zentrifugiert. Anschlieend pipettierte man 4 ul 5x Puffer, 0,5 pul 100 uM Q-Primer, 1 pl
RNase-Inhibitor und 2 ul 10 mM dNTP-Mix hinzu, inkubierte fiir 5 Minuten bei 25 °C und gab 1 pl
Reverse Transkriptase zu der Mischung. Die cDNA-Synthese wurde eine Stunde bei 42 °C und 10
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Minuten bei 50 °C inkubiert. Es erfolgte eine Inaktivierung bei 70 °C flir 15 Minuten und ein RNA-
Verdau mit 0,75 pl RNase H bei 37 °C in 20 Minuten. Die cDNA wurde mit TE-Puffer oder Wasser 1:5
oder 1:10 verdiinnt.

Die PCR-Reaktionen wurden als nested-PCR durchgefiihrt, das heil3t, eine Sequenz wird mit einem
Primerpaar amplifiziert und das Produkt in einer zweiten PCR mit innen flankierenden Primern
erneut vervielfaltigt. Diese Strategie hatte zum Vorteil, dass die Menge bzw. Intensitat des PCR-
Produkts erhéht wurde und die Spezifitdt fir das gesuchte Gen stieg. Dabei wird Qu mit dem
genspezifischen Primer 3‘GSP1 und Q mit 3’GSP2 kombiniert. Nested-PCRs wurden haufig auch bei
den anderen vorgestellten Methoden angewandt.

Erste PCR, Gesamtvolumen 50 pl

5 pl 10x TrueStart Taq Puffer

1l 10 mM dNTP

3 ul 25 mM MgCl,

1 pl 3’cDNA

2,5 ul Qp-Primer (10 oder 100 uM)

2,5 ul 3‘GSP1-Primer (10 oder 100 uM)
0,5 pl TrueStart Tag Polymerase

34,5 ul Wasser

PCR-Programm

1. Zyklus 95 °C, 5 min Tm‘, 120 s 72 °C, 40 min
2.-30. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 3 min
31. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 15 min

Kihlen bei 6 °C

Das Produkt wurde optional 1:20 mit TE-Puffer oder Wasser verdiinnt.

Zweite PCR, Gesamtvolumen 50 pl

5 ul 10x TrueStart Taq Puffer

1 ul 10 mM dNTP

3 pl 25 mM MgCl,

1 pl Produkt der ersten PCR (unverdiinnt oder 1:20)
2,5 pl Q;-Primer (10 oder 100 uM)

2,5 pl 3‘GSP2-Primer (10 oder 100 uM)

0,5 ul TrueStart Tag Polymerase

34,5 ul Wasser

PCR-Programm

Aktivierung 95 °C, 5 min
1.-29. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 3 min
30. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 15 min

Kiihlen bei 6 °C

Anderungen in der Zusammensetzung der PCR-Komponenten wurden in Punkt V.D.5. erwéihnt,
zusatzlich wurden hier PCR-Reaktionen mit GoTaq Flexi Polymerase angewandt. Tm‘ war 53 °C, es

wurden jedoch auch Gradienten-PCRs durchgefiihrt.
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(2) 5-RACE PCR
Hier wurde die cDNA-Synthese wie bei der 3’-RACE cDNA durchgefiihrt, allerdings wurde als Primer
der genspezifische GPRT Primer verwendet.
5 pg RNA wurden mit Wasser auf 11,5 ul verdiinnt und bei 70 °C 5 Minuten erhitzt. Die Probe wurde
auf Eis gekihlt und kurz zentrifugiert. Anschliefend pipettierte man 4 ul 5x Puffer, 0,5 pl 100 uM
GPRT-Primer, 1 pl RNase-Inhibitor und 2 pl 10 mM dNTP-Mix hinzu, inkubierte fiir 5 Minuten bei 25
°Cund gab 1 pl Reverse Transkriptase zu der Mischung. Die cDNA-Synthese wurde eine Stunde bei 42
°C und 10 Minuten bei 50 °C inkubiert. Es erfolgte eine Inaktivierung bei 70 °C flir 15 Minuten und ein
RNA-Verdau mit 0,75 pl RNase H bei 37 °C in 20 Minuten.
Nach dem RNase-Verdau wurde ein PolyA-Schwanz an das 5‘-Ende angefiligt. Dafiir wurden 15 ul
cDNA mit 4 pl 5x Tdt-Puffer, 0,5 pl 2,5 mM dATP und 0,5 pl terminale Desoxynucleotidyltransferase
(Tdt) fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert und bei 70 °C fir 10 Minuten deaktiviert. Die cDNA wurde
optional 1:2,5 mit TE-Puffer oder Wasser verdiinnt.

Die PCRs wurden erneut als nested-PCR durchgefihrt.

Erste PCR, Gesamtvolumen 50 l

5 ul 10x TrueStart Taq Puffer

1l 10 mM dNTP

3 ul 25 mM MgCl,

1 ul 5'cDNA

2,5 ul Qr-Primer (10 oder 100 uM)

2,5 ul Qp-Primer (10 oder 100 uM)

2,5 ul 5‘GSP1-Primer (10 oder 100 uM)
0,5 pl TrueStart Tag Polymerase

32 pl Wasser

PCR-Programm

1. Zyklus 95 °C, 5 min 48 °C, 120s 72 °C, 40 min
2.-30. Zyklus 94°C,30s Tm’ 30s 72 °C, 3 min
31. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 15 min

Kihlen bei 6 °C

Das Produkt wurde optional 1:20 mit TE-Puffer oder Wasser verdiinnt.

Zweite PCR, Gesamtvolumen 50 pl

5 ul 10x TrueStart Taq Puffer

1 ul 10 mM dNTP

3 ul 25 mM MgCl,

1 ul Produkt der ersten PCR (unverdiinnt oder 1:20)
2,5 ul Q-Primer (10 oder 100 uM)

2,5 ul 5‘GSP2-Primer (10 oder 100 uM)

0,5 pl TrueStart Tag Polymerase

34,5 ul Wasser
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PCR-Programm

Aktivierung 95 °C, 5 min
1.-29. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 3 min
30. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 15 min

Kihlen bei 6 °C

b) RLM RACE

Die RLM-RACE (RNA ligase mediated RACE), auch capfinder Methode genannt, wurde mit dem
ExactStart™ Eukaryotic mRNA 5‘&3‘-RACE Kit von Epicentre durchgefiihrt (Clepet 2004). Diese
Methode beruht auf dem Prinzip, dass fertige mRNA, im Vergleich zu anderen RNA-Spezies, eine
Schutzgruppe aus 7-Methylguanosin besitzt, welches Uber eine 5'-Triphosphatbriicke mit dem 5‘-
Ende der ersten reguldren RNA-Ribose invers verbunden ist. Dieser m’G-cap stabilisiert die RNA vor
enzymatischem Abbau und wird als Marker verwendet, um Volllangensequenzen bei der cDNA-
Synthese zu generieren.

Bevor die cDNA synthetisiert wurde, wurde die RNA in drei Schritten behandelt:

1. Behandlung mit alkalischer Phosphatase zur Entfernung von 5-Phosphatresten ungeschitzter RNA

Gesamtvolumen 100 pl

80 pl Wasser

10 pl Apex Reaktionspuffer

5 ul RNA (1-10 pg)

5 ul Apex hitzelabile alkalische Phosphatase

Die Mischung wurde fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine Phenol-Chloroform Extraktion
und Fallung der RNA mit Natriumacetat und Isopropanol wie vom Hersteller empfohlen. Dazu wurde
1 ul Glykogenlosung und 100 pl einer 1:1-Mischung aus Citratpuffer-gesattigtem Phenol und
Chloroform zur Lésung pipettiert und intensiv gemischt. Nach Zentrifugation bei 10000 g fiir eine
Minute wurde der wissrige Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR (iberfiihrt. Die organische Phase
wurde mit 100 pl Wasser erneut extrahiert und der wéssrige Uberstand der zwei Extraktionen
vereinigt. 200 pl Chloroform wurden zur RNA-haltigen wassrigen Losung gegeben. Es folgte ein
intensives Mischen und Zentrifugation fiir eine Minute bei 10000 g. Der wissrige Uberstand wurde in
einem neuen Reaktionsgefall mit 20 ul 3 M Natriumacetatlésung und 100 pl Isopropanol gemischt
und auf Eis fur 15-30 Minuten inkubiert. Nach Zentrifugation fur 15 Minuten bei 4 °C wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 80% Ethanol gewaschen. Nach dem Waschen der RNA
wurde das Pellet in 7,5 pl Wasser gelost.

2. Behandlung mit Saurer Pyrophosphatase aus Tabak (Tobacco acid pyrophosphatase, TAP) zur
Entfernung des 5’-caps inkl. des Pyrophosphats

Gesamtvolumen 10 pl

1 ul TAP Puffer

0,5 ul RiboGuard RNase Inhibitor

7,5 ul RNA-Probe aus 1

1 ul Saure Pyrophosphatase

Die Mischung wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
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3. Ligation des 5’-RACE Akzeptor-Oligomers an die verbliebenen 5’-Phosphatreste der cap-freien RNA

Gesamtvolumen 20 pl

10 ul RNA-Probe aus 2

4 ul Wasser

2 ul RNA-Ligasepuffer

1 ul TAP Stopp Puffer

1 ul 5’-RACE Akzeptor Oligo
1ul2 mM ATP

1 pl T4 RNA-Ligase

Die Mischung wurde in dieser Reihenfolge pipettiert und bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert.

Es folgte nun die cDNA-Synthese mit einem Oligo(dT) Primer, der eine Kit-spezifische PCR-
Primerbindestelle aufwies. Zu den 20 pl ligierter RNA aus 3 wurden 14 pl Wasser, 1 pl cDNA-
Synthese-Primer, 2 pl dNTP-Fertigmischung, 2 pul M-MLV Reverse Transkriptase Puffer und 1 pl M-
MLV Reverse Transkriptase (RT) pipettiert. Die Mischung wurde bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert,
die RT fur 10 Minuten bei 85 °C inaktiviert und die RNA fiir 5 Minuten bei 55 °C mit 1 pul RNase H
verdaut.

Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 100 ul durchgefiihrt:
41 pl cDNA

18 pl Wasser

5 ul PCR Primer 1 (Kit)

5 ul PCR Primer 2 (Kit)

30 pl FailSafe PCR Premix E

1 ul GoTaq Flexi Polymerase

PCR Programm

Aktivierung 95°C,30s

1.-20. Zyklus 95°C, 20 s 60 °C, 20 s 72 °C, 3 min
Kihlen bei 6 °C

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt mittels Tdt polyadenyliert und mit den Primern nach Scotto-
Lavino et al. (Scotto-Lavino et al. 2007a, 2007b) sowie genspezifischen Primern weiter amplifiziert
siehe V.D.9.a).

c) SMART RACE
SMART-RACE ist eine weitere wichtige Abwandlung der klassischen RACE. SMART steht dabei fir
,switching mechanism at 5-end of RNA transcript“. Die Versuche wurden mit dem SMART™ RACE
cDNA Amplification Kit von Clontech sowie dem Nachfolgeprodukt derselben Firma, SMARTer® RACE
5‘/3‘-Kit durchgefiihrt (Chenchik et al. 1998; Bower und Johnston 2010). Das Prinzip beruht darauf,
dass die verwendete Reverse Transkriptase am 3‘-Ende der cDNA (entspricht dem 5‘-Ende der
Templat RNA) einen Poly C-Schwanz anfligt, der mit einem G-reichen zweiten Primer wechselwirkt.
Dieser zweite Primer enthalt eine Adaptersequenz, die von der Reversen Transkriptase weiterhin als
Templat fir dieselbe cDNA dient (der ,,switching mechanism”). Somit enthalt die fertige cDNA zwei
Adapterbereiche, am 3‘- und am 5‘-Ende, die bei der PCR als Primerbindestelle dienen. Die
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genspezifischen Primer des SMARTer® RACE 5/3‘-Kits enthielten zuséitzlich eine Adaptersequenz fur
den Einbau in den pRACE-Vektor der Firma Clontech.

GemaR Angaben des SMARTer RACE Kit Protokolls wurden 4 pl 5x First-Strand Puffer, 0,5 pul 100 mM
DTT und 1 pl 20 mM dNTP Mix in ein ReaktionsgefaR pipettiert (Losung A). In einem anderen Gefal}
wurden 1 pl RNA, 1 pl 5°CDS Primer A und 9 pl Wasser pipettiert. Das Reaktionsgefal wurde bei 72 °C
fir 3 Minuten inkubiert, anschlieBend fiir 2 Minuten bei 42 °C, schlieBlich auf Eis abgekiihlt. Zu dieser
Probe wurde 1 pl SMARTer Il A Oligonucleotid gegeben (Losung B). Losung A wurde mit 0,5 pl RNase
Inhibitor und 2 pl SMARTScribe Reverse Transkriptase gemischt und diese Losung dann vollstandig zu
Losung B pipettiert. Das Reaktionsgefall wurde fir 90 Minuten bei 42 °C inkubiert und fir 10
Minuten auf 70 °C erhitzt. Die 5'-cDNA wurde mit 90 ul TE-Puffer verdinnt.

Die anschlieBende PCR hatte ein Gesamtvolumen von 50 pl

15,5 pl Wasser

25 ul 2x SegAmp Puffer

1 pl SeqAmp DNA Polymerase

2,5 ul SMARTer RACE cDNA

5 ul 10X Universal Primer Mix (UPM)
1 pl 10 uM 5°GSP

PCR Programm

1.-39. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 72 °C, 3 min
40. Zyklus 94 °C,30s Tm’ 30s 72 °C, 10 min
Kihlen bei 6 °C

Bei Bedarf wurde das PCR-Produkt 1:100 mit Wasser oder TE-Puffer verdiinnt und eine Nested-PCR
mit dem Nested Universal Primer (NUP) des Kits durchgefiihrt. Dabei wurde das gleiche Protokoll wie
flr die erste PCR verwendet, jedoch statt des UPM der NUP und ein zweiter 5'GSP verwendet, der in
der Sequenz weiter innen bindet.

(1) In-Fusion Klonierung von SMARTer RACE-Produkten
Hierbei handelt es sich nicht um eine Ligation eines PCR-Produkts in einen Vektor, sondern um ein
rekombinatives Verfahren. Diese Fusions-Klonierung wurde mit spezifischen Enzymen der Firma
Clontech durchgefiihrt. Es wurde nach Herstellerangaben, jedoch im halben Ansatz, gearbeitet:

Gesamtvolumen 5 pl

0,5 pl linearisierter pRACE Vektor

3,5 pl PCR-Produkt mit pRACE-spezifischen Uberhingen

1 pl In-Fusion HD Master Mix

Die Mischung wurde fiir 15 Minuten bei 50 °C inkubiert und dann auf Eis gekhlt.

10. Inverse PCR
Die Inverse PCR (Ochman et al. 1988) ist eine Methode, unbekannte Sequenzabschnitte in gDNA zu
identifizieren, die eine bekannte Sequenz umschliefen. Sie wurde an einer HCT aus Anthoceros
angewandt. Dazu werden genspezifische Primerpaare erstellt, die in entgegengesetzte Richtungen
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laufen. Wichtig ist, dass zwischen den Primern eine Restriktionsschnittstelle flr ein Enzym (B) mit 6
bp Erkennungsmotiv liegt. 1 ug der gDNA wird nun in 15 pl Volumen mit einem Restriktionsenzym (A)
mit 4 bp Erkennungsmotiv geschnitten. Dabei wird darauf geachtet, dass das Enzym nicht in der
bekannten Sequenz schneidet. Um die Trefferquote zu erhéhen, werden hier verschiedene Ansatze
mit mehreren Restriktionsenzymen (EcoRIl und Hindlll) ausprobiert. Das Enzym wird bei 65 (EcoRlI)
bzw. 80 °C (Hindlll) fiir 20 Minuten deaktiviert. Nun folgt eine Autoligation der Sequenzabschnitte.
Daflr werden 50 ul 10x T4-Ligase-Puffer, 10 pl T4-DNA-Ligase und 425 pl Wasser zur gDNA pipettiert.
Bei 16 ° ligiert die Probe mindestens 2 Stunden. Die DNA wird mit 50 ul 3 M Natriumacetat und 1100
ul 100% Ethanol p.a. fir eine Stunde bei -20 °C gefallt und fiir 20 Minuten bei 16000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Die in 8 pl
rickgeloste DNA wurde mit 1 pl Enzym B (BstEll) und 1 ul 10x Puffer Gber Nacht geschnitten und das
Produkt mit den Primerpaaren in einer reguldren PCR amplifiziert.

PCR-Programm

1. Zyklus 94 °C,120s 62 °C,60s 70 °C, 5 min
2.-39. Zyklus 94 °C,30s 62 °C,60s 70 °C, 5 min
40. Zyklus 94 °C,60s 62 °C,60s 70 °C, 10 min

Kiihlen bei 6 °C
Es wurde kein Gradient gewiahlt.

Nach einem dhnlichen Prinzip funktioniert das 5‘-Full RACE Core Set der Firma TaKaRa (Maruyama et
al. 1995). Dabei wird ein genspezifischer 5°-phosphorylierter Primer flir die Synthese der cDNA
verwendet. 5 pg RNA, 3 pl 5x RT-Puffer, 0,5 ul RNase Inhibitor, 1 pl Reverse Transkriptase, 1 ul 5'P-
RT-Primer und 2 pl 10 mM dNTP wurden gemischt und mit Wasser auf 15 pl aufgefiillt. In einem
Heizblock wurde die Inkubation nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

30 °C-10 Minuten

50 °C —30-60 Minuten
80 °C -2 Minuten
Abkihlen auf Eis

Die RNA wurde mit 1 pl RNase H bei 30 °C 1 Stunde verdaut. Es folgte eine Fallung mit 2 ul 2 M
Natriumacetat und 40 pl 100% Ethanol fiir 3 Stunden bei -20 °C. Die DNA wurde bei 4 °C und 12000 g
15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen. Der Uberstand wurde abpipettiert und die DNA getrocknet. Mit 33,3 pl 24% PEG 6000, 4
pl 10x T4 RNA Ligationspuffer und 2,7 pl Wasser wurde die DNA riickgeldst und nach Zugabe von 1 pl
T4 RNA Ligase (iber Nacht bei 15 °C inkubiert. Dabei sollte sich bei entsprechender Verdinnung die
DNA in einer Autoligation circuldr schlieRen. Die T4 RNA-Ligase kann dabei das 5'-phophorylierte
Ende der Sequenz erkennen und mit dem 3‘-Ende der eigenen Sequenz (oder einer anderen Sequenz)
ligieren. Die anschlieRende PCR fand mit den Primern der inversen PCR statt. Die gegenlaufigen
Primer amplifizieren dabei die unbekannte Sequenz am 5-Ende des Gen:s.

11. RAGE-PCR
Ausgehend von der klassischen RACE-Methode nach Scotto-Lavino et.al (Scotto-Lavino et al. 20073,
2007b) wurde eine neue Methode entwickelt, mit der die fehleranfallige Extraktion von RNA und
cDNA Synthese umgangen werden kann. Da sie auf gDNA basiert, kann sie deshalb analog zur RACE-
PCR als RAGE-PCR bezeichnet werden (rapid amplification of gDNA ends)
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1 ug gDNA werden mit blunt-end schneidenden Restriktionsenzymen verdaut. Dabei sollte darauf
geachtet werden, dass die bekannte Sequenz im Zielgen nicht geschnitten wird. Um die
Wabhrscheinlichkeit, ein korrektes Produkt zu erhalten, zu erhéhen, wurden mehrere
Restriktionsenzyme in verschiedenen Ansdtzen verwendet (Smal, EcoRV und Dral). Die Ansatze
wurden in einem Volumen von 15 pl Gber Nacht bei 37 °C inkubiert und bei 65 °C deaktiviert. Es
folgte eine Polyadenylierung mit Tdt fir 5 min (siehe V.D.9.a)(2)). Das Produkt wurde mit
genspezifischen Primern und den oben beschriebenen Q-Primern in Nested-PCR amplifiziert.

12. Southern Blot und Kolonie Hybridisierung
Die Methode der Hybridisierung von Makromolekiilen fand ihren Anfang in den Arbeiten von
Southern (Southern 1975), nach dem die Fixierung elektrophoretisch getrennter DNA auf einem
Tragermaterial und die anschlieRende Hybridisierung mit DNA-Sonden benannt wurde.

Fir die Herstellung einer Digoxigenin-markierten Sonde wurde eine PCR mit dem PCR DIG Probe
Synthesis Kit von Roche durchgefiihrt.

Gesamtvolumen 50 pl

1 ul cDNA

5 pl 10x PCR Puffer

5 pl DIG Probe Mix

5 ul 10 uM forward Primer (GSP)
5 ul 10 uM reverse Primer (GSP)
0,75 ul Enzymmix

28,2 ul Wasser

PCR-Programm

1. Zyklus 94°C,120s Tm‘, 60 s 70 °C, 2 min
2.-32. Zyklus 94°C,30s Tm‘, 60 s 70 °C, 2 min
33. Zyklus 94°C,30s Tm’ 120s 70 °C, 10 min

Kiihlen bei 6 °C
Es wurde kein Gradient gewdhlt. Die Sonden wurden vor der Verwendung auf 95 °C erhitzt, um

Sekundarstrukturen zu aufzuldsen, dann bei 4 °C gelagert.

Fir den DNA-Transfer (,,Blotten”) wurden 35-100 pg gDNA in einem Volumen von 100 pl mit 10 pl
10x Puffer und 10 pl Restriktionsenzym (Kpnl bzw. Xbal) tGber Nacht bei 37 °C verdaut. Erneut wurden
verschiedene Restriktionsenzyme in separaten Ansatzen verwendet, um die Wahrscheinlichkeit eines
erfolgreichen Schnittes zu erhéhen. Am nachsten Morgen wurde 1 pl Restriktionsenzym zu der
Mischung pipettiert und eine weitere Stunde inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Fallung mit 10 pl 3
M Natriumacetat und 100 pl Isopropanol bei -20 °C fir 20 Minuten. Nach Zentrifugation fir 20
Minuten bei 16000 g wurde das Pellet zweimal mit 100 pl 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde
nun in 30 pl TE-Puffer aufgenommen und fir 10 Minuten bei 55 °C inkubiert. Die Proben wurden auf
zwei Geltaschen aufgeteilt und mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt. Das Gel wurde nach
dem Lauf mit einem fluoriszierenden Lineal dokumentiert und zwischen den geteilten Proben
halbiert. Wahrend eine Hailfte eingefroren wurde, wurde mit der zweiten Hélfe das Blotten
durchgefiihrt. Daflir wurde das Gel 20 Minuten in 0,25 M Salzsdure depuriniert, anschlieRend
zweimal flir 20 Minuten in 0,5 M Natronlauge denaturiert. Es folgte ein zweimaliges Neutralisieren

fir 20 Minuten mit einer Lésung aus 0,1 M Tris/HCl und 1,5 M NaCl.
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In eine Wanne wurde 10x SSC gegeben (1,5 M NacCl, 0,15 M Natriumcitrat pH 7,0). Darauf wurde auf
einem Podest eine Briicke aus Filterpapier gefaltet. Das Filterpapier tauchte in den SSC-Puffer. Das
Gel befand sich auf dem Filterpapier mit der Taschenéffnung nach unten. Darauf wurden die
Nylonmembran, vier Lagen mit Filterpapier (zwei davon schon mit Puffer angefeuchtet), ein Stapel
Papiertiicher und ein Gewicht gestapelt. Die Rander des Gels wurden mit Plastikfolie abgedeckt,
damit kein Kapillarsog am Gel vorbei stattfinden konnte. Samtliche Membranen und Blatter wurden
auf die GroRe des Gels geschnitten. Dieser Aufbau wurde Gber Nacht bei Raumtemperatur stehen
gelassen.

Am nachsten Morgen wurde die Apparatur abgebaut und die Orientierung des Gels mit Bleistift auf
der Nylonmembran markiert. 2 pl der Sonde werden auf die Membran als Positivkontrolle
aufgetragen. Diese wurde nach dem Trocknen fir 2-3 Stunden bei 80 °C erhitzt, um die DNA zu
fixieren.

Die folgenden Arbeiten wurden unter leichtem Schiitteln im Wasserbad nach einem modifizierten
Protokoll von Engler-Blum (Engler-Blum et al. 1993) durchgefiihrt. Es folgte eine Prahybridisierung
der Membran bei 68 °C im Prahybridisierungspuffer (0,25 M Na,HPQO,, pH 7,2, 1 mM EDTA, 20% SDS
0,5% Blocking Reagenz) fiir eine Stunde, anschliefend eine Hybridisierung Gber Nacht bei 68 °C im
Hybridisierungspuffer. Daflir wurden 10 pl der DIG-Sonde zu 50 ml frischem warmem
Prahybridisierungspuffer gegeben. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal 20 Minuten bei 65
°C in Waschpuffer (0,02 M Na,HPO,, 0,001 M EDTA, 1% SDS) gewaschen, Diese
Stringenzwaschschritte wurden in Temperatur, Dauer und Haufigkeit variiert.

Vor der Detektion der Chemilumineszenz auf Rontgenfilm wurde die Membran 5 Minuten mit dem
Detektionswaschpuffer (3 M NacCl, 0,1 M Maleinsaure, pH 8,0, 0,3% Tween 20) und eine Stunde mit
dem Blockingpuffer (Detektionswaschpuffer mit 0,5% Blocking Reagenz) aquilibriert. Es folgte eine
Inkubation fir 30 Minuten mit der Antikorper-Lésung (Blockingpuffer mit 1:10000 Anti-Digoxigenin-
AP Fab-Fraktion) und viermaliges Waschen fir 10 Minuten mit dem Detektionswaschpuffer.
SchlieBlich wurde die Nylonmembran 5 Minuten im Detektionspuffer (0,1 M Tris/HCI, 0,1 M NaCl, 50
mM MgCl,, pH 9,5) und 2 Minuten im Substratpuffer (Detektionspuffer mit 1:100 CSPD) geschwenkt
und knitter- und blasenfrei in Saran-Folie eingewickelt. Ein Rontgenfilm wurde in der Dunkelkammer
mit der Membran in die Expositionskassette gelegt und bei 37 °C fir 1-4 Stunden inkubiert. Der Film
wurde in der Dunkelkammer entwickelt. Dazu wurde er zuerst in ein Entwicklerbad fiir 2-3 Minuten
getaucht, kurz in Wasser gereinigt, fir 2 Minuten in das Fixierbad getaucht und wieder mit Wasser
gespult (Entwickler und Fixierer: GBX developer and replenisher bzw. GBX fixer and replenisher von
Kodak®).

Bei erfolgreicher Detektion der Sonde auf der verdauten gDNA wird die entsprechende Stelle in der
zweiten eingefrorenen Gelhdlfte ausgeschnitten und mittels Gelextraktion aufgereinigt. Die DNA-
Fragmente werden in den Vektor pGEM-4Z ligiert und chemokompetente E. coli EZ damit
transformiert. Die Bakterien werden auf Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am nachsten Tag werden die Bakterien auf sterile Nylonmembran gestempelt, lysiert und die
freiwerdenden Plasmide fixiert. Diese Membran wird nun wie oben beschrieben geblottet und mit
den Gensonden auf das Vorhandensein des korrekten gesuchten DNA-Abschnitts detektiert. Die
entsprechende Bakterienkolonie wird Uber Nacht kultiviert, das Plasmid daraus extrahiert und
sequenziert.

13. gDNA- und Kolonie-PCR
Diese Strategie ist eine Abwandlung der oben beschriebenen Methode: Die Detektion findet nicht
mittels Southern Blot statt, sondern (iber PCR. Erneut werden 70 ug gDNA in 100 pl Gesamtvolumen
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mit 10 pl Restriktionsenzymen (EcoRl, Kpnl und Xbal) in drei getrennten Ansatzen (ber Nacht
verdaut, gefillt, in 12 pl rickgeldst und die Probe gelelektrophoretisch getrennt. Die Proben wurden
nicht in zwei Teile aufgeteilt, sondern der gesamte Verdau wurde in eine Tasche aufgetragen. Da nur
Fragmente Uber 1100 bp interessant waren, wurden der Bereich zwischen der Geltasche und der
entsprechenden GroRe (etwa 4 cm) in 8 Teile mit je 0,5 cm Breite geschnitten. Jedes Gelstiick wurde
mittels Siliciumdioxidsaule aufgereinigt und als Templat fir eine Touchdown PCR mit genspezifischen
Primern verwendet.

Gesamtvolumen 25 pl

1,0 pl gDNA

5,0 ul 5x GoTagq Flexi Puffer
0,5 il 10 mM dNTP Mix

3,0 ul 25 mM MgCl,

0,5 ul 100 uM Primer 1

0,5 ul 100 uM Primer 2

0,1 ul GoTaq Flexi Polymerase
14,4 pl Wasser

Die Zyklen flr die Thermocycler beinhalteten folgende Schritte:

Aktivierung 94 °C,120s

1.-39. Zyklus 95°C,30s 59°C, 60 s 72°C,30s
40.-70. Zyklus 95°C,30s 45°C,30s 72°C,30s
Finale Elongation 72 °C, 20 min

Kiihlen bei 6 °C
! Senkung der Temperatur um 0,5 °C/Zyklus

Die Produkte der PCR wurden gelelektrophoretisch untersucht. Die Genfraktion mit dem korrekten
Produkt wurde in den pGEM-4Z-Vektor ligiert und chemokompetente E. coli EZ damit transformiert.
Daflr wurde ein Verhaltnis von Insert zu Vektor von 3:1 gewahlt. Das entspricht bei Einsatz von 50 ng
pGEM-4Z Vektor (2,7 kb) fur ein 3 kb grofRe Insert vom Kpnl-Verdau 131,8 ng und fiir das 5 kb grofRe
Insert vom Xbal-Verdau 206,5 ng.

Die Mischung wurde in einem Volumen von 10 pl mit T4-DNA-Ligase tUber Nacht bei 4 °C ligiert, auf
65 °C erhitzt und in E. coli EZ eingefiihrt.

Die ausplattierten Zellen wurden mit Hilfe von sterilen Zahnstochern gepickt und jede Kolonie in PCR-
ReaktionsgefaBe mit einem Standardmastermix fiir die PCR mit genspezifischen Primern
resuspendiert.

1. Zyklus 94 °C, 3 min Tm‘, 60 s 70°C,90s
2.-39. Zyklus 94°C,30s Tm’, 60s 70°C,90s
40. Zyklus 94°C,60s Tm‘, 60s 70 °C, 10 min

Kihlen bei 6 °C
Das Ergebnis der Kolonie-PCR wurde elektrophoretisch untersucht und dokumentiert.

14. PCR mit Volllingenprimern
Nach erfolgreicher Generierung der vollstandigen codierenden Sequenz durch Assemblierung des 5°-
und des 3-Endes wurden Volllangenprimer fir Expressionsversuche in E. coli erstellt. Fir die HCTs
aus Anthoceros wurde der Vektor pET-15b gewahlt, flr die HCTs aus Physcomitrella und die PAL aus
Anthoceros wurde der Vektor pRSET-C verwendet. Die Primer fir Anthoceros HCT erhielten
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Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und Xhol, HCT 1 und 4 aus Physcomitrella die Schnittstellen Pvull
und Hindll, HCT 2, 3 und 5 aus Physcomitrella Xhol und EcoRlI, die PAL aus Anthoceros erhielt die
Schnittstellen Bglll und Ncol. Die vollstandige Primerliste findet sich unter Punkt V.F.

Die PCR wurde mit einer Polymerase durchgefiihrt, die eine Proofreading-Aktivitat besitzt, um eine
hohe Genauigkeit der Replikation zu erhalten. Verwendet wurden zwei verschiedene Enzyme:

Phusion® High Fidelity DNA Polymerase, 25 pl Ansatz
15,25 pl Wasser

5 upl 5x HF-Puffer

0,5 pul 10 mM dNTP-Mix

1,25 pl 10 mM Primer f

1,25 pl 10 mM Primer r

1,5 pl cDNA

0,25 ul Phusion Polymerase

Initiale Aktivierung 98 °C,90s
1.-39. Zyklus 98 °C,10s Tm’ 30s 68 °C, 30 s/kb
40. Zyklus 98°C,10s Tm’ 30s 68 °C, 10 min

Kihlen bei 6 °C

High Fidelity PCR Enzyme Mix, 50 pl Ansatz
35,25 ul Wasser

5 ul 10x Hifi-Puffer

5 pl 2mM dNTP-Mix

1,5 pl 10 mM Primer f

1,5 pl 10 mM Primer r

1,5 pl cDNA

0,25 ul Hifi Polymerase

Initiale Aktivierung 94°C,120s
1.-39. Zyklus 94°C,30s Tm‘, 60s 72°C,90s
40. Zyklus 94°C,30s Tm‘, 60 s 72 °C, 10 min

Kihlen bei 6 °C

Die PCR-Produkte wurden mit Agarosegelen elektrophoretisch untersucht. Korrekte Produkte
wurden ausgeschnitten, in pDrive ligiert und fur Transformationen von E. coli verwendet.

15. Fusions-PCR
Die Fusions-PCR wurde nach einem Protokoll von Bryskin und Matsumura (Bryksin und Matsumura
2010) durchgefiihrt. Dabei wird ein Gen amplifiziert, dieses wird dann als Megaprimer in einer
zweiten PCR verwendet, wobei es in den Vektor (pET-15b) hineinkopiert wird.

Erste PCR — Erstellung des Megaprimers

Gesamtvolumen 25 pl

5 ul 5x HF- bzw. GC-Puffer
0,5 pul 10 mM dNTP-Mix
1,25 pl 10 mM Primer f
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1,25 ul 10 mM Primer r
0,25 ul Phusion Polymerase
1,5 ul cDNA

15,25 pl Wasser

Initiale Aktivierung 98 °C,90 s
1.-39. Zyklus 94°C,30s Tm’ 30s 68 °C, 90 s/kb
40. Zyklus 94°C,30s Tm‘ 30s 68 °C, 10 min

Kiihlen bei 6 °C

Das PCR-Produkt wurde tber Siliciumdioxidsaulen aufgereinigt.

Fir die zweite PCR wurde ein Verhaltnis Megaprimer (Insert):Templat (Vektor) von 250:1 gebraucht.
Die Vektormenge kann in einem Bereich von 3-30 ng vorliegen. Da die Ausbeute aus der ersten PCR
gering war, wurde eine entsprechend geringe Vektormenge von 6 ng eingesetzt.

AaHCT1 und AaPAL lagen zu je 28 ng/ul vor, AaHCT2 zu 162,9 ng/ul.

Zweite PCR — Erstellung des Fusionsprodukts

Gesamtvolumen 25 pl

5 upl 5x HF- bzw. GC-Puffer

0,5 ul 10 mM dNTP-Mix

0,25 pl Phusion Polymerase

2 ul 3 ng/ul Vektor

X ul Megaprimer (im 250fachen Uberschuss zu Vektor)

Y ul Wasser

Initiale Aktivierung 98 °C,90s

1.-39. Zyklus 98 °C,30s Tm‘ 30s 70 °C, 90 s/kb
40. Zyklus 98 °C, 30s Tm‘ 30s 68 °C, 20 min

Kihlen bei 6 °C

Die zweite PCR wurde auch mit dem Zusatz von je 1 ul 10 mM Primer f und r wiederholt.

16. Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)
Die gRT-PCR wurde mit den Proben des Kulturverlaufs mit Anthoceros Zellen in CB-M Medium
durchgefiihrt. Es wurden die Gene fiir PAL 2, HCT 1, 2 und 5 sowie die als konstitutiv exprimiert
angenommen Gene Aktin und Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) untersucht. RNA
der Zellen wurden, wie unter V.D.1. beschrieben, extrahiert, quantifiziert und elektrophoretisch
analysiert. Fiir die cDNA Synthese wurde je 0,5 pg RNA pro Tag eingesetzt. Die Arbeiten wurden mit
dem gScript™ cDNA SuperMix-Kit von Quanta durchgefiihrt.

Gesamtvolumen 20 pl

4 pl gScript cDNA SuperMix (5x)
X ul RNA (0,5 pg)

Y ul Wasser
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Die Proben wurden fiir 5 Minuten auf 25 °C, fiir 30 Minuten auf 42 °C und fiir 5 Minuten auf 85 °C
erhitzt und dann auf 4 °C abgekiihlt. Die cDNA wurde 1:5 mit 80 pl TE-Puffer verdiinnt und bei -20 °C
gelagert.

Die PCR wurde in dreifachen technischen Replikaten mit dem PerfeCta® SYBR® Green SuperMix von
Quanta durchgefiihrt. Zur Qualitatssicherung wurde eine Verdiinnungsreihe der cDNA erstellt. Dazu
wurden aus den cDNA Proben von jedem Tag 10 ul entnommen und in einem Reaktionsgefald
vereinigt. Von diesen 150 pl wurden 40 pl 1:4 mit 120 pl Wasser verdiinnt. Die Probe wurde gut
gemischt und 40 pl davon erneut 1:4 mit 120 pl Wasser verdiinnt. Diese Verdinnungsschritte
wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt, so dass am Ende vier Verdiinnungsstufen vorlagen. Mit
diesen Proben wurden ebenfalls dreifache Wiederholungen pro Gen durchgefiihrt. Mit Hilfe von
PCRs auf RNA-Templat wurde die Qualitdt und Reinheit der RNA-Extraktion untersucht. Als
Negativkontrolle dienten Wasserproben als Templat. AuBer fiir PAL 1 wurden die Primer mit dem
gPCR Primer & Probe Design Tool von Eurofins erstellt, PAL 1 Primer wurden mit dem Programm
Primer3 von SimGene erstellt.

Die PCR mit einem Gesamtvolumen von 12,5 ul wurde — soweit moglich — als Mastermix angesetzt
und dann in die 96-Well-Platten pipettiert.

6,25 ul 2x PerfeCta SYBR Green SuperMix
0,25 pl 10 mM forward Primer

0,25 ul 10 mM reverse Primer

0,75 ul Wasser

7,5 ul Mastermix
5 ul cDNA oder cDNA-Verdiinnung oder RNA

PCR-Programm fir den PikoReal 96 qRT-PCR Cycler

Initiale Aktivierung 95°C,120s
1.-50. Zyklus 95°C,15s 54°C,45s 68 °C, 60 s
Schmelzkurve 50-95 °C

Kihlen bei 6 °C

17. Erstellung phylogenetischer Stammbdume

Phylogenetische Analysen wurden mit Proteinsequenzen von PAL und HCTs mit der Software MEGA6
durchgefihrt (Kumar et al. 2012; Tamura et al. 2013). Dazu wurden 31 PALs aus Pflanzen mit einer
PAL aus der Cyanobakterie Nostoc punctiforme als AulRengruppe sowie 57 HCTs aus Pflanzen und
einer Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT) aus E. coli als AuRengruppe in einem
Sequenzvergleich untersucht. Das Alignment wurde mit dem Blosum Algorithmus durchgefiihrt und
danach manuell optimiert, der phylogenetische Baum wurde mit der Maximum-Likelihood-Methode
berechnet.

Verwendete Sequenzen fir den phylogenetischen Stammbaum der HCT

WP_012477888.1 NP_179497.1 NP_199704.1 CAT00082.1 BAC78633.1
ABO40491.1 NP_001295843.1 ACF37072.1 AFL93686.1 AFN85668.1
AEA36976.1 AFZ78609.1 GOLD36.1 CAE46932.1 XP_009615699.1
CCC55431.1 ACA64049.1 XP_002991534.1  XP_002979061.1  CAE46933.1
AOPDVS5.1 CBI83579.1 AFD64619.1 BAO20883.1 AEM63675.1
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AEM63676.1
AHA44839.1
AGA20364.1

Pp1s150_128V6.1

Ppls22_138V6.1
Ppls64_37V6.1
AaHCT1

AFF19203.1
KF749428.1
AFF57839.1
Ppls15_356Ve6.1
Ppls266_39V6.3
Pp1s97 287V6.1
AaHCT2

XP_002512739.1
BAA87043.1
AFF57840.1
Ppls15_356V6.2
Pp1s275_68V6.3
HG423392.1
AaHCT5

AEK80405.1
ABO77957.1
NP_001289240.1
Ppls164_113V6.1
Ppls465_28V6.1
HG423394.1

AlG20957.1
AB047805.1
AFK10218.1
Pplsl6_277V6.1
Ppls54_248V6.1
Mo HST

Verwendete Sequenzen fir den phylogenetischen Stammbaum der PAL

XP_001759216.1  XP_001785664.1  AlU99853.1 AAWS80637.1 AAWS80636.1
AAWS80638.1 AAWS80643.1 AAWS80640.1 AAWS80639.1 ABU49842.1
AHA44840.1 BAG74772.1 AAT66434.1 P45727.1 ADO24189.1
Q8VXG7.1 AFY17067.1 ACX47015.1 CAA34226.1 ACZ44833.1
XP_008805217.1 M84466.1 CBJ23826.1 023924.1 004058.2
BAC56977.1 NP_001295839.1 AEJ88223.1 AAC18871.1 P27991.1

WP_012408693.1 AaPAL

E. Methoden der Gentechnologie
Samtliche Arbeiten mit Bakterien wurden, sofern moglich, auf Eis durchgefiihrt. Samtliche fliissigen
und festen Abfille wurden gesondert gesammelt und bei 121 °C und 1 bar Uberdruck fiir 20 Minuten
im Autoklaven hitzesterilisiert. Arbeitsflachen und Gerate, die mit Bakteriensuspensionen in Kontakt
kamen, wurden mit 70% Ethanol gereinigt. Gentechnisch veranderte Bakterien in Dauerkulturen
wurden dokumentiert.

1. Medien

a) Festes und fliissiges LB-Medium
Das Standardmedium der Kultivierung von Bakterien ist LB:

10 g/ Trypton/Pepton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

Die Losung wurde mit Natronlauge auf pH 7,0 eingestellt und autoklaviert. Festes Medium enthielt
zusatzlich 1% w/v Agar-Agar.

b) Fliissiges TB-Medium
TB-Medium wurde fiir einige Expressionsversuche verwendet:

12 g Trypton/Pepton, 24 g Hefeextrakt und 4 ml Glycerol werden in 900 ml Wasser gelst,
autoklaviert und abkihlen gelassen. Zu der Losung werden 100 ml sterile 10x TB-Phosphat-Losung
(0,27 M KH,PQ,, 0,72 M K,HPO,) gegeben.

c) SOC-Medium
Das SOC-Medium wurde zur Regenerierung von Bakterien nach dem Hitzeschock verwendet:

20 g Trypton/Pepton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl und 2,5 ml 1 M KCl werden in 900 ml Wasser geldst.
Der pH wird auf 7,0 mit 10 M Natronlauge eingestellt und das Volumen auf 990 ml aufgefiillt. Die
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Losung wird autoklaviert und abkiihlen gelassen. Dazu werden sterile Lésungen von MgCl, (10 ml, 1
M) und Glucose (20 ml, 1 M) gegeben (Endvolumen 1020 ml)

2. Erstellung von chemokompetenten E. coli-Kulturen
Fir die gentechnischen Arbeiten wurden Sicherheitsstimme von E. coli verwendet: EZ von Qiagen,
SoluBL21™ von amsbio und Stellar von Clontech. Fiir gentechnische Arbeiten wurden die Stdmme EZ
und SoluBL21 im Labor vermehrt und kompetent gemacht. EZ Zellen dienten dabei der Vermehrung
der Vektoren und SoluBL21 der Expression von Proteinen.

In einem Reagenzglas mit 2 ml flissigem LB-Medium mit 2 pl Tetracyclin (12,5 mg/ml Tet in Ethanol
p.a.) werden Zellen der alten Charge mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers angeimpft. Die
Reagenzglaser werden mit einem Deckel locker verschlossen und tiber Nacht bei 37 °C und 220 UpM
geschiittelt (UN-Kultur). Am nichsten Morgen werden aus einem 250 ml Erlenmeyerkolben mit ~90
ml sterilem LB + 90 ul Tetracyclin 0,75 ml LB fiir den Referenzwert der optischen Dichte bei 600 nm
(ODggo) entnommen. In den Erlenmeyerkolben werden dann 2 ml der UN-Kultur gegeben und bei 37
°C und 220 Upm kultiviert, bis eine optische Dichte (ODgg) von 0,6 erreicht ist. Wenn die bendétigte
OD erreicht wurde, werden die Suspensionen in zwei sterilen 50 ml R6hrchen 10 Minuten bei 4 °C
und 3000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 10 ml kalter 100 mM CaCl,-
Losung resuspendiert. Die Suspensionen werden vereinigt und fiir 12 Minuten bei 4 °C und 2500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet erneut in 10 ml kalter 100 mM CaCl,-
Losung resuspendiert. Die Losung wird 20 Minuten auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert (12
Minuten, 4 °C, 2500 g). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 2 ml 100 mM Cacl,
mit 15% Glycerol resuspendiert. Die Bakterien wurden zu 150 pl in sterile 1,5 ml ReaktionsgefalRe
verteilt, in flissigem Stickstoff vorgefroren und bei -80 °C gelagert.

3. Hitzeschock-Transformation von E. coli und Ausplattieren auf LB-

Agarplatten
Die kompetenten Zellen wurden kurz vor der Verwendung auf Eis aufgetaut. 70 ul der
Bakteriensuspension wurden in die Reaktionsgefdfe mit dem Vektor pipettiert und auf Eis 10-15
Minuten inkubiert. Die Zellen wurden in einem Wasserbad fiir 30-60 Sekunden bei 42 °C einem
Hitzeschock ausgesetzt. Danach erfolgte ein Abkuhlen fiir 1-3 Minuten auf Eis. Zu den Zellen wurden
150 pl 37 °C warmes SOC-Medium gegeben. Die Zellen wurden im Heizblock bei 37 °C und 750 UpM
fir 30 Minuten regeneriert. Anschliefend erfolgte Ausplattieren auf 37 °C warmen LB-Agarplatten.
Diese enthielten pro 100 ml Medium 500 ul Ampicillin (20 mg/ml in Wasser, sterilfiltriert), 160 pl X-
Gal (50 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galaktosid in Dimethylformamid) und 50 pl IPTG (0,1 M
Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid in Wasser, sterilfiltriert). X-Gal und IPTG wurden weggelassen,
wenn das lacZ-Gen im Vektor fehlte und somit keine Blau-Weil-Selektion moglich war. Die Zellen
wurden mit einem hitzesterilisierten Drigalskispatel auf dem Medium verteilt und bei 37 °C liber
Nacht kultiviert.

a) Transformation von Stellar Zellen
Die Hitzeschocktransformation der Stellar-Zellen von Clontech wurde weitestgehend nach
Herstellerangaben durchgefiihrt:

Die Zellen wurden kurz vor Verwendung auf Eis aufgetaut. 50 pl Zellen wurden zu 5 pl Plasmid
gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde fiir 45 Sekunden bei 42 °C
angewandt. Nach 1-2 Minuten wurden 450 pl 37 °C warmes SOC zu den Zellen gegeben und diese fir
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eine Stunde bei 300 UpM und 37 °C regeneriert. 10 ul Bakteriensuspension wurden mit 90 ul SOC
verdinnt und auf Agarplatten ausplattiert. Die Petrischalen wurden iber Nacht bei 37 °C inkubiert,
und am nachsten Tag wurden Ubernachtkulturen angelegt.

4. Anlegen von Ubernachtkulturen und Glyceroldauerkulturen

Die angewachsenen E. coli Klone wurden in Ubernachtkulturen vermehrt. Dazu wurden 20 pl
Ampicillin (20 mg/ml in Wasser, sterilfiltriert) in 4 ml LB in Reagenzglasern gemischt. Mit Hilfe von
sterilen Zahnstochern wurde eine Bakterienkolonie gepickt und in ein Réhrchen gegeben. Die
Réhrchen wurden bei 37 °C und 220 UpM {ber Nacht kultiviert. Von diesen Kulturen wurden bei
Bedarf Glyceroldauerkulturen angelegt. Dazu wurden 75 pl steriles Glycerol in sterile
ReaktionsgefdRe gegeben. Dazu kamen 425 pl der Bakteriensuspension. Die Zellen wurden gut
vermischt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

5. Plasmidpréaparation
Mit Hilfe der Plasmidpraparation wurden Plasmide aus Bakterien extrahiert. Diese wurden dann
entweder sequenziert, oder das Insert wurde herausgeschnitten, um in einen anderen Vektor ligiert
zu werden. Auch konnten mit der Plasmidpraparation leere Vektoren gewonnen werden.

3 ml der Bakteriensuspension der Ubernachtkulturen wurden in zwei Schritten in 1,5 ml
ReaktionsgefiRen bei 3000 g fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils vollstindig
verworfen. Die Zellen wurden mit 250 pl Puffer P1 (50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
RNase A) resuspendiert, mit 250 pl Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) lysiert und mit 350 pl Puffer
N3 (4,2 M Guanidin-HCI, 0,9 M Kaliumacetat, pH 4, 8) neutralisiert. Die Losung wurde fiir 10 Minuten
bei 16000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf Siliciumdioxidréhrchen fiir Plasmidpréparationen
von Qiagen dekantiert und das Pellet verworfen. Die R6hrchen wurden fiir 30 Sekunden bei 11000 g
zentrifugiert, und der Durchlauf wurde verworfen. 500 ul Puffer PB (5 M Guanidin-HCI, 30%
Isopropanol) und 750 pl PE (10 mM Tris/HCl pH 7,5, 80% Ethanol) wurden nacheinander durch die
Saule fur 30 Sekunden und 11000 g zentrifugiert. Die Sdulen wurden fir 1-2 Minuten trocken
zentrifugiert (11000 g) und 50 ul Wasser auf das Sdulenmaterial pipettiert. Die Inkubation erfolgte
bei Raumtemperatur fir 2-5 Minuten. Das Plasmid wurde in saubere Reaktionsgefidlie zentrifugiert.
Die Saulen wurden mit 500 ul Wasser zentrifugiert und gereinigt. Die Vektoren wurden einem
Restriktionsverdau in einem Volumen von 15 pl mit 3 pl Plasmid unterzogen und das Produkt
gelelektrophoretisch untersucht. Fiir die Sequenzierung wurden 20 pl in neue ReaktionsgefalRe
gegeben und an Eurofins Genomics bzw. auf eine Konzentration von 80 ng/pl mit einem
Gesamtvolumen von 12 pl eingestellt und zur Sequenzierung an Seqlab geschickt. Von Kolonien mit
korrekten Sequenzen wurden Glyceroldauerkulturen angelegt. Volllangensequenzen wurden fir
Umbklonierungen in Expressionsvektoren verwendet.

6. Umklonierung in Expressionsprimer
Das Umklonieren fand in der Regel als Doppelverdau statt, da die Sequenz mit einer korrekten
Polaritat in den Vektor eingebaut werden musste. Daflir wurden folgende Komponenten gemischt
und bei 37 °C Uiber Nacht verdaut.

Gesamtvolumen 15 pl

y il DNA-LGsung

1,5 oder 3 ul 10x Puffer (entsprechend 1x oder 2x Puffer Endkonzentration)
0,5-1 pl Restriktionsenzym 1
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0,5-1 ul Restriktionsenzym 2

Die DNA wurde in mehreren Ansadtzen verdaut, um genigend Insert extrahieren zu kdénnen. Die
Proben wurden elektrophoretisch getrennt, und das Insert mittels Siliciumdioxid-Saulen gereinigt.
Die Inserts wurden in einem Verhaltnis von 3:1-10:1 in das Plasmid mit T4-DNA-Ligase in einem
Volumen von 10 pl ligiert und zuerst in den Stamm E. coli EZ und dann nach Validierung der
erfolgreichen Umklonierung in den Expressionsstamm SoluBL21 eingebracht. Dabei wurden erneut
Hitzeschocktransformationen durchgefiihrt und Ubernachtkulturen angelegt.

7. Synthese heterologer Proteine

Expressionsvektoren, die das Gen in korrekter Polaritdt tragen und mit denen E. coli SoluBL21
transformiert wurden, wurden verwendet, um heterolog Proteine zu synthetisieren. Dazu wurden 2
ml LB mit 10 pl Ampicillin (20 mg/ml) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C
und 220 UpM inkubiert. Am nachsten Tag wurde von 100 ml fliissigem LB-Medium 0,75 ml Probe fir
die photometrische Referenz entnommen. Zum restlichen LB wurde die Ubernachtkultur gegeben
und bei 37 °C und 220 UpM bis zu einer ODgy von 0,4 kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte mit 100 ul 1 M IPTG (Endkonzentration 1 mM). Abweichend davon wurde auch 0,1 mM
Endkonzentration ausprobiert. Die Zellen wurden Gber Nacht bei 25 °C kultiviert. Bei Verwendung
von TB-Medium wurde nach der Induktion bei 37 °C fiir 4-5 Stunden kultiviert. Die Ernte der Zellen
und die Proteinextraktion und -reinigung erfolgte wie in Punkt V.C.4. beschrieben.

F. Primerliste
1. Primer fiir Anthoceros agrestis

a) Genexpressionsprimer/qRT PCR Primer

Name Sequenz (5°-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
gHCT1-f TGCCAAGTCCTCCAAGTC 56,0 gRT PCR Primer HCT 1
qHCT1-r GGTGTGCTCCTAACACCTC 58,8 gRT PCR Primer HCT 1
gHCT2-f CCTTCCCAACTTCAACCATTC | 57,9 gRT PCR Primer HCT 2
qHCT2-r CCTTCCTTTGTTTTCCTCGTC | 57,9 qRT PCR Primer HCT 2
gHCT5-f GAGGGAACAAACGCAGAAG | 56,7 qRT PCR Primer HCT 5
qHCT5-r TGCCAGATGTAAGCGGAC 56,0 qgRT PCR Primer HCT 5
gPAL1-f GAATACTCTCCCGAGCAC 56,0 RT PCR Primer PAL 1
qPAL1-r GTTCAAAAGCTTCTCCAG 51,4 RT PCR Primer PAL 1
gPAL2-f GAAGCTCATGACTTCCACTT | 58,4 RT PCR Primer PAL 2
AC
qPAL2-r GACCGAAAGCACCTTCTTG 56,7 RT PCR Primer PAL 2
gACT-f TGTCACTCACACAGTGCC 56,0 gRT PCR Primer Actin
gACT-r TGGTGAAACACTACCCACG 56,7 gRT PCR Primer Actin
gGAPDH-f | GCAGCGGAAATCAATGGAG | 56,7 gRT PCR Primer GAPDH
qGAPDG-r | GGTGATCAACACAGAGAAG | 584 qRT PCR Primer GAPDH
AAG
b) Volllingenprimer/Proteinexpressionsprimer
Name Sequenz (5°-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
AaHCT1- AAACATATGAGGGGGCCGG | 67,6 Ndel Volllangenprimer fir Aa
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VLf CGAGTGTG HCT 1

AaHCT1- GGGCTCGAGTCAAGGCTGC | 67,8 Xhol Volllangenprimer fir Aa

VLr AGCAGGAAGGAGGG HCT 1

Aa_HCT_1 | AAACATATGAGGGGGCCGG | 65,3 Ndel Kurzer Volllangen-

_F CGAGTG primer fir Aa HCT 1

Aa_HCT_ 1 | GGGCTCGAGTCAAGGCTGC | 64,0 Xhol Kurzer Volllangen-

_R AGCAGGAAGGAG primer fir Aa HCT 1

Aa_HCT1_ | AAACATATGAAGCGAATTCT | 66,6 Ndel Neuer Volllangenprimer

VL f 2 CTTCTACCCACCGG fir AaHCT 1

AaHCT2- AAACATATGAGGATTGAAG | 66,7 Ndel Volllangenprimer fiir Aa

VLf TCACTCAGACGACGAC HCT 2

AaHCT2- GGGCTCGAGTCAGTTGACG | 66,3 Xhol Volllangenprimer fiir Aa

VLr AGGAGGAACTCCTCG HCT 2

Aa_HCT_2 | AAACATATGAGGATTGAAG | 63,2 Ndel Kurzer Volllangen-

_F TCACTCAGACGAC primer fir Aa HCT 2

Aa_HCT 2 | GGGCTCGAGTCAGTTGACG | 64,4 Xhol Kurzer Volllangen-

R AGGAGGAACTCCTC primer fur Aa HCT 2

AQHCT5- AAACATATGACGCGCATCA | 62,4 Ndel Volllangenprimer fiir Aa

VLf ACTACTTCGC HCT 5

AaHCT5- GGGCTCGAGTCAATAAGAC | 61,3 Xhol Volllangenprimer fiir Aa

VLr CTGAGAAAGCTTGCC HCT 5

AaPAL-VLf | AAAGATCTAATGGTGGCCA | 71,0 Bglll Volllangenprimer fiir Aa
ACAAGCGCGTGAAGGTGG PAL

AaPAL-VLr | GGCCATGGTCAACCAGTGA | 71,0 Ncol Volllangenprimer fiir Aa
AGGGGCCAGGAGTGCC PAL

PAL_F AAAGATCTAATGGTGGCCA | 63,7 Bglll Kurzer Volllangen-
ACAAGCGCGTG primer fur Aa PAL

PAL_R GGCCATGGTCAACCAGTGA | 64,0 Ncol Kurzer Volllangen-
AGGGGCCAGGA primer fur Aa PAL

AcPAL-f2 AAAGATCTAATGGAGACCG | 71,0 Bglll Neuer Volllangenprimer
CGGCCGTCATCCCCAAAT fir Aa PAL 1

HCT1_F GTGCCGCGCGGCAGCCATA | 65,3 Primer fiir Fusions PCR
TGAGGGGGCCGGCGAGTG von HCT 1 in pET-15b

HCT1_R GGCAGCAGCCAACTCAGCTT | 64,0 Primer fiir Fusions PCR
CCTCAAGGCTGCAGCAGGA von HCT 1 in pET-15b
AGGAG

HCT2_F GTGCCGCGCGGCAGCCATA | 63,2 Primer fiir Fusions PCR
TGAGGATTGAAGTCACTCA von HCT 2 in pET-15b
GACGAC

HCT2_R GGCAGCAGCCAACTCAGCTT | 64,4 Primer fiir Fusions PCR
CCTCAGTTGACGAGGAGGA von HCT 2 in pET-15b
ACTCCTC

PAL_F GTGCCGCGCGGCAGCCATA | 63,7 Primer fiir Fusions PCR
TGGTGGCCAACAAGCGCGT von PAL in pET-15b
G

PAL R GGCAGCAGCCAACTCAGCTT | 64,0 Primer fir Fusions PCR
CCTCAACCAGTGAAGGGGC von PAL in pET-15b
CAGGA
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c) Degenerierte und genspezifische Primer fiir HCT 1

Name Sequenz (5'-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
Ac-HCT-f ACAGGCMTGCCCCATCCGA | 62,4 Degenerierter PCR
A Primer fur HCT
Ac-HCT-r GTGYGGWGGVTTGACGTTG | 61,7 Degenerierter PCR
G Primer fur HCT
AcHCT_5R | CCGAAATCACATTCGTAGAT | 58,4 Genspezifischer 5 RACE
T GG PCR Primer fur HCT 1
AcHCT_5G | GCTTTGATGAGCTCTGGATG | 59,8 Genspezifischer 5 RACE
SP1 G PCR Primer flir HCT 1
AcHCT_5G | GGTTGGATCCAAATCCACTG | 59,8 Genspezifischer 5 RACE
SP2 G PCR Primer fiir HCT 1
AcHCT 3G | GCTTACAGTCAGGTTGTGTC | 59,8 Genspezifischer 3 RACE
SP1 G PCR Primer fr HCT 1
AcHCT 3G | CGACAGCGTTTTGGAACTTC | 59,8 Genspezifischer 3 RACE
SP2 G PCR Primer fir HCT 1
5-AcHCT1n | CGACACAACCTGACTGTAAG | 59,8 Neuer genspezifischer
C 5 RACE-PCR Primer fir
HCT 1
5-AcHCT2n | CGAAGTTCCAAAACGCTGTC | 59,8 Neuer genspezifischer
G 5 RACE-PCR Primer fir
HCT 1
AcHCT-neu | CCACACAAGAACCTGGTCAC | 59,4 Neuer genspezifischer
5 RACE-PCR Primer fir
HCT 1
Aa_5’GSP_ | GATTACGCCAAGCTTCGGCC | 69,5 Genspezifischer SMART
HCT_1 TACCCCACCCGAAATCACAT RACE Primer flir HCT 1
TC
HCTinv-f CCTCAGCACCGAGATAGACT | 67,8 HCT 1 Primer fir
CGGC inverse PCR
HCTinv-r CGGCATATCTCAGACCAAGC | 66,1 HCT 1 Primer fir
TCGC inverse PCR
d) Genspezifische Primer fiir HCT 2
Name Sequenz (5'-3) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C stelle
Aa_5'GSP_ | GATTACGCCAAGCTTGGCCA | 68,0 Genspezifischer SMART
HCT_2 CCATAACTCCAGAAGTTTGG RACE Primer fuir HCT 2
GC
Aa-HCT5- CGAGGAGGAACTCCTCG 57,6 Genspezifischer 5 RACE
RT PCR Primer fiir HCT 2
AaHCT5- CCAACCTTTCCATATCATCCT | 58,4 Genspezifischer 5 RACE
GSP1 C PCR Primer ftir HCT 2
AaHCT5- GGCAAATAAAGACATTGAT | 58,1 Genspezifischer 5 RACE
GSP2 AGCCAT PCR Primer fiir HCT 2
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e) Genspezifische Primer fiir HCT 3

Name Sequenz (5'-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
Aa_HCT_3 | GGATACTCCCACGGACCG 60,5 Genspezifischer 3 RACE
_GSP1 PCR Primer flir HCT 3
Aa_HCT_3 | CCCCGTTCATTTTCTGACTGA | 60,3 Genspezifischer 3 RACE
_GSP2 G PCR Primer fir HCT 3
AaHCT3-3- | GATTACGCCAAGCTTCGGAT | 69,6 Genspezifischer SMART
1 ACTCCCACGGACCGTCCG RACE Primer fiir HCT 3
AaHCT3-3- | GGATTACGCCAAGCTTCCCC | 67,8 Genspezifischer SMART
2 TTGTGAAGGACTCGCTTGCG RACE Primer fiir HCT 3
AaHCT3-3- | GGATTACGCCAAGCTTCCGA | 64,4 Genspezifischer SMART
3 GAAGGGTGAAACGAAATGT RACE Primer fiir HCT 3
CcC
f) Genspezifische Primer fiir HCT 4
Name Sequenz (5'-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
Aa_HCT4_ | GATTACGCCAAGCTTCCGAT | 66,0 Genspezifischer SMART
GSP_f GGCCGGACGATTGAAACG RACE Primer fiir HCT 4
Aa_HCT4_ | GATTACGCCAAGCTTCCCAG | 66,4 Genspezifischer SMART
GSPr CTAGTAATTCCAAGGTTGGG RACE Primer fir HCT 4
G
g) Degenerierte und genspezifische Primer fiir PAL
Name Sequenz (5'-3) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C stelle
AcPAL_F1 GARCTCATYCGBTTCCTBAA | 66,9 Degenerierter nested
YGCNGG PCR Primer flir PAL
AcPAL_F2 GCVHTVTTCTGYGATGTGAT | 66,6 Degenerierter nested
GCATGG PCR Primer flir PAL
AcPAL_R1 | ACRTCYTGGTTGTGYTGCTC | 63,9 Degenerierter nested
DGC PCR Primer flir PAL
AcPAL_R2 CCAKCCYTCSADRCAYTBSAG | 69,2 Degenerierter nested
SADNGG PCR Primer fiir PAL
AcPAL- GGAAGCCATGGCAATCTCA | 59,4 Genspezifischer 5 RACE
3GSP1 G PCR Primer fiir PAL
AcPAL- GGCCGTTGTTGTAGTAGTCG | 59,4 Genspezifischer 5 RACE
3GSP2 PCR Primer fiir PAL
AcPAL- CAGATGGAGGCTGCTGCTA | 58,8 Genspezifischer 3 RACE
5GSPrt PCR Primer fiir PAL
AcPAL- GGGTTCTTGATAGGAGCTC | 59,4 Genspezifischer 3 RACE
5GSP1 G PCR Primer flr PAL
AcPAL- CATGGTGGCAACTTCCAGG | 58,8 Genspezifischer 3 RACE
5GSP2 PCR Primer flr PAL
5-AcPAL1n | CGAGCTCCTATCAAGAACCC | 594 Neuer genspezifischer
5 RACE-PCR Primer fur
PAL
5-AcPAL2n | TAGCAGCAGCCTCCATCTG 58,8 Neuer genspezifischer

5 RACE-PCR Primer fiir
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PAL
AcPAL-neu | GCTTGTGAGAATCAACACHC | 59,0 Neuer 5 RACE-PCR
TC Primer fur PAL
Aa_5'GSP_ | GATTACGCCAAGCTTCCGCA | 69,9 Genspezifischer SMART
PAL ATGCGCAACCCCTCCTCC RACE Primer flir PAL
AcPAL-VLf | ATGGYWGCMRAWBAGAW | 51,8 Degenerierter
C Volllangenprimer fir
PAL (Keine Expression)
AcPAL-VLr | TCAACCAGTGAAGGGG 51,7 Volllangenprimer fiir
PAL (Keine Expression)
h) Degenerierte Primer fiir TAT
Name Sequenz (5'-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
AcTAT491f | GCWAACATCCTGCTTCCAA 64,2 Degenerierter Primer
GGCC far TAT
AcTAT882r | CCAAGTCTCCARCCAGGAAC | 64,4 Degenerierter Primer
YATC far TAT
degTATf GCNGAGTATCTNTCTCGNG | 66,4 Degenerierter Primer
ATCTYCC far TAT
degTATr GCMAGATGDCCRTARACTT | 66,4 Degenerierter Primer
CATCAGC far TAT
AcTAT-F1 TNRTNATHDCNGAYGARGT | 64,3 Hoch degenerierter
NTAYGVNCAY Primer fur TAT
AcTAT-F2 GGNTGGMGNNYNGGNTGC | 64,4 Hoch degenerierter
HTN Primer fur TAT
AcTAT-R1 ADGCANCCNRNNCKCCANC | 63,1 Hoch degenerierter
C Primer fur TAT
ACTAT-f GGGGCCAATATACTCATTCC | 66,4 Primer fur TAT
TCGACC
AcCTAT-r CCAGCCAAGGCGCCATCCA 67,6 Primer fir TAT
GG
TAT-CH-f CCCTGAGAAGGGTTGGGAN | 64,4 CODEHOP Primer fir
RTNRA TAT
TAT-CH-r CCGTTAGGATCGCTCGTGRC | 72,1 CODEHOP Primer fir
NADCCANCC TAT
2. Weitere/Andere Primer
a) Primer fiir konservierte Bereiche von HCTs aus Lamiaceae
Name Sequenz (5'-3) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C stelle
DFGWG-f GAYTTYGGNTGGGG 45,0 DFGWG Primer
RAS-Rn6 CACCGCCTTCCCCCACCCRA | 76,3 RAS-spezifischer Primer
ARTCCGGCTCRTA
RAS-Fn7 GCAAACGAGCACCACTTATC | 78,6 RAS-spezifischer Primer
CGACGGCGTCGCCGCC

b) RACE-PCR Primer nach Scotto-Lavino et al.
(Scotto-Lavino et al. 2007a, 2007b)

Name

‘ Sequenz (5°-3°)

‘ Tm der bindenden ’ Schnitt-

Bemerkung
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Sequenz [°C] stelle
QT CCAGTGAGCAGAGTGACGA | 73,4 Primer flr cDNA-
GGACTCGAGCTCAAGCTTTT Synthese fir 3 RACE
TTTTTTTTITITTT
Q, CCAGTGAGCAGAGTGACG 58,2 1. Primer fur RACE PCR
Q GAGGACTCGAGCTCAAGC 58,2 2. Primer flr RACE PCR
3. Primer fiir Physcomitrella patens
a) Volllingenprimer/Expressionsprimer fiir HCTs 1-5
Name Sequenz (5'-3°) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C] stelle
Pp_HCT1f | ACAGCTGATGAAGGTCACC | 60,6 Pvull Volllangenprimer fir PP
AAGTTGGAGGT HCT 1
Pp_HCT1r | TATAAGCTTATCAGTCATCA | 61,0 Hindlll Volllangenprimer fir PP
AGGAGAAACTCTGC HCT 1
Pp_HCT2f | TACTCGAGATATGCCAACTG | 61,6 Xhol Volllangenprimer fur PP
ACTTGTTGAAGAACTC HCT 2
Pp_HCT2r | TGAATTCTATCAGTCATCAA | 61,0 EcoRlI Volllangenprimer fir PP
GGAGAAACTCTGC HCT 2
Pp _HCT3f | TACTCGAGATATGGCCGCC | 61,8 Xhol Volllangenprimer fiir PP
GCAAGTCAAGTT HCT 3
Pp_HCT3r | TGAATTCTATTAGAAGGATG | 61,0 EcoRlI Volllangenprimer fir PP
CCACTAGTTTGGC HCT 3
Pp_HCT4f CAGCTGATGGGGATCGATG | 61,8 Pvull Volllangenprimer fiir PP
AGGTCACG HCT 4
Pp_HCT4r TATAAGCTTACTACTCTGCA | 61,6 Hindlll Volllangenprimer fiir PP
CAGGAAATATTGGATC HCT 4
Pp_HCT5f TACTCGAGATATGGGTTCGA | 62,4 Xhol Volllangenprimer fiir PP
ACACGGATGAGAG HCT 5
Pp_HCT5r | TGAATTCTATTACTCGGGGA | 62,1 EcoRl Volllangenprimer fir PP
TGTCGTGAACC HCT 5
b) Sequenzierprimer
Name Sequenz (5'-3) Tm der bindenden | Schnitt- | Bemerkung
Sequenz [°C stelle
PpHCT1- GCATGTCCAGAGGGGTTAA | 57,3 Sequenzierprimer fur
seq A Pp HCT 1
PpHCT4- GGTGAAAAATCTGGCTTCC 54,5 Sequenzierprimer fur
seq Pp HCT 4
G. Vektorkarten

Die abgebildeten Vektorkarten wurden den jeweiligen Gebrauchsanweisungen der verwendeten
Plasmide entnommen.
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CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AGA TTA TGC TGA GTG ATA TCC CTT
M T M I T B s 5 N T T H ¥ R E

LacE o-petide coding segquence

AccE5I Mlul
Kpnl Sphl PsatI SnaBL BamHI EcoRI
| I | | I |
AGC TCG GTA CCA CGC ATG CTG CAG ACG CGT TAC GTA TCG GAT CCA GAA TTC GTG
TCE AGC CAT GGT GCG TAC GAC GTC TEC GCA ATG CAT AGC CTA GGT CTT AAG CAC
= E W p E M L Q T R Y Vv 5 D P E F WV

Sall
Accl HindIITI AwvrlI
EeoRI HincII | Xhol Styl Nhel Xbal

A TCT GAA TTC GTC GAC AAG CTT CTC GAG CCT AGG CTA GCT CTA GAC CAC

TA UT AGA CTT AAG CAG CTG TTC GAA GAG CTC GGA TCC GAT CGA GAT CTG GIG
5 E F v D K L L E 2 4 L A L D H
EeoT21 Eec0109T Sacl

Batil Apal NotI -
| | | 8P6 promoter
ACE TET GGG GEC COG AGC TOG CGGE CCE CTE TAT TCT ATA GTG TCA CCT ARA TGE
TGC ACA CCC CCG GGC TCG AGC GCC GGC GAC ATA AGA TAT CAC AGT GGA TTT ACC
T C = z P = & R P L ¥ s I v b3 r K W

M13 forward (-20) primer M13 forward (-40) primer
Jbinding site Jbinding site

CCE CAC RAT TCA CTG GCC &TC GTT TTA CARA CGT CGT GAC TGG GRA AAC 3°
GGEC GTG TTA AGT GAC OGGZ CAG CAA BAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTE 5°
P H H s L A v v L Q E R D W E H
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Positions of various elements

Vector size (bp) 3851
Multiple cloning site 266-393
LacZ o-peptide 216-593
T7 RNA polymerase promoter 239-258
T7 transcription start 256
SP6 RNA polymerase promoter 398-417
SPé transcription start 400
Ampicillin resistance gene 1175-2032
Kanamycin resistance gene 2181-2993
pUC origin 3668
Phage f1 origin 588-1043
Primer binding sites:*

M13 forward (-20) 431-447
M13 forward (-40) A51-467
MI13 reverse 209-224
T7 promoter primer 239-258
SPé promoter primer 400-418

2.  pET-15b

Bpul102 Ips7)

| EcoR I5708) BamH l319)
Aat I1(5635) [Clali24) Xho I(324)
Ssp I(5517) l'l, JLHind Illi29) Nde I{331)

- L

Sca lis193)
Bl ll4s4)
SarA l(sas)

Pst l{4958) Sph ligat)
— EcoN li751)
Bsa l(4774)
Ahd li4713)
= Miu I{1218)
(=2 — Bel I(1230)
| '0;'?, | ‘|\
| =S I BstE ll¢1387)
s PET-15b Y
‘ ’lll (5708bp) g fll Apa l(1421)
=3 BssH llf1627)
I Hpa l(1722
% pa li1722)
A
>
BspLU11 li3820)
Sap 1(3704)
Bst1107 l{3se1) - PshA lizos1)
Acc li3590)
Bsah li3572) Eag l(2284)
Tth111 li3s6s) Nru Ii2318)
T BspM li2399)
|
Bpul0 li2a26) | ‘\ RBS‘"’ liz704)
Mse [(2791)
T7 promoter primer #69348-3
Bgll T7 promoter ; lac operator Xbal rbs
AGATCICCATCCCECCASATTAATACCAC TCACTATAGCELAAT TETCAGCGEAT AACAATTCCCC TC TAGAAATAATTTTCT TTAAC TT TAACARGCAGA
Neol HisTag Nde| Xhol BamH |

T TAC AT GGG AGC AT CATCATCAT AT AT CACAGCAGCGECC TEE TG LU GCGECAGCCATATGCTCGAGGATCCGEL TG TAAC AAAGLCCGA
MetGlySer8erHisHisHIisHIsHIsHI s8er8erGlyLeuVal ProfrgGlySerHi sMetleulbl ubspProfAl ol lafsnlysAlalrg

Bpul102 | thrombin " T7 terminator
AAGGAAGC TEAG T TEGCTGET G CACCGL T GAGCAATAACTAGC AT AACCCCTTGEGGLCTC T ARAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
LysGluAlaGluLevbdlolladlaThrAlaGluGlnEnd

TT terminator primer #69337-3
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PET-15b sequence landmarks

T7 promoter

T7 transcription start
His+*Tag coding sequence
Multiple cloning sites
(Ndel- BamH 1)

T7 terminator

lacl coding sequence
pBR322 origin

bia coding sequence

453-469
4532
362-380

319-335
213-259
(866-1945)
3882
4643-5500

3.  pGEM-4Z

¥mnl 1939
Scal 1820

Amp’

__ Sspl2144
| Aatll 2262

| pGEM®-4Z

Vector

| (2,746bp)

SP6 Transcription Start

ori

5§ ... GGATT TAGGT GACAC TATAG AATAC

SPE& Promoter

sre L

EcoRI
Sacl
Kpnl
Aval
xmal

[ Smal
lacsd BamHlI
»bal
Sall
Accl
Hincll
Psil
Sphl
Hindlll

T

GAATT CGAGC TCGGT ACCCG GGGAT CCTCT AGAGT CGACC TGCAG

| [ | —H | | | | [ |
EcoRl Sacl Kenl “aAval  BamHI  Xbal Sall Pstl
Xmal Accl
Smal Hincll

T7 Transcription Start

GCATG CAAGC TTGTC TCCCT ATAGT GAGTC GTATT AGAGC...3'
I—I \—I T7 Promoter

Sphl Hindlll



pGEM®47Z Vector sequence reference points:

5P6 RNA polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 7-63
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 68-87
T7 RNA polymerase transcription initiation site 70
lac operon sequences 96-325; 2566-2726
binding site of pUC/M13 Reverse Sequencing Primer 106-122
lacZ start codon 110
lacZ operator 130-146
f-lactamase (Amp®) coding region 1267-2127
binding site of pUC/M13 Forward Sequencing Primer 2686-2702
5P6 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 2730-3
4.  pRACE

Linearization Site
'

(263%) EcoRT {HindIII (1)
i

R

i lac p
0l0gY to be 410
q oM T Re 45’(@2"“@,
b o
o
om0y o
30 ' Ny

1 Clon'
gsion in,
\0.? g St

pRACE
2656 bp

EcoRI HindIII

acggccagtgaattcctaatacgactcact |nfFusion aagcttggcgtaatcatggtcatagctgt

Cloning

tgccggtcacttaaggattatgectgagtga Site ttcgaaccgcattagtaccagtatcgaca

In-Fusion Homology to UPM  In-Fusion Homology to be Added to GSP

Location of Features (Linearized pRACE Vector)

In-Fusion Cloning Site (blunt ends, generated by inverse PCR): 1

In-Fusion Homology to be Added to Gene-Specific Primer (GSP): 1-15

M13 rev (sequencing primer): 19—35 (complementary)

lac promoter: 6797 (complementary)

ori (high-copy-number ColE1/pMB1/pBR322/pUC origin of replication): 421-1009 (complementary)
Amp* (ampicillin resistance gene): 1180-2040 (complementary)

Amp® promoter- 2041-2145 (complementary)

M13 fwd (sequencing primer): 2619-2635

In-Fusion Homology to Universal Primer Mix (UPM): 2642-2656
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5.  pRSET-C

Comments for pRSET A
2897 nucleotides “Version C does not contain Sac |

T7 promoter: bases 20-39

6xHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385
f1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (bla) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 2047-2720 (C)

T7 promoter RBS

21 AATACGACTC ACTATAGGGA GACCACAACG GTTTCCCTCT AGAAATAATT TTGTTTAACT TTAAGAAGGA

Polyhistidine (BxHis) region

I 1 I
91 GATATACAT ATG CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
Met Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

T7 gene 10 leader Xpress™ Epitope BamH |
1 [ 1
148 GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT qG!‘x TGG ATC
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys
EK recognition site cleavage site
Xhol Bglll Pstl Pwll Kpnl Ncol EcoR I leiB | Hind llI
: ) i L | ! P - i i i
205 CGR CICT CGA GAT CTG CAG CTG GTA CCA TGG AAT TCG ARG CTT GAT CCG GCT GCT ARC
Arg Pro Arg Asp Leu Gln Leu Val Pro Trp Asn Ser Lys Leu Asp Pro Ala Ala Asn

vsp Arg Trp Ile

T7 reverse priming site
262 AAR GCC CGA AAG GAA GCT GAG TTG GCT GCT GCC ACC GCT GAG CAR TAR CTA GCA
Lys Ala Arg Lys Glu Ala Glu Leu Ala Ala ALa Thr Ala Gln Gln ***
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H. Genotypen der E. coli Laborstamme

Die Genotypen
entnommen.

1. EZ

wurden den jeweiligen Handblichern der verwendeten Bakterienstamme

[F'::Tn10(Tc") proA™B* lacl®ZAM15] recAl end Al hsdR17(rxi> Mga') lac ginV44 thi-1 gyrA96 relAl

2. Stellar

F—, ara,A(lac-proAB) [®80d lacZAM15], rpsL(str), thi, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), AmcrA, dam, dcm

3.

SoluBL21

F-, ompT hsdSg (rg- mg-) gal dcm (DE3)

I. Molekularbiologische Reagenzien und Kits

Produkt Firma Produkt Firma
GE

5‘-Full RACE Core Set TaKaRa PD-10 Columns Sephadex G-25M | Healthcare
Anti-Digoxigenin-AP Fab
fragment Roche PEG 4000 Fermentas
Blocking Reagenz Roche PerfeCta® SYBR® Green SuperMix | Quanta
CSPD Roche Phusion Polymerase (2 u/ul) NEB
DreamTaq (5 u/pl) Fermentas Qiaprep® Spin Miniprep Kit Qiagen
ExactStartTM Eukaryotic mRNA
5‘-&3‘-RACE Kit Epicentre gScript™ cDNA SuperMix Quanta

Restriktionsenzyme (je 10 u/pl):

Bglll, BstEll, Dral, EcoRIl, EcoRV,

Hindll, Hindlll, Kpnl, Ncol, Ndel,
EZ Competent E. coli Qiagen Pvull, Smal, Xbal, Xhol Fermentas

Revert Aid First Strand cDNA Thermo
GBX developer and replenisher Kodak Synthesis Kit Fischer
GBX fixer and replenisher Kodak RNase H (5 u/ul) Fermentas

Thermo
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Scientific Roti®-Mark Standard Carl Roth
GoTaq® Flexi DNA Polymerase Kit
(5 u/ul) Promega SMARTer® RACE 5/3‘-Kit Clontech
Hifi Polymerase Mix (5 u/ul) Fermentas SoluBL21™ Competent E. coli Amsbio
Ni-NTA His-Bind® Superflow Novagen Stellar™ Competent E. coli Clontech
Macherey-
NucleoSpin®-Extract Il Kit Nagel T4 DNA Ligase (5 u/pl) Fermentas
PageRuler™ Protein Ladder Fermentas T4 RNA Ligase (10 u/pl) Fermentas
PCR Cloning kit Qiagen Tdt (20 u/pl) Fermentas
Thermo
PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche TrueStart Polymerase (5 u/ul) Scientific
J. Chemikalienliste
Produkt Firma Produkt Firma
1-Naphthylessigaure, NAA Duchefa Indol-3-Essigsadure, IES Duchefa
2-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol Fluka Isopropanol p.a. Roth
, . . Isopropyl-B-D-

2,3-Dihydroxybenzoesaure Acros organics Thiogalaktopyranosid, IPTG Roth
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure, | Duchefa Kaffeesaure Serva
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2,4-D

2,4-Dihydroxybenzoesaure Merck Kaliumacetat Acros organics

2-Aminobenzoeséaure, . -

Anthranilsiure Sigma Dikaliumhydrogenphosphat Roth

3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1- Aldrich Kaliumdihydrogenphosphat Roth

propanol

3-(4-Hydroxyphenyl)-1- Aldrich Kaliumnitrat Roth

propanol

3,4-Dimethoxy-Zimtalkohol Kaliumchlorid Roth

3-Hydroxybenzoesaure Acros organics | Kaliumiodid Merck

S—Hydr?xybenzoesaure, Sigma Kinetin Duchefa

Salicylsaure

4-Cumarsaure Alfa Aesar Kupfer(ll)sulfat Pentahydrat Fluka

4-Hydroxybenzoesaure Merck Laurylsarcosin Sigma

4-Hydroxybenzylalkohol Aldrich Lysozym Fluka

4-Hydroxyphenylpyruvat, pHPP | Sigma-Aldrich | Magnesiumchlorid Hexahydrat Roth

5,5'-Dithiobis-2- .

nitrobenzoesure, DTNB Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck

5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D- -

Galaktosid, X-Gal Roth Maleinsaure Roth

Aceton p.a. Roth Mangan(ll)chlorid Heptahydrat | Roth

e - 5

Acrylamidy/Bisacrylamid (30%, Roth Mangan(ll)sulfat Pentahydrat Duchefa

37,5:1)

Adenosintriphosphat, ATP Biomol Methanol p.a. F|s.her. .

Scientific

DL-Apfelsaure Merck D-Milchsaure Sigma

Agar-Agar Cero L-Milchsaure Sigma

Agarose Roth Myo-Inosit Sigma

. N,N,N',N'-Tetramethylethylen-

a-Ketoglutarat, Natriumsalz Roth diamin, TEMED Roth

Ammoniumperoxodisulfat, APS | Sigma-Aldrich | NAD" Biomol

Ammoniumsulfat Roth NADH* Biomol

Ampicillin Roth NADP* Biomol

Ascorbinsaure Roth NADPH+H*, Natriumsalz Roth

Borsaure Roth Natriumacetat Trihydrat Merck

Bovines Serum Albumin, BSA Roth Natriumchlorid Roth

Bromphenolblau Merck Natriumcitrat Roth
Dinatriumhydrogenphosphat

Caffeoyl-pHPL Laborfundus . Roth
Dihydrat

Caffeoyl-Shikimat Laborfundus Natriumdihydrogenphosphat Merck
Monohydrat

Calciumchlorid Dihydrat Roth Natriumdodecylsulfat, SDS Roth

Cetyltrimethylammonium- .

bromid, CTAB Roth Natriumhydrogencarbonat Merck

Chinasaure Roth Natriumhydroxid Merck

Chloroform p.a. Roth Natriummolybdat Dihydrat Fluka

Chlorogensiure Roth Natriumtetraborat Decahydrat, Merck
Borax

Cobalt(Il)chlorid Merck n-Butanol Alfa Aesar

Coenzym A-Trilithiumsalz AppliChem Nickel(ll)sulfat Hexahydrat Roth

Dihydrat




Coniferylalkohol Fluka Nicotinsdure

Coomassie Brilliant Blue G250 Fluka NZ-Amine, Caseinhydrolysat Sigma-Aldrich

Coomassie Brilliant Blue R250 Fluka Ortho-Phosphorsaure :Iaes:l_de

Diethylether p.a. Roth Phenol (Citratpuffer-gesattigt) Sigma

Dimethylformamid, DMF Merck D-Phenylalanin

Dithiothreitol (DTT) Serva L-Phenylalanin Roth

D"L-3,4-D|hydroxyphenylmllch- Laborfundus Polyclar 10 Ashland Inc.

saure, DHPL

EII__I-;L-Hydroxyphenylmllchsaure, Sigma Aldrich | Polyvinylpyrrolidon, PVP Sigma Aldrich

DMSO p.a. Roth Pyridoxalphosphat, PLP

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, Fermentas Riboflavin

dTTP)

Dinatrium-EDTA Roth Rosmarinsdure Laborfundus

EDTA Merck Saccharose Haushalts-
zucker

Eisen(ll)sulfat Heptahydrat Fluka Salzsdure Roth

Eisen(lIl)chlorid Shikimisaure Roth

Essigsaure/Eisessig Roth Tetracyclin Sigma

Essigsdureethylester/ Roth Thiamin

Ethylacetat p.a.

Ethanol p.a. Sigma-Aldrich Tr|s.(hydroxymeth.yl)- Roth

aminomethan, Tris

Ethidiumbromid AppliChem Trypton/Pepton Roth

Flussiger Stickstoff Linde Tween 20 Sigma

Glucose Sigma L-Tyrosin Fluka

L-Glutaminsdure t-Zimtalkohol Fluka

Glycerol p.a. Roth t-Zimtsaure Aldrich

Glycin Merck D-Weinsaure

Guanidin-HCl Roth L-Weinsdure Roth

Guanidinthiocyanat Roth Meso-Weinsaure

Hefeektrakt Roth Xylencyanol Fluka

Imidazol Roth Zink(l)sulfat Heptahydrat Merck

K. Gerate und Verbrauchsmaterial

Gerat

Produkt

Hersteller/Distributor

96-Well gRT-PCR Platten

SPL0960/50

Thermo Scientific

Systec VX-150

Systec GmbH Labor-

Autoklaven Systemtechnik
AL02-02-100 Advantage—Lab

Bunsenbrenner Flammy S Schiitt

Expositionskassette 24x30 Rego
Gefriertrockner Christ L1 B.Braun Biotech
. Quick Store ,,plus” RS-Laborgerite

Geldokumentationssysteme — - -
FAS-Digi Nippon Genetics
L-6000 Pump

HPLC-Systeme

Merck-Hitachi

D-2500 Chromato-Integrator




Spectro Monitor 3200

LDC Analytical

Spectra System P 400

Spectra System SN 4000

Spectra System SCM 1000

Spectra System UV 1000

Thermo Scientific

HP 1090 HP
Konduktometer Conmet 1W HANNA
Magnetriihrer MR 3001 Heidolph Instr.
Membranpumpe Vacuubrand
Eppendorf Mastercycler® gradient Eppendorf
PCR-Gerate MyCycler Bio-Rad
PikoReal 96 Thermo Scientific

pH-Elektrode

Accumed Basic

Fisher Scientific

BioPhotometer

Eppendorf

Photometer UVIKON Spectrophotometer 930 Kontron Instruments
Specord 200 plus Analytik Jena
. P10ml, P1000, P200, P20, P10N, .
Pipetten Gilson
P2N
Refraktometer HR-18 A. Kriiss Optronic GmbH
. . LumiFilm chemiluminescent ) .
Rontgenfilm . . Boehringer Mannheim
detection Film
Rotationsverdampfer Rotavapor RE120 Blchi
. Equisil ODS Dr. Maisch HPLC GmbH
HPLC-Saulen -
ReproSil Pur C18-AQ Grom
Schlagmesserhomogenisator Ultra Turrax T25 Basic IKA
S b €835 C rt
annungsgeber onso
P 86 E143
Vakuumzentrifuge . e
Univapo 100 H UniEquip
(Speedvac)
) Gelaire Laminar Air Flow Class 100 Gelman Instrument
Sterilbank - - -
Laminar Flow Workstation Microflow
Thermomixer Comfort Eppendorf
Trockenofen u40 Memmert
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H Bandelin
Ultraschallprozessor UP 200S Dr. Hielscher
UV-Handlampe HL-6-KM Bachofer GmbH
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Vortex - —
Vortex Mixer VELP Scientifica
PT 310 Sartorius
EG 300-3M
Waagen 440-35A Kern
440-47
H64 Mettler
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SwW

Julabo
Wasserbader

Thermomix ME

B.Braun Biotech.
Thermomix 7P
Essential, Progard TS2, Vent Filter, .
Wasserentsalzungsanlage Millipore
12 FO
Wippschittler Duomax 1030 Heidolph Instr.
Zellkulturschrank/Inkubator Jouan
. Certomat Sl B.Braun Biotech.
Zellkulturschuttler
Gallenkamp
Biofuge 17RS Heraeus Sepatech
Zentrifugen Centrifuge 5415D Eppendorf
3-30KS Sigma
Sorvall RC6+ Thermo Scientific

Die Pipetten wurden regelmalig gereinigt und auf eine Genauigkeit von unter 5% Fehler eingestellt.

Die Sterilisation im Autoklaven und der Partikelstrom in den Sterilbanken wurden regelmaRig
kontrolliert.
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V.  Ergebnisse und Diskussion

A. Kulturverlauf von Suspensionskulturen von Anthoceros agrestis
Ziel der Bestimmung eines Kulturverlaufs ist es, verschiedene Daten einer (sterilen) Pflanzenkultur im
Verlauf einer definierten Zeit zu erheben und damit eine Arbeitsoptimierung im Umgang mit diesen
Pflanzen durchzufiihren. Daten, die dabei erhoben werden kénnen, sind Wachstumsparameter wie
Frischgewicht, Trockengewicht, Proteingehalt, Mediumsparameter wie Nahrstoffgehalt, Leitfahigkeit
und pH-Wert, der Gehalt an Metaboliten, Transkriptom- und Proteomanalysen und
Enzymaktivitaten. Die Arbeitsoptimierung findet in Hinblick auf Nahrstoffgehalt des Mediums,
Lichtverhaltnisse, Elicitoren und Stressoren oder Erntezeitpunkt statt. Ziel kann dabei die
Maximierung des Zielmetaboliten sein, um eine wirtschaftliche Nutzung der Kultur zu ermdglichen,
oder die wissenschaftliche Handhabung zu vereinfachen.
Die Kulturverlaufe im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem Zeitraum von etwa einem Jahr mit zwei
verschiedenen Medien (CB-M, CB-2) je zweimal durchgefiihrt. Dabei wurde eine Fortfiihrung der
Kulturen parallel zum ersten Kulturverlauf gewahrleistet, so dass sie fir den zweiten Kulturverlauf zur
Verfligung standen und vermehrt werden konnten. Somit ldsst sie auch eine Aussage Uber die
zeitliche Stabilitat der Anthoceros-Kulturen machen.
Bei der wochentlichen Arbeit mit den Suspensionskulturen von Anthoceros agrestis fallt auf, dass das
Medium trotz sterilen Arbeitens etwa im Zweiwochen-Rhythmus trib wurde. Mikroskopische
Analysen konnten keine Hinweise auf bakterielle Verunreinigung zeigen, auch hatte eine Behandlung
der Kultur mit Ampicillin (50 pl 20 mg/ml Ampicillin in 50 ml Medium) zu keiner Verdnderung im
Triibungsverhalten gefiihrt, so dass angenommen wird, dass es sich hierbei um eine Olsuspension
handelt. Das Ol kénnte dabei von den Mooszellen produziert worden sein und durch Lyse freigesetzt
werden. Auffallend war namlich auch, dass die Triilbung besonders intensiv war, wenn zuvor die
groRen miirben Zellagglomerate mit dem perforierten Léffel vor dem Uberimpfen zerkleinert
wurden. Dabei kann es zum Zerdriicken oder ZerreiRen der Zellen kommen und der Inhalt und die
Zelltrimmer triiben das Medium.
Interessant an vielen Parametern der Kulturverldufe ist die initiale Gewdhnungsphase nach dem
Animpfen des frischen Mediums. Meist ist ein Abfall des beobachteten Parameters an Tag 1 zu
beobachten, &hnlich einer Latenz-, Anlauf oder lag-Phase, die in der optischen Dichte von
Bakterienkulturen beobachtet werden kann. Dies kann mit einem anfanglichen ,Schock” beschrieben
werden, da die Zellen im frischen Medium einer Vielzahl von Nahrsalzen und organischen
Verbindungen, also einem hohen osmotischen Potential, sowie dem leicht sauren pH und einer
kiihleren Mediumstemperatur ausgesetzt sind. Diese Phase wird dann spatestens ab dem zweiten
Tag wieder abgel6st von den reguldren Stoffwechselvorgangen, so dass eine Kontinuitat der Verlaufe
ab dem zweiten Tag beobachtet werden kann.
Bei den Beobachtungen der Kulturcharakterisierung ist immer zu berticksichtigen, dass es sich dabei
um Proben handelt, die trotz Bereitstellung optimaler Kulturbedingungen einer Schwankung im
Wachstum unterliegen, wie sie flr biologische Proben haufig sind. Dies driickt sich in , Ausreilern”
aus, die eine vermeintliche Entwicklung suggerieren, die aber bei kritischer Bewertung der Daten als
wenig aussagekraftig zu beurteilen sind. Nicht nur das Wachstum der Pflanze kann hier zu kritischen
Werten fihren, auch Prozessierungsschritte haben Einfluss auf den Verlauf der Kurven. Dies zeigt
sich z.B. eindriicklich an Doppelproben fiir die Bestimmung der Rosmarinsaurederivate, von denen
eine Probe nicht vollstdandig getrocknet werden konnte und somit falsche Werte lieferte.
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1. Mediumsparameter
Bei den aufgezeichneten Mediumsparametern (Abb. 27-30) handelt es sich um den pH-Wert, die
Leitfahigkeit in mS/m und den Zuckergehalt in % (gemessen als Brechungsindex der Losung). Bei
beiden Medien und in beiden Kulturverlaufen weisen die Werte die gleichen Tendenzen auf. Der pH-
Wert steigt bei beiden Medien von einem Wert zwischen 4,5 und 6 an Tag 0 auf etwa 8 an Tag 7. Im
CB-2 Medium (Abb. 29 und 30) gibt es einen kleinen Abfall des pH-Werts zum ersten Tag, bevor er

dann steigt.

Die Leitfahigkeit reprasentiert die Menge an geldsten Ladungstragern, die ein Weiterleiten des
elektrischen Stroms ermoglichen kénnen. Dies missen nicht nur anorganische lonen, sondern
kénnen auch geladene Biomolekiile sein. In allen Medien ist hier ein Abfall des initialen Wertes von
3,5 bis 4,5 mS/m auf einen Wert zwischen 2 und 3,2 mS/m bis zum Ende des Kulturverlaufs zu

beobachten.

Der Zuckergehalt ist in erster Linie davon abhangig, ob man ein Medium verwendet hat, das 1 oder
2% Saccharose enthielt. Es ist hier zu bedenken, dass die Werte als Brechungsindex erfasst wurden
und somit andere geloste Substanzen mit lichtbrechenden Eigenschaften Einfluss auf den Wert
nehmen. Aber auch hier ist ein Einstellen des finalen Zuckergehalts ab dem achten Tag des

Kulturverlaufs zu beobachten, der bei etwa 0,2% liegt.
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Abbildung 28 Mediumsparameter (pH-Wert, Leitfahigkeit,
Zuckergehalt) im zweiten Kulturverlauf in CB-M Medium.

Abbildung 27 Mediumsparameter (pH-Wert, Leitfahigkeit,
Zuckergehalt) im ersten Kulturverlauf in CB-M Medium.
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Abbildung 29 Mediumsparameter (pH-Wert, Leitfahigkeit,
Zuckergehalt) im ersten Kulturverlauf in CB-2 Medium.

Abbildung 30 Mediumsparameter (pH-Wert, Leitfahigkeit,
Zuckergehalt) im zweiten Kulturverlauf in CB-2 Medium.
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2.

Wachstumsparameter

Bei den Wachstumsparametern (Abb. 31-34) kann man insbesondere in CB-2 Medium zwei

verschiedene Trends beobachten:

Wahrend das Frischgewicht und das Trockengewicht von

Beobachtungsbeginn bis zum achten Tag (+ 1 Tag) stark zunehmen und dann nur noch geringe
Anderungen aufweisen (Zunahme, Abnahme oder konstante Werte), ist beim Proteingehalt nur eine
Zunahme bis zum vierten Tag (+ 1 Tag) und danach eine Abnahme zu beobachten (Frischgewicht und

Trockengewicht jeweils als g/Kolben,

Proteingehalt als g/l Proteinextrakt).

Dabei liegen die

Frischgewichte zwischen knapp 3 und 4 g an Tag 0 und steigen auf 6-7 g in CB-M an Tag 14 bzw. 8
und 9,5 g in CB-2. Die Trockengewichte liegen bei 0,3 bzw. 0,4 g in CB-M und CB-2 zu Beginn und bei
0,5g in CB-M bzw. 0,7g in CB-2. Der Proteingehalt liegt beim Maximum zu Beginn der
Charakterisierung bei 10-13 g/l in CB-2 bzw. 8-11,5 g/l in CB-M und erreicht ab Tag 12 Werte von 4,5-

7 g/l.

Abbildung 31 Wachstumsparameter (Frisch-, Trockengewicht
pro Kolben, Proteingehalt des Zellextrakts) im ersten
Kulturverlauf in CB-M Medium.
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Abbildung 32 Wachstumsparameter (Frisch-, Trockengewicht
pro Kolben, Proteingehalt des Zellextrakts) im zweiten

Kulturverlauf in CB-M Medium.
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Abbildung 34 Wachstumsparameter (Frisch-,
Trockengewicht pro Kolben, Proteingehalt des Zellextrakts)
im zweiten Kulturverlauf in CB-2 Medium.

Abbildung 33 Wachstumsparameter (Frisch-,
Trockengewicht pro Kolben, Proteingehalt des Zellextrakts)
im ersten Kulturverlauf in CB-2 Medium.

3. Gehalt an Rosmarinsdure und Rosmarinsaureglycosid
Der Rosmarinsdure- und Rosmarinsdure-3‘-O-B-Glucosidgehalt ist entscheidend abhangig vom
Medium. Die Rosmarinsdure macht in Zellen aus CB-M (Abb. 35 und 36) anfanglich 5-6% TG aus und

88



steigt dann auf 9%. Hingegen ist der Gehalt am Glycosid in CB-M gering, zwischen 0,5 und 1% mit
einem Maximum um Tag 2 von etwa 0,8-0,9%. Die Werte der Zellen aus CB-2-Medium (Abb. 37 und
38) zeigen eine andere Entwicklung. Der Gehalt an Rosmarinsdure erreicht hier maximal 5%. Ganz
eindeutig nimmt er ab dem zweiten oder dritten Tag bis zum Ende des Kulturverlaufs zu, ab dem
zehnten Tag pendelt er um die 5% Marke. Der Rosmarinsaureglycosidgehalt ist hier sehr interessant,
denn er erreicht ein Maximum von 3% am zweiten Tag und nimmt danach kontinuierlich bis Tag 8
bzw. 10 ab, um dann wieder etwas anzusteigen. Das Maximum an Anfang korreliert mit dem
Minimum an Rosmarinsaure zur selben Zeit, was damit erklart werden kann, dass die Uberschissige
Glucose im neuen Medium in Form des Rosmarinsdureglycosids gespeichert wird. Ist der
Zellglucoselevel wieder abgesunken, wird das Glycosid hydrolysiert und die Glucose steht so wieder
der Zelle zur Verfligung. Der hochste Gehalt an Rosmarinsdure wurde bisher in Zellkulturen des
konnten Werte von bis zu 36% Trockengewicht
nachgewiesen werden (Hippolyte et al. 1992). Dieser sehr hohe Wert ist jedoch nicht reprasentativ,

Salbei Salvia officinalis gefunden.

in vielen Lamiaceen wurden

Dabei

geringere Werte gefunden, sowohl bei Zellkulturen als auch bei

kommerziell erhaltlichen und wild gesammelten Pflanzen (Shekarchi et al. 2012). Eine ausfihrliche
Rosmarinsauregehaltsbestimmung verschiedener Pflanzen wurde in der Dissertation von Yana

Abdullah vorgelegt (Abdullah 2010).
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Abbildung 35 Gehalt an Rosmarinsdure und

Rosmarinsdureglucosid in Zellen des ersten Kulturverlaufs in  Rosmarinsaureglucosid in Zellen des zweiten Kulturverlaufs in
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Abbildung 37 Gehalt an Rosmarinsaure und

Rosmarinsaureglucosid in Zellen des ersten Kulturverlaufs in

CB-2 Medium.
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Rosmarinsaureglucosid in Zellen des zweiten Kulturverlaufs in

CB-2 Medium.



Die Daten deuten darauf hin, dass in CB-M der prozentuale Gehalt an Rosmarinsdure nach 7 Tagen
(zum normalen Uberimpftermin) und zum Ende des Kulturverlaufs nach 14 Tagen héher ist als in CB-
2, aber dass in CB-2 der Gehalt an Rosmarinsaureglycosid prinzipiell héher ist als in CB-M und am
zweiten Tag mit 3% TG sein Maximum hat. Somit eignet sich die CB-2-Kultur zur weiteren
Charakterisierung einer moglichen Rosmarinsaure Glycosyltransferase, wahrend fir die Extraktion
von Rosmarinsaure oder fir die Charakterisierung der Rosmarinsaurebiosynthese die Zellen der CB-
M Kultur optimal sind. Ferner weisen die Werte darauf hin, dass fiir diese Charakterisierung 3 bis 5
Tage alte Zellen erfolgversprechend sind, da zu diesem Zeitpunkt die Zellen eine hohe
Stoffwechselaktivitat aufweisen, was sich in hohen mRNA- und Enzymausbeuten wiederfinden lassen
konnte. Der hohe Gehalt an Rosmarinsdureglycosid in Zellen des CB-2 Mediums lasst vermuten, dass
der hohe Gehalt an Zucker im frischen Medium in der Zelle zu einem osmotischen Schock fiihrt,
dessen physiologische Antwort ein Abfangen der Glucose in Form von Glycosiden darstellt.
Interessant ware in diesem Zusammenhang eine Untersuchung auf das Vorhandensein von
Glycosiden bei weiteren Sekundirmetaboliten in den ersten 5 Tagen nach Uberimpfen der Zellen in
CB-2 Medium. Dass es sich bei dieser Rosmarinsdure nicht um neu synthetisierte Molekile handelt,
erkennt man an der Gegenlaufigkeit der Gehalte der Rosmarinsdure und des Glycosids in den ersten
finf Tagen des Kulturverlaufs. Wahrend die Menge an freier Rosmarinsdure abnimmt, steigt der
Rosmarinsdureglycosidgehalt, danach fallt der Gehalt an Glycosid und die freie Rosmarinsaure wird
freigesetzt. Allerdings findet auch eine permanente Neusynthese der Rosmarinsdure statt, anders
lieRe sich die Akkumulation der Rosmarinsdure von etwa 10% des Trockengewichts in Zellen aus CB-
M Medium nicht erklaren. Dass die Synthese des Rosmarinsdureglycosids in diesen Zellen nicht so
stark ausfallt, lasst sich mit dem geringeren Zuckergehalt erklaren. Die vermehrte Synthese von
Rosmarinsaure hingegen kénnte zwei verschiedene Ursachen haben: Das geringere Nahrstoffangebot
in CB-M Medium stellt eine Stresssituation fiir die Zellen dar, so dass sie mit vermehrter
Rosmarinsdureproduktion antworten. Die zweite mogliche Ursache ware, dass gerade der Mangel an
den Nahrstoffen zu einem geringeren osmotischen Schock fiihren, so dass die Zellen Energie in die
Produktion von Rosmarinsdure investieren kdnnen. Erwartet wére eigentlich eine héhere Menge an
Rosmarinsdure in Zellen aus CB-2 im Vergleich zu CB-M Medium, da diese mehr Energie in Form von
Zucker und Aminosauren (aus Caseinhydrolysat) zur Verfligung stehen haben. Interessant ware eine
Untersuchung von Zellen in Minimalmedium, also ganz ohne Zucker und Aminosauren, etwa Knop
Medium (Bopp und Brandes 1964) oder mit stoffwechselinaktiven Zuckeraustauschstoffen, etwa
Inosit oder Zuckeralkoholen, die also nur den osmotischen Stress verursachen jedoch nicht als
Kohlenhydratquelle verwendet werden kénnen. Eine Erhéhung der Saccharosemenge wurde von
Vogelsang et al. untersucht (Vogelsang et al. 2006). Dabei wurden Zellen von Anthoceros agrestis in
CB-2 und in CB-4 Medium in einem zweiwdchigen Kulturverlauf untersucht. CB-4 entspricht dem CB-
2 Medium jedoch mit 4% Saccharosegehalt. Die Mediumsparameter sind bei Vogelsang und in dieser
Arbeit vergleichbar: Die Leitfdahigkeit und der Zuckergehalt sind tendenziell abnehmend, der pH
hingegen nimmt zu. Die Wachstumsparameter andererseits sind bei Vogelsang gréRer: Sowohl das
Frischgewicht als auch das Trockengewicht pro Kolben haben in ihrer Arbeit hohere Werte
angenommen. Der Gehalt an Rosmarinsdure in CB-2 ist in beiden Arbeiten vergleichbar und erreicht
etwa 5% des Trockengewichts am Maximum. Jedoch fillt der Wert bei Vogelsang zum Ende des
Kulturverlaufs rapide, wahrend er hier konstant bleibt. In CB-4 bleibt der Wert sogar unter 4%. Der
Gehalt an Rosmarinsaureglycosid steigt bei Vogelsang weder in CB-2 noch in CB-4 liber 1%
Trockengewicht. Somit ldsst sich schlussfolgern, dass die Erhéhung der Kohlenstoffquelle Saccharose

fir eine hohere Biomassezunahme sorgt, aber fir den Gehalt an Rosmarinsdure nachteilig ist. Das
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unterstitzt die Annahme, dass die Zellen aus dem CB-M Medium den hoheren Gehalt an
Rosmarinsdure gegeniber den Zellen aus CB-2 Medium aufweisen, weil sie dem geringeren
osmotischen Stress ausgesetzt sind. Es lasst sich in Zusammenhang mit der Arbeit von Vogelsang eine
Reihe erstellen fir die Biomasse, CB-4>CB-2>CB-M, und fir den Rosmarinsduregehalt CB-M>CB-
2>CB-4. Dies gilt allerdings offenbar nur in Hornmoosen. Corinna Weitzel untersuchte namlich in
ihrer Dissertation wiederum verschiedene Parameter von Melissa officinalis Zellen in CB-2 und CB-4
Medium und kommt zu dem Ergebnis, dass sowohl die Biomassezunahme als auch der
Rosmarinsduregehalt im Medium mit héherem Zuckergehalt hoher ausfallen (Weitzel 2009). Gleiche
Tendenzen finden sich auch in der Arbeit von Petersen et al. (Petersen et al. 1994), wo Zellen von
Solenostemon scutellarioides in den gleichen Medien untersucht wurden. Somit scheint dieser
Zusammenhang von Saccharosegehalt und Rosmarinsdureproduktion bei Lamiaceen anders
auszufallen: Hier gibt es einen Zusammenhang zwischen Zunahme der Saccharosemenge und
Zunahme des Rosmarinsduregehalts (Gertlowski und Petersen 1993). Es muss jedoch bedacht
werden, dass die Hornmooskulturen unter Licht wachsen, somit Photosynthese betreiben kénnen,
wahrend die Lamiaceen Dunkelkulturen sind, somit keine Photosynthese betreiben und auf Zucker
angewiesen sind.

B. Identifikation von Genen der Rosmarinsaurebiosynthese in

Anthoceros agrestis

Gene aus Anthoceros agrestis, die bisher genauer untersucht wurden, waren hauptsachlich DNA-
Abschnitte der Chloroplasten und der Mitochondrien. Diese wurden fiir phylogenetische
Untersuchungen sequenziert. Bisher gab es kaum Arbeiten zur Molekularbiologie des
Sekundarstoffwechsels dieser Moosart oder anderer Hornmoose. Somit war ein wichtiger Teil dieser
Arbeit das Identifizieren dieser Stoffwechselgene und der durch sie codierten Enzyme. Die Isolierung
von RNA und DNA aus den Hornmoos-Zellen musste erst aufwendig optimiert werden, da
Hornmoose viele phenolische Substanzen enthalten.

Die Identifikation der Rosmarinsaurebiosynthesegene wurde mit Hilfe von RNA und cDNA aus 5 Tage
alten Zellen der Suspensionskulturen von Anthoceros agrestis durchgefiihrt (Anhang Abb. 1). Dazu
wurden zuerst mit Hilfe degenerierter Primer Mittelfragmente der Gene identifiziert. Die Primer
wurden im Falle der HCT und der PAL mit Hilfe der codierenden Volllangensequenzen homologer
Gene aus Pflanzen erstellt. Soweit vorhanden, wurden Sequenzen von Sporenpflanzen (Moose,
Moosfarne, Farne, Schachtelhalme, Barlappgewachse) verwendet, aber auch von Samenpflanzen
(z.B. von der Acker-Schmalwand). Es wurden neben Sequenzen fiir Enzyme mit bekannter Aktivitat
auch putative Sequenzen verwendet. Bei der PAL und der HCT war diese Methode erfolgreich
(Anhang Abb. 2 und 3). Diese Fragmente wurden anschliefend mittels RACE-PCR (Rapid amplification
of cDNA ends) vervollsténdigt. Fir das 3‘-Ende wurden klassische RACE-Methoden (Scotto-Lavino et
al. 2007a) angewandt, wahrend diese Methode nicht das vollstandige 5‘-Ende lieferte (Scotto-Lavino
et al. 2007b) (Anhang Abb. 4 und 5). Deshalb wurden verschiedene andere Methoden angewandt,
wie sie im Methodenteil (V.D.9.-13.) ausfihrlich beschrieben wurden. SchlieBlich lieferte die
SMARTer-RACE (switching mechanism at 5‘-end of RNA transcript) (Chenchik et al. 1998; Bower und
Johnston 2010) die entscheidenden Sequenzabschnitte, um die Gene als Volllange amplifizieren zu
kénnen (Anhang Abb. 6). Dabei lieferte aber auch die RLM-Methode (RNA ligase mediated) (Clepet
2004) einen entscheidenden Beitrag, insbesondere bei der Findung weiterer Genkopien der HCT.
Viele PCR-Versuche, insbesondere der 5-RACE Methode nach Scotto-Lavino, wurden mehrmals
wiederholt. Dabei wurden auch einzelne Parameter abgewandelt, etwa die Annealing-Temperatur,
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die Primer-Konzentration, das verwendete Templat, die Polymerase, die Magnesiumkonzentration
oder Zusatze von DMSO.

Fir die einzelnen Methoden, die letztlich nicht zu einem positiven Ergebnis gefiihrt haben, finden
sich viele Moglichkeiten, diese zu optimieren:

Die inverse PCR basiert auf dem Gedanken, dass unbekannte Sequenzabschnitte in der gDNA, die
eine bekannte Sequenz flankieren, mit Restriktionsenzymen geschnitten werden. Diese Fragmente
werden einer Autoligation unterzogen und in der bekannten Sequenz mit einem Restriktionsenzym
geschnitten, um die circuldare DNA zu linearisieren. Mit genspezifischen Primern wird die unbekannte
Sequenz, die nun von der bekannten umschlossen wird, amplifiziert und kann dann sequenziert
werden (Anhang Abb. 7).

Die RAGE-PCR (Rapid amplification of gDNA ends), die von der klassischen RACE-PCR abgeleitet
wurde, fangt ebenso mit dem Schneiden von gDNA mit Restriktionsenzymen an, diese Enzyme sind
jedoch blunt-end schneidend. Die Schnittprodukte werden polyadenyliert und mit RACE-PCR-
Methoden amplifiziert (Anhang Abb. 8). Beide Methoden kénnten optimiert werden, indem die
Menge an eingesetzter DNA erhdht wird und diese nach dem Restriktionsverdau bei der RAGE-PCR
geféllt wird, um sie zu reinigen. Die Adenylierung der Schnittstellen der RAGE-PCR kann auch durch
Einsatz einer Tag-Polymerase erfolgen, die bei der Ampflifizierung einen kleinen A-Uberhang
synthetisiert.

Der Ansatz, eine vollstandige Sequenz Uber Southern Blot zu finden, indem man die gDNA mit
Restriktionsenzymen schneidet, in einer Gelelektrophorese trennt, nach positiver Gensonden-
Hybridisierung das passende Fragment aus einem zweiten Agarosegel ausschneidet und diese fir
Ligation und Transformation verwendet, hatte optimiert werden kénnen, indem man die Diskrepanz,
die zwischen der Verwendung von cDNA fiir die Gensonde und gDNA fiir die Analyse steht, auflost
(Anhang Abb. 9). Dies bedeutet, dass man Uberpriifen muss, ob die gDNA in dem Bereich, der von
der Gensonde abgedeckt wird, Introns enthalt, die eine Hybridisierung erschweren oder
ausschlieBen. Die DNA-Konzentration und der Restriktionsverdau koénnen hier auch eine
entscheidende Rolle spielen. Die sauber geschnittene DNA muss eine gleichmaRige Verteilung im
Agarosegel aufweisen. Dies war nicht immer der Fall, manchmal zeigte das Agarosebild eine grof3e
Anhaufung von kleinen Fragmenten unter 1000 bp (Anhang Abb. 10). Die Effektivitidt der Fixierung
der DNA durch Hitze wurde mit Hilfe der Gensonde Uberprift (Anhang Abb. 11). Die vorherige
Ubertragung der DNA vom Gel auf die Membran (das Kapillar-blotten) kann jedoch fehlerhaft
gelaufen sein. Um dies zu Uberprifen, misste eine Probe der Sonde in der Elektrophorese mitlaufen
und dann mit geblottet werden.

Die Methode, die mittels Colony-PCR positive Klonierungsprodukte sucht, indem die verdaute gDNA
gelelektrophoretisch getrennt, das Gel dann in kleine Abschnitte geschnitten und extrahiert wurde,
um die resultierende DNA nach positiver PCR-Produktbildung (Anhang Abb. 12) zu ligieren und fiir
Transformationen einzusetzen, hatte den entscheidenden Nachteil, dass alle untersuchten Kolonien
durch anhaftenden Vektor mit Insert oder nicht ligiertem Insert falsch positive Ergebnisse lieferten
(Anhang Abb. 13). Diese Kolonien hatten tatsachlich kein Insert gehabt (Anhang Abb. 14).

Schlielich wurde eine rekombinatorische Methode angewandt, bei der durch Fusions-PCR das
Volllangengen in den Vektor hineinamplifiziert werden sollte (Bryksin und Matsumura 2010). Dieser
Expressionsvektor sollte dann fiir heterologe Expression funktioneller Proteine verwendet werden
kénnen. Allerding stellte sich heraus, dass die zweite PCR, also der Einbau des Megaprimers (des
Gens) in den Vektor keine Produkte lieferte. Hier kann man davon ausgehen, dass die verwendete
Konzentration des Vektortemplats zu gering war. Diese wurde so gering eingestellt, da die Ausbeute
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des Megaprimers bei der ersten PCR zu gering war und die Menge an Megaprimer und Vektor nach
bestimmten Verhaltnissen eingestellt werden mussten.

1. Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL)
Die PAL aus Anthoceros agrestis wurde erstmals mit einer Nested-PCR mit degenerierten Primern
nachgewiesen (Anhang Abb. 3). Aufbauend auf dieser Sequenz konnte mittels klassischer RACE das
3“Ende und mittels SMARTer-RACE das 5-Ende gefunden werden (Anhang Abb. 5 und 6). Die
vollstdndige Gensequenz ist 2262 bp lang, die 753 Aminosaduren lange Proteinkette hat ein
Molekulargewicht von 82,1 kDa.

cDNA-Sequenz einer AaPAL, unterstrichen sind die genspezifischen Primer mit 5‘—3‘ Richtung (Flr
die vollstandige Primerliste siehe Material und Methoden):
ATGGTGGCCAACAAGCGCGTGAAGGTGGTGGTGGAGAACGGGAATGGCAACGGGGCGCTGAAGGAGGA
CATCCTCCTGCAGCACCACGAGAACGGATCCGGGCAGGACCACCACATGGAGACCGCGGLCCGTCATCC
CCAAATTCTGCTTCGAGCGGGCGGGGGGCGAGATCGTGCACGATCCGCTCAACTGGGTGCGCACGTCC
GAGACCCTGGAGGGCAGCCATCTGGACGAGGTGAAGCAGATGGTGGAGGTGTTCTTCGGCTCCGACGA
GGTGGCCATCGAGGGCGTCAATTTGACCGTCGCCCAGGTGACCGCCATCGCGLCGCCGCGCCGALCGTCA
AGGTCCGCCTCGACGCCGAGGCCGCCAAGCAGCGCGTCGACGACAGCTCCAACTGGGTGCTGTCCAAC
ATGGCCAAGGGGACTGACACCTACGGCGTCACCACTGGATTCGGGGCCACCTCGCACAGGAGGACGAT
GCAGGGGGCGGAGCTGCAGAAGGAGCTCATCCGGTTTCTGAACGCGGGGGTGTTCGGGAAGGGGGAGG
GGGAATACTCTCCCGAGCACGGCGGGCCAGGGCGGCCATGCTGGGTGCGGACCAACACGCTGCTGCAG
GGGTTCTCCGGCATCCGGTGGGACATTCTGTGCGCGCTGGAGAAGCTTTTGAACGCGCACGTGACGCC
CAAGCTGCCGCTGCGGGGGACCATCACGGCGTCCGGGGATCTGGTGCCGCTGAGCTACATTGCGGGGL

TGATCACGGCCCGACCCAACTCGCGGTGCTTCACGGCGGAAGGGAAGGAGGTGTCGGCGGAGGAGGGG
<

TTGCGCATTGCGGGGGTGGCGCAGCCCTTTGTGTTGCAGCCCAAGGAGGGGCTGGCGATTGTGAATGG

CACGGCTGTAGGGGCTGCCATGGCTTCCATGGTCTGTTTTGATGCCAACATTCTGGCTGTGATGGCGG
AGGTGATGTCGGCTTTCTTCTGTGAGGTGATGAATGGCAAGCCGGAGTTTACGGATCCTCTGACCCAT
AAGCTGAAGCATCATCCTGGTCAGATGGAGGCTGCTGCTATCATGGAGTGGGTTCTTGATGGGAGCTC

GTACATGAAGCTGGCTGCCAAGCTGCACGAGACGGACCCTCTGAAGAAGCCCAAGCAGGACAGGTATG
>
CCCTCCGGACGTCCCCACAGTGGCTGGGGCCTCAGGTTGAGGTCATTCGAGCTGCAACGCACTCCATC
GAGAGGGAGATCAACTCTGTGAATGACAACCCGATCATTGATGCTGCGCGTTCTATTGCTCTGCATGG
—>
TGGCAACTTCCAGGGCACTCCCATTGGAGTGTCCATGGACAACATGCGGTTGGCCCTTGCTGCCATTG

GGAAGCTCATGTTTGCCCAGTTCTCTGAGCTAGTGAACGACTACTACAACAACGGCCTGCCCAGCAAC

CTGTCAGGGGGGCCTAACCCGAGCCTGGACTATGGATTCAAGGGTGCTGAGATTGCCATGGCTTCCTA

CACGTCGGAGCTGCAGTTCCTGGCCAACCCTGTGACCAACCACGTGCAATCCGCAGAGCAGCATAACC
AAGACGTGAACTCTCTGGGGCTGGTGTCTGCAAGGAAAACTGCAGAATCCATCGAGATTTTGAAGCTC
ATGACTTCCACTTACCTGGTGGCCTTGTGCCAGGCAGTGGATCTCCGGCATCTGGAGGAGAACATGGT
TGCTGTGGTGAAGAAAGTTGTGTCGTCCGTCTCCAAGAAGGTGCTTTCGGTCGACAACAACGGGGTGT
TGCTACAGACAAGGTTCTGCGAGAAGGAGTTGCTACTTGTGGTGGAGCATCAGGCCCCCTTCACCTAC
ATCGACGATGCTGCCAATGCTTCATACCCTCTCATGCAGAAGCTTCGTCAGGTCCTGGCTGACAGGGC
TTTGAAAAATCCGCCTGCCATAGAGAGGGATGAAAACACATCCCTCTTCTTGAAAATCTCTGCATTTG
AGGAAGAGCTGGTCAAACTCCTCGAAGAGGAGGTGACAGTGGCGAGGACAGCTTTCGACAAAGGTGCA
GCTGCTGTCCCCAACAGAATTCTGGAATGCCGAACATTCCCCCTGTACAACTTCGTGCGGTCTGAATT

93



GGGCACACAGATTCTTTGTGGTTTCATCAGAAACCAGTCCCCTGGACAGGACATTGAGAAGGTGTTCG
ATGCCATCACTGAGGGTAAGCATGTGGCCCCCTTGCTCAAAGTTCTCGAGGGTTGGCAAGGCACTCCT
GGCCCCTTCACTGGTTGA (2262 bp)

Die Proteinsequenz weist die katalytische Triade (unterstrichen) aus Ala-Ser-Gly auf:
MVANKRVKVVVENGNGNGALKEDILLOHHENGSGQDHHMETAAVIPKFCFERAGGEIVHDPLNWVRTS
ETLEGSHLDEVKQMVEVFFGSDEVAIEGVNLTVAQVTATARRADVKVRLDAEAAKQRVDDSSNWVLSN
MAKGTDTYGVTTGFGATSHRRTMOGAELQKELIRFLNAGVFGKGEGEYSPEHGGPGRPCWVRTNTLLQ
GFSGIRWDILCALEKLLNAHVTPKLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLITARPNSRCFTAEGKEVSAEEG
LRTIAGVAQPFVLQPKEGLAIVNGTAVGAAMASMVCFDANILAVMAEVMSAFFCEVMNGKPEFTDPLTH
KLKHHPGOMEAAATIMEWVLDGSSYMKLAAKLHETDPLKKPKQDRYALRTSPQWLGPQVEVIRAATHST
EREINSVNDNPIIDAARSTIALHGGNFQGTPIGVSMDNMRLALAATIGKLMFAQEFSELVNDYYNNGLPSN
LSGGPNPSLDYGFKGAEIAMASYTSELQFLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLVSARKTAESIETILKL
MTSTYLVALCQAVDLRHLEENMVAVVKKVVSSVSKKVLSVDNNGVLLOQTRFCEKELLLVVEHQAPFTY
IDDAANASYPLMOKLRQVLADRALKNPPAIERDENTSLFLKISAFEEELVKLLEEEVTVARTAFDKGA
AAVPNRILECRTFPLYNFVRSELGTQILCGFIRNQSPGQDIEKVFDAITEGKHVAPLLKVLEGWQGTP
GPFTG- (753 aa)

Eine personliche Mitteilung von Herrn Dr. Péter Szévényi von der Universitat Zirich zu ersten
Sequenzierdaten der nukledren DNA von Anthoceros agrestis wurde verwendet, die eigene PAL-
Sequenz zu analysieren. In diesen Daten waren zwei langere Sequenzen, die als PAL in Frage kamen:
15078 und 4301. Werden beide Sequenzen mit der hier prasentierten PAL verglichen, so ergibt sich
folgendes Bild: Das Alignment (Clustal Q) mit der Sequenz 15078 ergibt, dass die Sequenz am N-
terminalen Ende 38 Aminosauren langer ist, als die Vergleichssequenz aus der Schweiz. Das C-
terminale Ende der Sequenz hat weniger Ubereinstimmungen als der Anfang. Unklar ist der Ursprung
der Diskrepanz zwischen E183 bis W196. Mit Ausnahme kleiner Punktmutationen mit vermutlich
trivialen Auswirkungen auf die Struktur und Aktivitat des Enzyms sind die Sequenzen identisch.

Alignment der AaPAL-Aminosduresequenz mit der translatierten Sequenz 15078 aus dem Anthoceros
agrestis Genomprojekt (Dr. Péter Szovényi, persénliche Mitteilung):

PAL MVANKRVKVVVENGNGNGALKEDILLOHHENGSGQDHHMETAAVIPKFCFERAGGEIVHD
15078  mmm oo METAAVIPKFCFERAGGEIVHD
ki kkhkhkhkhkkhkkhkrkkhkhkhkhkkkk*kx

PAL PLNWVRTSETLEGSHLDEVKQMVEVFFGSDEVATEGVNLTVAQVTATARRADVKVRLDAE
15078 PLNWVRTSETLEGSHLDEVKQMVEVFFGSDEVAIEGVNLTVAQVTATARRADVKVRLDAE
R I I 2 b b I 2 S b 2 Sh b b b S b S Ih I b 2h Sh b S Sh Ib b dh ah b 2 dh b b 2b b b 2 Sh b b 2b Sh b 2h Sh b b 2b Sh b 2 Sh b b Sh S Y

PAL AAKQRVDDSSNWVLSNMAKGTDTYGVTTGFGATSHRRTMOGAELQKELIRFLNAGVFGKG
15078 AAKQRVDDSSNWVLSNMAKGTDTYGVTTGFGATSHRRTMOGAELQKELIRFLNAGVFGKG
R I I b b b S b S b 2 Sh I b 2 S b S IR b b 2R Sh b I Sh b b dh Sh b 2 eh b b 2b b b 2 dh b b 2b Ib b 2b SR Ib b 2b Sh b b 2h Ib b Sb Sh Y

PAL EGEYSPEHGGPGRPCWVRTNTLLQGFSGIRWDILCALEKLLNAHVTPKLPLRGTITASGD
15078 EGNTLPSTAA-RAAMLVRTNTLLQGFSGIRWDILCALEKLLNAHVTPKLPLRGTITASGD
**: *. .. R SR IR e dh b db Sb b 2 dh b b db S b dh b b S Sh b dh b b db Sh b 2 db b b dE Sb b 2 db Sb 4

PAL LVPLSYIAGLITARPNSRCFTAEGKEVSAEEGLRIAGVAQPFVLOPKEGLAIVNGTAVGA
15078 LVPLSYIAGLITARPNSRCFTAEGKEVSAEEGLRIAGVAQPFVLOPKEGLAIVNGTAVGA
R R IR I e dh b 4 S b 2 dh b b S S b S Ih b b db b b J Sh b b dh Sh b dh db b i db b b e dh b b db Sb b b dh b db Sb b 2 db b S b 3

PAL AMASMVCFDANILAVMAEVMSAFFCEVMNGKPEFTDPLTHKLKHHPGQMEAAATIMEWVLD
15078 AMASMVCFDANILAVMAEVMSAFFCEAMNGKPEFTDPLTHKLKHHPGQMEAAAIMEWVLD

LR R I S b I Sh b I Sb b I S I Sb b Sh S S 2 I SR Sb b I S IR I S b I S b S S b S Sh S db I Sb 2 Sb b I Sb db I Sb 2 3
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PAL GSSYMKLAAKLHETDPLKKPKQDRYALRTSPOWLGPQVEVIRAATHSIEREINSVNDNPI
15078 GSSYMKLAAKLHETDPLKKPKQDRYALRTSPOWLGPQIEVIRSATHSIEREINSVNDNPI

KK KA AR AR KR A AR A AR A KRR A KR KA KRKA A AR A AR AR A A A A AR e kA Ak e kA KA AKX A AR AR AKX XK

PAL IDAARSIALHGGNFQGTPIGVSMDNMRLALAATIGKLMFAQFSELVNDYYNNGLPSNLSGG
15078 IDAARSIALHGGNFQGTPIGVSMDNMRLALAAIGKLMFAQFSELVNDYYNGGLPSNLSGG

KA A AR A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A A A A A A A AR A A AR A A Ak, Ak Ak Ak k%%
PAL PNPSLDYGFKGAEIAMASYTSELQFLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLVSARKTAESIE
15078 PNPSLDYGFKGAEIAMASYTSELQFLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLVSARKTAEAVE

KA AR A A AR A AR A A AR A AR A A AR A AR A A AR A AR I A AR A AR A AR A AR AR ARk A A A Ak e ok

PAL ILKLMTSTYLVALCQAVDLRHLEENMVAVVKKVVSSVSKKVLSVDNNGVLLOQTRFCEKEL
15078 ILKLMTSTYLVALCQAVDLRHLEENMVATVKKTVSLVSKKVLSTGSNGTLLOQSRFYEKEL
KAKKKKKKKK KKK KKk hhkhkhkhkkkkkkkk _kkk kk AkAAAAL | KK _*kkshkk *hkkk
PAL LLVVEHQAPFTYIDDAANASYPLMOKLROVLADRALKNPPATERDENTSLEFLKISAFEEE
15078 LYVVENQPPFTYVDDASSPAYPLMOKLROVLVEKALKPPKELESDERLTLFQRIPLFEEE
X KKK Kk kkkkskkks | sckkkkkkkkkkk sekkk K ok KKk skk sk kkkk
PAL LVKLLEEEVTVARTAFDKGAAAVPNRILECRTFPLYNEVRSELGTQILCGEFIRNQSPGQD
15078 LVAALDVDVPAARSAYDKGLAALPNRIQECRTYPLYQFVRSELGTELLCGLIKNGSPGSD
KKk ke ek kkskekkk kkakkkk kkkkokkk o AAXAXAAK s cAKK sk k kkKk Kk
PAL IEKVFDAITEGKHVAPLLKVLEGWQGTPGPFEFTG
15078 FEKVFDAINDGKHIAPLLKVLEGWQGTPGPFEQ

e AhkAKAKAA ek hk ko kAR Ak AR A AR A A XA A XA K

Das Alignment mit der Sequenz 4301 zeigt eine hohe Identitdt des C-terminalen und eine geringere
Identitdt des N-terminalen Endes, wobei die Sequenz aus der Schweiz sowohl am N- als auch am C-
terminalen Ende kiirzer ist. Dieselbe sequenzielle Diskrepanz zwischen E183 bis W196 ist hier erneut
vorhanden, jedoch ist die Vergleichssequenz an der Stelle anders.

Alignment der AaPAL-Aminosduresequenz mit der translatierten Sequenz 4301 aus dem Anthoceros
agrestis Genomprojekt (Dr. Péter Szovényi, persénliche Mitteilung):

PAL MVANKRVKVVVENGNGNGALKEDILLQHHENGSGQDHHMETAAVIPKFCFERAGGEIVHD
4301 e MDLDAGARIPNFCFERAGGEIVHD

* Ak ekkAk Ak ARk kAKX KAK

PAL PLNWVRTSETLEGSHLDEVKQMVEVFFGSDEVAIEGVNLTVAQVTATIARRADVKVRLDAE
4301 PLNWVRTSEALECSHLDEVKQOMVGTFFTADEVAIEGVSLSVAQVTATIARRPGVKVRLDAE

kAhkkAkhkkhkkhkhkkhkoekk *(hkkhkkAkkAkkkkkh%k Kk ekkhkhkkhkkhkAkhkkhk ke kAkAkkhkAkAkhkkhkkK *kkkkKkkKk Kk

PAL AAKQRVDDSSNWVLSNMAKGTDTYGVTTGFGATSHRRTMQGAELQKELIRFLNAGVEGKG
4301 AAKQRVDQSSNWVLANMLKGTDTYGVTTGFGATSHRRTNQGAELQKELIRFLNAGIFGKS

KAKAkKK Ko kAKX kK okk *AAAAXAAAAAAA AKX XA AA K, K AXAAAAAhAkhkAkhhhk ok k%

PAL EGEYSPEHGGPGRPCWVRTNTLLOGFSGIRWDILCALEKLLNAHVTPKLPLRGTITASGD
4301 EGNTLPVAAA-RAGMLVRTNTLMOGEFSGIRWEILEGLEKLLNANITPKLPLRGTITASGD

XK * . KXKKKK s KKRKKK KKK s hk Kk Khh ok ok | s hkh kAR A XXX XIAAAR
PAL LVPLSYIAGLITARPNSRCEFTAEGKEVSAEEGLRIAGVAQPEVLOPKEGLAIVNGTAVGA
4301 LVPLSYIAGVLTGRPNSRAFTCEGKEVTGEEALRLAGVASPEVLOPKEGLAIVNGTAVGA

khkkkhkhkkhkkhkhkkeo ok *hkhkhkkhk |k K khkhkhkkhke *k Khhkokhkkhkhkhk K hkhkkhhAkhkkhkrAkhkhkrkkhkhkrkhkhxkk%

PAL AMASMVCEFDANILAVMAEVMSAFEFCEVMNGKPEFTDPLTHKLKHHPGOMEAAATMEWVLD

4301 AMASMVCFDANILAVMAEVMSAFFCEVMNGKPEFTDPLTHKLKHHPGOMEAAAIMEWVLD
Kok Kk Kk ok ok kK k ok ok ok kK k ok ok k k ok k ok ok k kK k ok kR k ok ok k kR k ok k ok k ok k ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
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PAL GSSYMKLAAKLHETDPLKKPKQDRYALRTSPOQWLGPQVEVIRAATHSIEREINSVNDNPI
4301 GSSYMKLAAKLHETDPLKKPKQDRYALRTSPOQWLGPQVEVIRAATHSIEREINSVNDNPI

KA AR A A AR A AR A A AR A AR A A AR A AR A A AR A AR A A AR A AR A ARk A Ak ARk A Ak Ak kK

PAL IDAARSIALHGGNFQGTPIGVSMDNMRLALAATIGKLMFAQFSELVNDYYNNGLPSNLSGG
4301 IDAARSIALHGGNFQGTPIGVSMDNMRLALAAIGKLMFAQFSELVNDYYNNGLPSNLSGG

R R R S R B R R I I I I I I I I I I b I I R b I e b b I b b b I IR b I dh b I b Sh b I I b Y

PAL PNPSLDYGFKGAEIAMASYTSELQFLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLVSARKTAESIE
4301 PNPSLDYGFKGAEIAMASYTSELQFLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLVSARKTAESIE

R R R S R B R R I I I I I I I I I I b I I R b I e b b I b b b I IR b I dh b I b Sh b I I b Y

PAL ILKLMTSTYLVALCQAVDLRHLEENMVAVVKKVVSSVSKKVLSVDNNGVLLOQTRFCEKEL
4301 ILKLMTSTYLVALCQAVDLRHLEENMVAVVKKVVSSVSKKVLSVDNNG---—-—————-—-——

KKK AR KRR KA KA AR A AR A AR AR A A AR A AR AR AR AR AR A A AR AR A AR ARk k%

PAL LLVVEHQAPFTYIDDAANASYPLMOKLRQVLADRALKNPPATERDENTSLFLKISAFEEE
4301 e
PAL LVKLLEEEVTVARTAFDKGAAAVPNRILECRTFPLYNFVRSELGTQILCGFTRNQSPGQD
4301 e
PAL TEKVFDATTEGKHVAPLLKVLEGWQGTPGPFTG
4301 e m e

Da die Daten aus der Schweiz nur vorlaufig sind und validiert werden, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass das Startcodon sich in beiden Fallen weiter vorne befindet oder das Stoppcodon weiter
hinten und die Sequenz somit ldnger ist. Bekannt ist aus den Sequenzierdaten, dass eine dritte
Isoform der PAL bekannt ist, die dazugehdorige Sequenz ist allerdings nur knapp 60 Aminosauren lang.
Auffillig sind in beiden Fillen die Ubereinstimmungen, die sich entweder am Anfang (15078) oder
am Ende (4301) haufen, wahrend ein 290 Aminosduren langes Mittelstlick in beiden Alignments
Gibereinstimmt (P281-A586). Dies kommt daher, dass bei den Amplifizierungen die genspezifischen
Primer im Mittelteil des Gens gebunden haben und deshalb vermutlich bei der 5-RACE eine andere
PAL-Isoform amplifiziert wurde als bei der 3’-RACE, dass also die gefundene Sequenz eine Chimare
aus zwei PALs ist. Die Tatsache, dass keine Volllangensequenz, weder mit cDNA noch mit gDNA, mit
den gegebenen 5'- und 3‘-Primern amplifiziert werden konnte, unterstiitzt diese Vermutung. Weitere
RACE-PCR mit genspezifischen Primern, die mit Hilfe dieser Alignments erstellt werden mussen, sind
notig, um diese These zu verifizieren. Mithin konnte keine Expression einer PAL in E. coli
durchgefiihrt werden.

a) Phylogenetische Einordnung der PAL
Die phylogenetische Einordnung wurde mit Proteinvolllangensequenzen von 31 pflanzlichen PALs mit
einer AulRengruppe der PAL aus dem Cyanobakterium Nostoc punctiforme erstellt (Abb. 39 und
Tabelle 5). Trotz der Annahme, dass es sich bei der gefundenen PAL aus Anthoceros agrestis um eine
Chimare handelt, wurde diese Sequenz als eigenstindige komplette Sequenz verwendet. Der
Stammbaum wurde mit Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode erstellt und sieht folgendermalien
aus:
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Abbildung 39 Phylogenetischer Stammbaum der PAL. Proteinalighment mit Blosum Algorithmus und Stammbaum mit
Maximume-Likelihood-Methode erstellt.

Ganz eindeutig sind zwei Hauptdste auf diesem Baum zu erkennen: Den ersten bilden alle
Landpflanzen ohne die Magnoliopsida. Den zweiten bilden die Magnoliopsida. Der erste Ast |asst sich
in zwei Zweige einteilen, deren einer Zweig wiederum die Bryophyten (alle vertretenen Horn-, Leber-
und Laubmoose) und die Pteridophyten (GefaRsporenpflanzen) darstellt, wahrend auf dem zweiten
Zweig die Coniferopsida und Ginkgoopsida gelistet sind.

Der Ast, der die frilheren Angiospermen fihrt, kann wiederum in zwei wichtige Zweige eingeteilt
werden: Der erste Zweig wird hier von den Poaceae gebildet, wahrend alle tibrigen Bedecktsamer auf
dem zweiten Zweig sind, inklusive der (ibrigen Einkeimblattrigen und den basalen Ordnungen. Fiir die
PAL aus Mais wurde TAL-Aktivitdt nachgewiesen (Rosler et al. 1997), bei den anderen drei Grasern
fehlen entsprechende Analysen, aber es ware denkbar, dass dies auch dort der Fall ist und diese
Sonderfunktion in dieser phylogenetischen Zuordnung Ausdruck findet.
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Emiliani et al. haben die Phylogenie von 369 PALs, TALs und HALs aus Bakterien, Archaeen, und
Eukaryonten untersucht (Emiliani et al. 2009). Sie schlussfolgern, dass HALs und PALs aus
Eukaryonten zwar gemeinsame Vorfahren in den Prokaryonten besitzen, aber dass sich in
Eukaryonten die eine nicht von der anderen ableitet, sondern das PAL und HAL sich relativ friih
trennten. Hingegen haben die PALs aus Pflanzen und aus Pilzen einen monophyletischen Ursprung,
der sich parallel zur PAL aus Nostoc punctiforme entwickelte. Die pflanzlichen PALs lassen sich auch
dort in eine Gruppe der Monokotyledonen PALs (Poaceae), der Dikotyledonen und der friihen
Embryophyten und Gymnospermen einteilen. In Griin- und Rotalgen wurden bisher keine PALs
gefunden. Die monophyletischen eukaryotischen PALs haben sich in Dikarya und in Landpflanzen
unterschiedlich entwickelt, sie waren also entweder mit der Entstehung der Eukaryonten vorhanden
und sind bei allen eukaryotischen Gruppen auRer diesen beiden verloren gegangen oder wurden
durch horizontalen Gentransfer (HGT) von einer Gruppe auf die andere Gbertragen. Der Ursprung der
PAL in diesen Gruppen erkldren Emiliani et al. (2009) durch die zweite Moglichkeit, also mit dem
Auftreten der PAL in einem Bakterium, einem horizontalen Gentransfer in einen Vorldufer der
Dikarya, der eine arbuskuldare Mykorrhiza mit einer frithen Form der Landpflanzen gebildet hat und
dabei durch einen weiteren Gentransfer die PAL in Pflanzen etablierte. Dadurch finden sich keine
Beweise einer Entwicklung der pflanzlichen aus der pilzlichen PAL, da sich die Entwicklung der
rezenten Vertreter der beiden Gruppen erst nach dem HGT der PAL von Pilzen auf Pflanzen vollzogen
hat. Xu et al. haben die Gene der Ligninbiosynthese analysiert. In ihrer Publikation (Xu et al. 2009)
zeigt sich ein &hnliches Bild: Eine Trennung der Sporenpflanzen sowie der Ein- und
Zweikeimblattrigen Pflanzen.

Alles in Allem bestétigt sich in diesem Stammbaum der PAL der derzeitige Forschungsstand der

Entwicklung der Landpflanzen.

Tabelle 5 Verzeichnis der fiir die Erstellung des phylogenetischen Stammbaums verwendeten Proteinsequenzen von
PALs.

Accession Accession
Abkiirzung Art Abkiirzung Art
number number
Diphasiastrum tristachyum
Alsa Allium sativum AD024189.1 Lytr (ehem. Lycopodium AAWS80636.1
tristachyum)
Anthoceros . L
Anag . Meof Melissa officinalis CBJ23826.1
agrestis
Arabidopsis . L
Arth . AAC18871.1 Nita Nicotiana tabacum M84466.1
thaliana
Avsa Avena sativa ACX47015.1 Nopu Nostoc punctiforme NC_010628.1
Blsp Blechnum spicant AY803287.1 Orsa Oryza sativa CAA34226.1
Cusa Cucumis sativus JN675927.1 Pavi Panicum virgatum AFY17067.1
Daca Daucus carota AB089813.1 Peam Persea americana U16130.1
Dila Digitalis lanata AJ002221.1 Phda Phoenix dactylifera XM_008806995.1
. . . XP_001759216.1
Epsi Ephedra sinica BAG74772.1 Phpa Physcomitrella patens
XP_001785664.1
Equisetum - . .
Eqar AY803283.1 Pipi Pinus pinaster AY641535.1
arvense
L . . Plagiochasma
Gibi Ginkgo biloba ABU49842.1 Plap . AlU99853.1
appendiculatum
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Glma Glycine max X52953.1 Prpe Prunus persica HM543574.1
Helianthus .
Hean Y12461.1 Psnu Psilotum nudum AY803284.1
annuus
Isla Isoetes lacustris AAW80637.1 Sekr Selaginella kraussiana AAW80638.1
Laka Larix kaempferi KF515232.1 Zema Zea mays Q8VXG7.1
. Lilium
Lilo . GQ165724.1
longiflorum
2. Hydroxycinnamoyltransferasen (HCTs)

Auch bei den Hydroxycinnamoyltransferasen wurde mittels PCR mit Hilfe degenerierter Primer zuerst
ein Mittelfragment amplifiziert (Anhang Abb. 2), welches dann durch klassische 3’-RACE (Abb.
Anhang 4) und 5’-SMARTer-RACE (Anhang Abb. 6) vervollstindigt werden konnte. Dabei wurden
trotz der Verwendung genspezifischer Primer mehrere unterschiedliche Sequenzen gefunden, die als
Hydroxycinnamoyltransferasen identifiziert wurden. In der Reihenfolge ihrer Entdeckung im Verlauf
dieser Arbeit wurden sie HCT 1-4 genannt.

Eine zusatzliche HCT 5 wurde erst in Daten von Dr. Szévényi (personliche Mitteilung) als interessantes
Zielprotein identifiziert, die restlichen HCTs haben sich nach Protein-Sequenzalignments als nicht
primar interessant fiir diese Arbeit erwiesen.

a) HCT1

HCT 1 ist die erste HCT, die in Anthoceros identifiziert wurde. Die codierende Gensequenz galt
zunachst als 1473 bp lang, die gDNA Sequenz besitzt mindestens zwei Introns von 98 bzw. 99 bp
Lange (fett). Es wurden Volllangenprimer fir die HCT 1 erstellt, dabei wurden als Startcodon sowohl
das erste ATG als auch das ATG ab Position 121 (unterstrichen) verwendet, da HCTs Ublicherweise die
basischen Aminosauren Arginin oder Lysin an erster Stelle nach Methionin aufweisen und sowohl
AGG als auch AAG, also die zwei ersten Codons nach diesen beiden ATGs sowohl fiir Arginin als auch
flr Lysin codieren. Darliber hinaus ist eine Ldnge von 1352 bp (ab dem zweiten ATG) durchaus im
Ublichen Bereich fiir diese Genfamilie.

Putative gDNA-Sequenz der AaHCT1:

ATGAGGGGGCCGGCGAGTGTGCGGATGCTGGATGTGAAGACCGTGGTGCCTGCGGAGCCGACGCAGCC
GCACCATCTCTTCCTCACCTGCTTCGACATCCACATGTGGCACTCGCCTTACATGAAGCGAATTCTCT
TCTACCCACCGGGAGGCGGGGGCGGGGAGGGATTCTTCGAATTGGTGGCTGGGCTTAGCGGGAGCCTG
GCCGAGGCCCTGGTGCTCTTCTACCCGTACGCTGGGCGGATGGTGGAGCGTGAAGAAGGGCAACGCCC
CAGTCTGGAGTGCAATGACGCAGGCGTGCAGTTCGTGACCGCGGAGGCCACGGTTTCTCTGGAGGATT
TGGGGCCGGGGCTGGATCCCGATCCCGACGTCTTCCCCGACCTGCTTCACGCCGGGCCGGAGAGTGTG
AAGGAGGGCCCCGACTTCCCGCTGCTCTGCGTGCAAGTGACCAGGTTCTTGTGTGGAGGGATTGCGCT
GGGGCTGGCTTACAGTCAGGTTGTGTCGGATGCGACAGCGTTTTGGAACTTCGTGCGAGCTTGGTCTG
AGATATGCCGGAAACAGGGACTGTCTGTGCTGCCCAAGCACAGGCGGTATCTGCTCAAGGTTACCGAC
CTCAGCACCGAGATAGACTCGGCTGAATTCCATCCCACCCTGTACACTTTCACCGACCCGTGGAAAGC
CAAGATGAAGAGAAATGGCAAGGCTGGTGCTGTAAGGGACTACCCACCTTCGTCCCCTCTGTTGCTTC
AGGAGCGGCAAGTGCATCGTATGTTCGTCTTCTCAGCTGACACCATCCAGAAGCTGAAGGACCTTGCC
AAGTCCTCCAAGTCCGGCTCCGAGGCTGGGGCTAACAAGTTGAAGCGGCCTGAATCTGAGGCCTTGAG
GAAAGCTTCGGCTACCAGGGGACAATTCACATCCTTAGAGGTAGGTTTACTAAAACTGCCACTCCTCA
TTCTTAACCGCTTCTCGCTCCCATCAAACTGCAGCTACTGGGTTGCTTAAATTGGTGTCTGACAATGT
AGGTGTTAGGAGCACACCTTTGGCGGTGCACCACCAGGGCTCGCAATCCCCCTGGGCATTCGGAAACC
AAGTTCGTGATTGAGTCAGACTGCAGAAGAAGGCTTCCTTTCTTGCCAGATTCCTATTTCGGGAATGC
GGTTTGCTGCACAGCAGCTGTGACCACGGTCAAGGAGCTGGTGGAGAGCCCTCTATACTTCTCTGCCA
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AGCTCATCCACAAGGTGAGTGCCTGGCACCGAGCAGTGAACTCCATAGAGCCCTTCTTCTGAAGACCT
AACTGTTATGGTCATTGACAGTTCAGTGATCCGTTTATGGTGCAGGCCAGGAGAAAGTCTGTCTCGGA
GCAGTATATCCGGATACTAGTTCACTACTCGGAGCAGCATGGCAACCTGCGGCCAGTGGATTTGGATC
CAACCAGACAGTGTCTCACAACAGCCATCCAGAACTCATCAAAGCATCCCATCTACGAATGTGATTTC
GGGTGGGGTAGGCCGTTTAGGGTCAGATCCGGCAACATGGATGAGCAGGGAGCGTATGCCATATTTCC
TGGGAACCCGAAGCTCCCCAAAGGCAGCGTGGAGGTGGCCATTGTGCTCCCGGCAGGAGACATGGCCC
GCCTGGAGCAGAATCCCTCCTTCCTGCTGCAGCCTTGA

Die Amplifizierung der Vollangensequenz mit dem zweiten Primer war erfolgreich, sodass die
tatsachliche codierende Sequenz 1353 bp lang ist (Abb. 40-42). Das Protein besitzt 450 Aminosduren
und ist 49,8 kDa schwer.

[

HCT1

Abbildung 40 PCR von AaHCT1 mit Volllingen-Primern Aa_HCT1_VL_f 2 und AaHCT1-VLr (Konzentration der
Primerlosung 100 uM), Temperatur 57 und 60 °C, erwartet 1353 bp, erhalten ~1300 bp. Die Taschen 3, 4, 7 und 8 wurden
jeweils mit weniger PCR-Produkt beladen.

Abbildung 41 Doppelverdau von pDrive[AaHCT1] mit Ndel und Xhol, E. coli Klone 1-6.
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HCT1

Abbildung 42 Doppelverdau von pET-15b[AaHCT1] mit Ndel und Xhol, E. coli Klone 1-4.

cDNA-Sequenz der AaHCT1, unterstrichen sind die genspezifischen Primer mit 5‘—3* Richtung (Fur
die vollstandige Primerliste siehe Material und Methoden):
ATGAAGCGAATTCTCTTCTACCCACCGGGAGGCGGGGGCGGGGAGGGATTCTTCGAATTGGTGGCTGG
GCTTAGCGGGAGCCTGGCCGAGGCCCTGGTGCTCTTCTACCCGTACGCTGGGCGGATGGTGGAGCGTG
AAGAAGGGCAACGCCCCAGTCTGGAGTGCAATGACGCAGGCGTGCAGTTCGTGACCGCGGAGGCCACG
GTTTCTCTGGAGGATTTGGGGCCGGGGCTGGATCCCGATCCCGACGTCTTCCCCGACCTGCTTCACGC
CGGGCCGGAGAGTGTGAAGGAGGGCCCCGACTTCCCGCTGCTCTGCGTGCAAGTGACCAGGTTCTTGT

GTGGAGGGATTGCGCTGGGGCTGGCTTACAGTCAGGTTGTGTCGGATGCGACAGCGTTTTGGAACTTC
<

GTGCGAGCTTGGTCTGAGATATGCCGGAAACAGGGACTGTCTGTGCTGCCCAAGCACAGGCGGTATCT
<
GCTCAAGGTTACCGACCTCAGCACCGAGATAGACTCGGCTGAATTCCATCCCACCCTGTACACTTTCA

CCGACCCGTGGAAAGCCAAGATGAAGAGAAATGGCAAGGCTGGTGCTGTAAGGGACTACCCACCTTCG
TCCCCTCTGTTGCTTCAGGAGCGGCAAGTGCATCGTATGTTCGTCTTCTCAGCTGACACCATCCAGAA
GCTGAAGGACCTTGCCAAGTCCTCCAAGTCCGGCTCCGAGGCTGGGGCTAACAAGTTGAAGCGGCCTG
AATCTGAGGCCTTGAGGAAAGCTTCGGCTACCAGGGGACAATTCACATCCTTAGAGGTGTTAGGAGCA
CACCTTTGGCGGTGCACCACCAGGGCTCGCAATCCCCCTGGGCATTCGGAAACCAAGTTCGTGATTGA
GTCAGACTGCAGAAGAAGGCTTCCTTTCTTGCCAGATTCCTATTTCGGGAATGCGGTTTGCTGCACAG
CAGCTGTGACCACGGTCAAGGAGCTGGTGGAGAGCCCTCTATACTTCTCTGCCAAGCTCATCCACAAG
GCCAGGAGAAAGTCTGTCTCGGAGCAGTATATCCGGATACTAGTTCACTACTCGGAGCAGCATGGCAA
CCTGCGGCCAGTGGATTTGGATCCAACCAGACAGTGTCTCACAACAGCCATCCAGAACTCATCAAAGC

ATCCCATCTACGAATGTGATTTCGGGTGGGGTAGGCCGTTTAGGGTCAGATCCGGCAACATGGATGAG

CAGGGAGCGTATGCCATATTTCCTGGGAACCCGAAGCTCCCCAAAGGCAGCGTGGAGGTGGCCATTGT
GCTCCCGGCAGGAGACATGGCCCGCCTGGAGCAGAATCCCTCCTTCCTGCTGCAGCCTTGA

Translatierte Aminosauresequenz der AaHCT1:

MKRILFYPPGGGGGEGFFELVAGLSGSLAEALVLEFYPYAGRMVEREEGQRPSLECNDAGVQEFVTAEAT
VSLEDLGPGLDPDPDVFPDLLHAGPESVKEGPDFPLLCVQVTRFLCGGIALGLAYSQVVSDATAEFWNE
VRAWSEICRKQGLSVLPKHRRYLLKVTDLSTEIDSAEFHPTLYTFTDPWKAKMKRNGKAGAVRDYPPS
SPLLLOQERQVHRMEFVFESADTIQKLKDLAKSSKSGSEAGANKLKRPESEALRKASATRGQFTSLEVLGA
HLWRCTTRARNPPGHSETKEFVIESDCRRRLPFLPDSYFGNAVCCTAAVTTVKELVESPLYFSAKLIHK
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ARRKSVSEQYIRILVHYSEQHGNLRPVDLDPTRQCLTTAIQNSSKHPIYECDEFGWGRPEFRVRSGNMDE
QGAYATFPGNPKLPKGSVEVAIVLPAGDMARLEQNPSFLLQP-

Ungewodhnlich an dieser Sequenz sind die liblicherweise konservierten Bereiche (unterstrichen).
Wahrend das DFGWG Motiv vorhanden ist, weist das HXXXDG Motiv eine starke Abweichung von
den bisher beschrieben BAHD-Acyltransferasen auf. Hier liegt ein QVVSDA Motiv vor. St. Pierre und
De Luca (St. Pierre und de Luca 2000) beschreiben die drei X als hdufig unpolare Aminosauren, etwa
als Leucin, lIsoleucin, Valin oder Methionin. Wahrend ein Austausch des Glycins gegen Alanin
ebenfalls beschrieben wurde, gelten das Histidin und das Aspartat als hochkonserviert, da gerade das
Histidin fiir die katalytische Aktivitat verantwortlich ist. Dieses Histidin wurde hier durch ein Glutamin
ersetzt. Glutamin und Histidin teilen sich die ersten beiden Positionen des Codons CAN. Somit kann
eine Punktmutation fir diese Anderung verantwortlich sein. Da eine Polymerase mit
Lesekorrekturfunktion verwendet wurde, gilt eine amplifikationsbedingte Anderung als
unwahrscheinlich. Der Sequenzvergleich nach Durchsuchen der Proteindatenbank mit BLASTp ergab
die héchste Ubereinstimmung der HCT 1 mit BAHD-Acyltransferasen aus dem Moosfarn Selaginella
moellendorffii (XP_002990807.1, 32% Identitat) sowie eine 30%ige Identitat mit der HCS/QT 2 aus
der Rutenhirse Panicum virgatum (AGM90558.1), bei der die Enzymaktivitdt bereits nachgewiesen
wurde (Shen et al. 2013).

Erneut wurde ein Alignment mit den Daten von Dr. Szdvényi erstellt. Dabei ist die Ubereinstimmung
der HCT 1 mit der Sequenz 31166 zu beobachten, ausgenommen den 81 Aminosauren, die die HCT 1
am N-terminalen Ende aufweist und die bei 31166 fehlen. Somit besitzt auch die Sequenz aus
unabhangigen Sequenzierungsdaten nicht das typische HXXXDG-Motiv.

Alignment der AaHCT1-Aminosduresequenz mit der translatierten Sequenz 31166 aus dem
Anthoceros agrestis Genomprojekt (Dr. Péter Szovényi, persdnliche Mitteilung):

HCT 1 MRGPASVRMLDVKTVVPAEPTQPHHLFLTCFDIHMWHS PYMKRI LFY PPGGGGGEGFFEL
31166 e e
HCT 1 VAGLSGSLAEALVLFYPYAGRMVEREEGQRPSLECNDAGVQFVTAEATVSLEDLGPGLDP
31166 ~  —mmmmmmmmmmm e MVEREEGQRPSLECNDAGVQFVTAEATVSLEDLGPGLDP

KAKAKAKAKRAA K AA KA XK A XA AR A AR A AR A A XA A XA A KA KK

HCT 1 DPDVFPDLLHAGPESVKEGPDFPLLCVQVTRFLCGGIALGLAYSQVVSDATAFWNEVRAW
31166 DPDVFPDLLHAGPESVKEGPDFPLLCVQVTRFLCGGIALGLAYSQVVSDATAFWNEVRAW

KA KA A A A AR A AR A KRR A A A AR A A AR A A A A AR AR AR AR AR AR A AR A A AR A Ak Ak Ak kA kA kxk k%

HCT 1 SEICRKQGLSVLPKHRRYLLKVTDLSTEIDSAEFHPTLYTFTDPWKAKMKRNGKAGAVRD
31166 SEICRKQGLSVLPKHRRYLLKVTDLSTEIDSAEFHPTLYTFTDPWKAKMKRNGKAGAVRD

LR S R I b b I Sb b 3 Sb b I S b I Sb b S S S S S b Sb b I S R I S b I SE b S S S Sb S Jb b Sb 2 I Sb db b Sb db 3 Sb 2b 3

HCT 1 YPPSSPLLLOERQVHRMEVESADTIQKLKDLAKSSKSGSEAGANKLKRPESEALRKASAT
31166 YPPSSPLLLOERQVHRMEVESADTIQKLKDLAKSSKSGSEAGANKLKRPESEALRKASAT

KK R AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A A KRR AN A AR A A A A I A AR A AR A AN A AN AR AR A A A AR kK

HCT 1 RGOFTSLEVLGAHLWRCTTRARNPPGHSETKEFVIESDCRRRLPFLPDSYFGNAVCCTAAV
31166 RGOFTSLEVLGAHLWRCTTRARNPPGHSETKEFVIESDCRRRLPEFLPDSYFGNAVCCTAAV

KK R AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A A I A AR A AR A AR AN AR AR A A A AR, kK

HCT 1 TTVKELVESPLYFSAKLIHKARRKSVSEQYIRILVHYSEQHGNLRPVDLDPTRQCLTTAT
31166 TTVKELVESPLYFSAKLIHKARRKSVSEQYIRILVHYSEQHGNLRPVDLDPTRQCLTTAT

KK A AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A A KR A AR A AR A A A A A A AR A AR A AN A AN A A AR A A AR A XK
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HCT 1 ONSSKHPIYECDEFGWGRPFRVRSGNMDEQGAYAIFPGNPKLPKGSVEVAIVLPAGDMARL
31166 ONSSKHPIYECDFGWGRPFRVRSGNMDEQGAYAIFPGNPKLPKGSVEVAIVLPAGDMARL

KK R AR AR AR A AR A AR AR A AR A A KR KA A AR AR KA A KRR AR A AR A AR A AR AR A AR A A AR AR A ARk kK

HCT 1 EQNPSFLLQP
31166 EQNPSFLLQP

BRIt e dh i ]

(1) Strukturvorhersage fiir AaHCT1
Ein Alignment der Sekundarstruktur der HST aus der Sorghumbhirse Sorghum bicolor (Walker et al.
2013), die kristallographisch aufgeklart wurde (PDB 4ke4.1.A), mit der HCT 1 liefert folgendes Bild
(Swiss-Model) (Abb. 43):

Hod=1l_01 BRATDEREECEEEE - B- - - - - GFFELVAGLSGSLAEALVLFYFPYAGRMVEREEGQRFSLECNDAGVQEVTAEA T 58
4ked.1l.afrPsvvERREPDADEU L TARDESFFDGARNRRALAEALVFE{ENAJGRLAR> DEDGREIOCH ~AGVLEQRADRF D 109

lod=l 0l vSLEDLEPELDPDPDVFPDLLHAGPESVKEGPDFPLLEVQVTRFLCEGEIALGLAYSQVVSDATAFWNEFVRAWSETI 143
r ~ r “ ————r N [————, r
=1ke'-].1.é—'l'__lI-|l—'__(-}l-l—'——P'I'_J_IHI.—I ELIIPTVDESD--DTAFPLIL I_QLH_E;] C GJG| AI_G_--'_IP_-HH'-.-'—I)_-_-'l—':'-.'I.HFIII:"|'J'—I-I. 180

Mod=]l 0l CRKQE--LSVLPEHRRYLLEVTDLSTEIDSAEFHPTLYTFTDPWKAKMKRNGKAGAVRDYPP -SSPLLLQERQVH 215

41‘.&4.1.5(’_}{-—(" I'I-'-.-'IIPE)II-_B:'LL__}-I-I) ---------- FP&a-F FPH - -EYQOPAFPANLSS - EFFOAALTAKFATFFRAV 23%

Hed=]1_0]l RMFVFSADTIQKLKDL - -AKSSKSGSEAGANKLKRPESEALRKASATRGOFTSLEVLGAELWRCTTRARNPPGHS 288
4ked.1.AAIFELBRAELGRLESDVPARER -~~~ -~ EG-m——m————m—————— P -RFS[YAVLAAHVWRCASLARGLPADQ 291

Hode=l 0l ETKFVIESDCRRRL PFLPDSYFGNAVCCTAAVITVKELVESPLYFSAKLIHKARRKSVSEQYIRILVHYSEQHG 347
e — “ e — - ~ - -.
4ked.1. AP TELYCATDGRORLOPFLPEGEFGN VI ETorFL AR GTV-Ta)G[AEGAAVIQAALDR -MDPGYCREALDYLELOF 364

Mod=l 0l NLRPVDLDP -~ T ROQCLTTAIQNSSKHP IYECDFGWGRPFRVRSGNMDEQGAYAIFPGNPKLPKGSVEVAIVLPA 434

4ked.1.An--DLSALNEGRHTERCPN[LELTSMVRLE IHD ADF GHGRE VENGEGGIAVEGLAFVLES AR --DGS[LEVATISLOR 435
Mod=1_01 EOHARDEONBSELL QP 450
4ked 1. AEHMEKERKLIYDE - - - 448

Abbildung 43 Sekundarstrukturalignment von HCT 1 auf der Basis der bekannten Struktur der HST aus Sorghum bicolor
(Walker et al. 2013). Pfeile = Faltblatter, Quadrate = Schleifen, rot = schlechte Qualitat, blau = gute Qualitat.

Model_01 ist die Sequenz der Anthoceros HCT. Pfeile reprasentieren Faltblattstrukturen, Quadrate
zeigen Helices an. Farblich dargestellt ist der gmean4-Wert (Qualitative Model Energy Analysis)
(Benkert et al. 2011), ein aus vier Parametern berechneter Wert, der die Qualitdt des Modells angibt.
Blau steht dabei fiir hohe Qualitit (und damit fiir eine passende Ubereinstimmung), rot fiir schlechte
Qualitat. Besonders auffillig sind hier die drei groRen roten Sequenzbereiche in der Mitte des
Proteins, die sich bei der SbHST tatsachlich am Rand des Proteins befinden und dort Schleifen
darstellen. Diese Schleifen scheinen demnach bei HCT1 aus Anthoceros anders gestaltet bzw. langer
zu sein.

b) HCT 2
Die zweite HCT wurde im Zuge der 5-RACE mit dem RACE Kit der Firma Epicentre gefunden. Dabei
fehlte noch das 5’-Ende des Gens, welches dann mit dem SMARTer-RACE Kit von Clontech
identifiziert wurde. Das Gen umfasst 1296 bp (Abb. 44-46), das Protein ist 431 Aminosdurereste lang
mit einem Molekulargewicht von 47,3 kDa. Da HCT 2 nicht aus gDNA vervielfiltigt werden konnte,
kénnen keine Aussagen Uber Introns dazu getroffen werden.
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Abbildung 44 PCR von AaHCT2 mit Vollldngenprimer Aa_HCT_2_F und Aa_HCT_2_R (Konzentration der Primerlésung 10
KM), Temperatur 56 und 59 (jede Temperatur mit zwei Geltaschen) °C, erwartet 1296 bp, erhalten ~1300 bp.

HCT2

Abbildung 45 Doppelverdau von pDrive[AaHCT2] mit Ndel und Xhol, E. coli Klone 1-6.
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Abbildung 46 Doppelverdau von pET-15b[AaHCT2] mit Ndel und Xhol

cDNA-Sequenz der AaHCT2, unterstrichen sind die genspezifischen Primer mit 5‘—3‘ Richtung (Fur
die vollstandige Primerliste siehe Material und Methoden):
ATGAGGATTGAAGTCACTCAGACGACGACTGTTCGGCCGGAGACTCCGACAGAGCCTCAGATCTTGTC
CTGCTCGGCCTGTGATCTCTTCGCGCGCCCCATTCACGTTCGGACTGTGTATTTCTTTGGAGAGCAAT
CTCCAGGAGCGAATGACGATGTTGTTCCCAAGCTGAAGGAATCCCTTGCGAAGCTCCTGGTCACATTT
TATGCGGTAGCGGGAAGGGTGAAACGGAAAGTCCCCGGGGGACATGAGCTTGTAATTGACTGCAACGA
CGCAGGTGTGGAGTTCATAGAAGCGGTTGCCGACGGACCTTTGTCTGAGCTTGGAGAGTTCCGCCCTA
ACCCCATTTTCGATTTGTTGGCTCCCAAGCCTGACACTTCCCTCCCTCTTGAGGACAATGCCATCCTA
TATGTGCAGATCACTAAGTTCACATGCGGTGGATTCTGCTTCGGTCTTGCTAATCATCATACTCTATC
CGATGGGATTTCAGCTCACAACCTTTTCATCTCTTGGACTGAGGTCGCAAGAGGCCTGGAGATCTCGG
TCCTTCCCAACTTCAACCATTCGTTGCTTACAGGTGCTGGGACTCCTGTTCCTGAGAAGCAGCCGGAG
ATGCTGAAGCTGAGGCCCACAGGTCCTCCGCCTCCCATGTCGACGAGGAAAACAAAGGAAGGTTTGTT
TACCTTCACCCCAGAAATGATAAAGAAAGTGAAAGCGAGAGCTATCGGCGATGGTGCACTAGGATCCT
TTACCACATTCGAGAGTCTGTCTGCTCACACATGGAGAGCAGTTGTCCGAGCGAAGAATCTGAGCCCA
ACAGAAGAGGCAAGGTTCTTCACTACATTGGATAGCAGGAAGAGGCTAAAGCCGAATCTGCCAGACGG
TTATTATGGGAACGGGATAATGTTTACTTATAAAGAAGCGACTGTAGGAGATGTCCTGACCAAACCGC
TGTCGTTCTCTGCTACCCTAGTTCGTGAAGCTGTGGCAAAAATGACCAGTGAGCGCATCAAGGAGGCT
ATTGCGTGGGCAGAAGCCCAAACTTCTGGAGTTATGGTGGCCATCAACACTATGGGGAACGATGTCTC

CTCTGCTGCATGGTTTCGGATGCCCTTCTTCGATACGGATTTTGGGTATGGCAAGCCGTTGTTTGCTG
GCCCTGCAGACAACCCCTACAATGGTTGTATTTTGATGCTTCCGGCACCGCAGCCCATGGCTATCAAT

GTCTTTATTTGCCTGTGGGAGGATGATATGGAAAGGTTGGAAAGTGACGAGGAGTTCCTCCTCGTCAA

CTGA

Translatierte Aminosauresequenz der AaHCT2:
MRIEVTQTTTVRPETPTEPQILSCSACDLFARPIHVRTVYFEFGEQSPGANDDVVPKLKESLAKLLVTFEF
YAVAGRVKRKVPGGHELVIDCNDAGVEFIEAVADGPLSELGEFRPNPIFDLLAPKPDTSLPLEDNATIL
YVQITKFTCGGFCFGLANHHTLSDGISAHNLFISWTEVARGLEISVLPNFNHSLLTGAGTPVPEKQPE
MLKLRPTGPPPPMSTRKTKEGLFTFTPEMIKKVKARAIGDGALGSFTTFESLSAHTWRAVVRAKNLSP
TEEARFFTTLDSRKRLKPNLPDGYYGNGIMEFTYKEATVGDVLTKPLSFSATLVREAVAKMTSERIKEA
IAWAEAQTSGVMVAINTMGNDVSSAAWFRMPFEFDTDFGYGKPLFAGPADNPYNGCILMLPAPQPMAIN
VFICLWEDDMERLESDEEFLLVN-

105



Beide konservierte Bereiche sind vorhanden (unterstrichen), das HXXXDG Motiv genauso wie das
DFGWG Motiv, das hier eine leichte Anderung aufweist. St. Pierre und De Luca (2000) beschreiben
die vierte Aminosaure im DFGWG Motiv als Tryptophan, mit der Moglichkeit, dass auch Tyrosin,
Phenylalanin, Methionin oder Leucin vorkommen kénnen. AaHCT2 ist die erste BAHD-Acyltransferase
aus Moosen, die heterolog in E. coli exprimiert wurde. Das Sequenzalighment mit Proteinen der
Datenbank ergab die héchste Ubereinstimmung der HCT 2 mit unspezifizierten Proteinen aus dem
Laubmoos Physcomitella patens (XP_001785388.1, 59% ldentitdt, entspricht Ppls465 28V6.1 der
cossmoss-Datenbank und der Sequenz PpHCT4 in dieser Arbeit) sowie 34% mit der Sequenz
CDG56249.1, der HST-2 aus Glechoma hederacea, deren Enzymaktivitat nachgewiesen wurde (Sander
2010).

Die korrespondierende Sequenz von Dr. Szovényi tragt die Nummer 27056. Das Alignment liefert
eine 100%ige Ubereinstimmung:

HCT 2 MRIEVTQTTTVRPETPTEPQILSCSACDLFARPIHVRTVYFFGEQSPGANDDVVPKLKES
27056 MRIEVTQTTTVRPETPTEPQILSCSACDLFARPIHVRTVYFFGEQSPGANDDVVPKLKES

KA KR AR AR A KRR AR A AR AR KA AR A AR KA AR A AR AR A A A A AR A AR AR A A AR AR A A Ak A Ak Ak k kK

HCT 2 LAKLLVTFYAVAGRVKRKVPGGHELVIDCNDAGVEFIEAVADGPLSELGEFRPNPIFDLL
27056 LAKLLVTFYAVAGRVKRKVPGGHELVIDCNDAGVEFIEAVADGPLSELGEFRPNPIFDLL

KA KR AR AR AR A AR A AR AR KA A KRR AR KA AR A AR AR A A A A AR A AR AR A A AR A AR A ARk A Ak Ak k kK

HCT 2 APKPDTSLPLEDNAILYVQITKFTCGGFCFGLANHHTLSDGISAHNLFISWTEVARGLEI
27056 APKPDTSLPLEDNAILYVQITKFTCGGFCFGLANHHTLSDGISAHNLEFISWTEVARGLETI

KK A AR AR A A AR AR A A KR A A KR A A A A A A A KA AR AA I A A I AR I AR I A A A AR A AR A AR A A XA A XK

HCT 2 SVLPNFNHSLLTGAGTPVPEKQPEMLKLRPTGPPPPMSTRKTKEGLFTFTPEMIKKVKAR
27056 SVLPNFNHSLLTGAGTPVPEKQPEMLKLRPTGPPPPMSTRKTKEGLFTFTPEMIKKVKAR

KK AR KRR KR A A KRR AR A A KA A KR A A A A A A AR A A I A AR A A I AR A AR A AR A AR A AR A A XA AR AKX KA

HCT 2 AIGDGALGSFTTFESLSAHTWRAVVRAKNLSPTEEARFFTTLDSRKRLKPNLPDGYYGNG
27056 AIGDGALGSFTTFESLSAHTWRAVVRAKNLSPTEEARFFTTLDSRKRLKPNLPDGYYGNG

KA KA A KR A AR A AR AR A AR A A A A A AR A AR A AR AR A A AR A A AR A AR A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak, k%

HCT 2 IMFTYKEATVGDVLTKPLSEFSATLVREAVAKMTSERIKEATAWAEAQTSGVMVAINTMGN
27056 IMFTYKEATVGDVLTKPLSFSATLVREAVAKMTSERIKEATAWAEAQTSGVMVAINTMGN

KA KA A A A AR A AR AR A AR A A A A A AR A AR A AR AR A A AR AR AR A AR A A AR A Ak Ak Ak Ak Ak Ak k k%

HCT 2 DVSSAAWFRMPFEFDTDFGYGKPLFAGPADNPYNGCILMLPAPQPMAINVEFICLWEDDMER
27056 DVSSAAWFRMPFEFDTDFGYGKPLFAGPADNPYNGCILMLPAPQPMAINVEFICLWEDDMER

KA KA A AR A AR A AR AR A AR A AR A A AR A AR A AR AR A A AR AR AR A AR A A A A A Ak kA kA vk kA kx %k

HCT 2 LESDEEFLLVN

27056 LESDEEFLLVN
AXXXXRRKRKARK

(1) Strukturvorhersage fiir AaHCT2
Ein Alignment mit der AaHCT2 mit der SbHST zeigt ein anderes Bild als bei der HCT 1 (Abb. 47):
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Wod=1 0l MRIEVTQTTTVREETP TEFQILSCSACDLEARFIHVRTVYFFGEQSEG ANDDVVPKLKESLAKLLVT
e — > - ) o, B - -
dked 1.AMFITVEGSE TP TEPRRELWIS[GE DL Hffrs vy EER R I GARMRRALAEALY
LRSS EEL : ) b = : !
Hod=l 0l FYAVAGRVKRKVPGGHELVIDCNDAGVEFIEAVA DGPLSELGEFRPNPIFDLLAPKPDTSLELEDNAILYVQIT
4ked.1.AFfFPHAGRLARDEDG VEIDCNAAGWLEQEADAY DAT[DYEJGDFAP THELERLIP TVDFS Eviovr
Hodel Dlxrrcl:::rcrammnnrz.nnl::uumz.r:snrxvanaxn1svxrurnnuxxrcacmpvpgxapxnzxznpr:: -
aked.1.nHEECEl 2T eVl DEFSGLHFINSWADLORGVEIAVHPE DRSLL) BLP frE ) P
Hodel_01 PPPMSTRKTKEGLFTFTFEMIKKVKAR ~ATGDGALGSFTTFESLSAHTWRAVVRAKNLSF TEEARFF
dked. 1.2 P RAVAIEELSRAELGRLES) A FSfLvAVLAAHVWRCAS LARGL Freny
tod=1_01 TTLDSRKRLKPNLEDGYYGNGIMFTYKEATVGDVLIKPLSFSATLVREAVARMTSERIREATAWAEAQTSGVMVA
4ked.1.ATATDGRORLOPPLPEGEF envETOrP[Lalfcrv_Ta)cfaE IQAALDRMDPGYCRSALD Y LELQPDL5AL)
Hod=l_01I--NT MGNDVSSAAWFRMPFFDTDFGYGKFLFAGPADNFYNGCILMLFAPQ FPMAINVFICLWEDDMERLEGSDE
4ked.1.ARGRHTE) LGLICWURLP IHDADFGIGRP VEIIGES YEGLAF ULEX [LSVAISLOREHMEKE)
Hod=l 01EBELLVH
4ke=d. 1.2
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Abbildung 47 Sekundarstrukturalignment von HCT 2 auf der Basis der bekannten Struktur der HST aus Sorghum bicolor

(Walker et al. 2013). Pfeile = Faltblitter, Quadrate = Schleifen, rot = schlechte Qualitit, blau = gute Qualitat.

Weite Teile der Sequenz sind blau dargestellt, was auf eine passende Vorhersage der Struktur
hinweist. Das resultierende 3D-Modell wurde mit Hilfe von PyMol erstellt (Abb. 48-50). Eindeutig ist
in den Abbildungen 48 und 49 die torusformige Struktur des Enzyms zu erkennen, die ein Eindringen
der beiden Substrate (Akzeptor und Donor) von beiden Seiten her erlauben, so dass sie sich in der
katalytischen Umgebung treffen (Abb. 50) Diese wird von Histidin 156 dominiert (Ma et al. 2005;
Unno et al. 2007; Walker et al. 2013).

Abbildung 48 Oberflaichenmodel der HCT 2 auf Basis der bekannten HST aus Sorghum bicolor (Walker et al. 2013). Die

Oberflache von SbHST besitzt viele hydrophile Reste und das Enzym ist gut I6slich.
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Abbildung 49 Proteinstrukturmodel der HCT 2 auf Basis der bekannten HST aus Sorghum bicolor (Walker et al. 2013). Rot
= Helices, gelb = Faltblatter, griin = Schleifen.

- I 4 : \
Abbildung 50 Katalytische Aminosauren der HCT 2 auf Basis der bekannten HST aus Sorghum bicolor (Walker et al. 2013).
Rot = Helix, gelb = Faltblatt, griin = Schleifen, herausgehoben sind die Aminosaduren P33, 134, T38, Y40, H156 und W367.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wird angenommen, dass die HCT 2 aus Anthoceros ein
Kandidatengen fiir die RAS oder eine HST-Aktivitat sein wird.

c) HCT3
HCT 3 wurde im Zuge der Volllangenamplifizierung von HCT 2 gefunden. Die Sequenz liegt nicht als
Volllange vor, die zweite Halfte mit dem 3‘-Ende fehlt. Bisher sind 510 bp bekannt.

cDNA-Sequenz der AaHCT3, unterstrichen sind die genspezifischen Primer mit 5‘—3‘ Richtung (Fur
die vollstandige Primerliste siehe Material und Methoden):
ATGAGGATTGAAATCGCTCGGACGACGACTGTTCGGCCGGATACTCCCACGGACCGTCCGATCTTGTC

CTGCTCGGCCTGTGATCTCTTCGCGCGCCCCGTTCATTTTCTGACTGAGTATTTCTTTGGAGAGCATG

CTCCTGTAGCGAATGACCATGTTGTTCCCCTTGTGAAGGACTCGCTTGCGAATCTCCTGGTCACATTT
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TATGCGGTACCGAGAAGGGTGAAACGAAATGTCCCCGGGGGACATGGCCTTGTAATTGACTGCGACGA

CGCAGGTGTGGATGTCATAGAACCGGTTGCCGACGGAGCTTTGTCTGACCTTGGAGAGTTCCGCCCTA
ACCCCATTTTCGATTTGGTGGCTCCCCTCCCTGACGCTTCCCTCGCTCTTGAGGACGATGCCATCCTA
TATGTGCAGATCACTGAATTCACATGCGGTGGAGTCTGCTTCGGTCTTGCTAATCATCATACTCTATC
TCATGGGATTTCCGCTCACTGCCTTGTCGTCTCT

Translatierte Aminosauresequenz von AaHCT3, konservierte Bereiche sind unterstrichen:
MRIETARTTTVRPDTPTDRPILSCSACDLFARPVHFLTEYFFGEHAPVANDHVVPLVKDSLANLLVTF
YAVPRRVKRNVPGGHGLVIDCDDAGVDVIEPVADGALSDLGEFRPNPIFDLVAPLPDASLALEDDATIL
YVQITEFTCGGVCFGLANHHTLSHGISAHCLVVS

Das HXXXDG weist erneut eine Anderung im Vergleich zu den bisher beschriebenen Sequenzen auf:
Das Aspartat, welches hoch konserviert ist, liegt hier als Histidin vor. Ob und welche Auswirkungen
dies auf die Katalyse hat, kann erst untersucht werden, wenn die Sequenz vollstandig amplifiziert und
exprimiert worden ist. Obwohl es sich nicht um die katalytisch entscheidende Aminosdure handelt,
muss dabei bedacht werden, dass eine rdumliche Nahe zweier Aminosaurereste in einem (a-Helix)-
Peptid durch die Diederwinkel und durch die Sekundarstruktur erst jede dritte bis vierte Aminosaure
gegeben ist.

Das Proteinalignment mit HCT 2 zeigt eine hohe Ubereinstimmung in der bekannten Sequenz. Eine
RACE-PCR mit genspezifischen Primern gestaltet sich dadurch schwierig, da gleichzeitig zur HCT 3
auch die HCT 2 vervielfaltigt werden kann.

HCT2 MRIEVTQTTTVRPETPTEPQILSCSACDLFARPIHVRTVYFFGEQSPGANDDVVPKLKES
HCT3 MRIEIARTTTVRPDTPTDRPILSCSACDLFARPVHFLTEYFFGEHAPVANDHVVPLVKDS

* ok k * kohkkKkhkk kkk khkkkhkhkkkhhkkhhkk Kk Kk Kkhkkkk Kk Kkkk Kkkx  x K
HCT2 LAKLLVTEFYAVAGRVKRKVPGGHELVIDCNDAGVEFIEAVADGPLSELGEFRPNPIFDLL
HCT3 LANLLVTEFYAVPRRVKRNVPGGHGLVIDCDDAGVDVIEPVADGALSDLGEFRPNPIFDLV

Kk kkkkkkk Kk kkkk kkhkkkk kkhkkkk kkk*k Ak kkkk kk Kkkkkkkkhkkkkkk

HCT2 APKPDTSLPLEDNAILYVQITKFTCGGFCFGLANHHTLSDGISAHNLEFISWTEVARGLEI
HCT3 APLPDASLALEDDAILYVQITEFTCGGVCFGLANHHTLSHGISAHCLVVS-———————-—-—-—

Ak kk kk kkk Kkkhkkhkkhkhkhkkhk KAAhkhkkk KAAhkikkkhkhkkhkkkkhkk Kkkhkkkhkk K *

HCT2 SVLPNFNHSLLTGAGTPVPEKQPEMLKLRPTGPPPPMSTRKTKEGLFTFTPEMIKKVKAR
HCT3 mm oo m oo oo
HCT2 AIGDGALGSFTTFESLSAHTWRAVVRAKNLSPTEEARFFTTLDSRKRLKPNLPDGYYGNG
HCT3 mm oo m oo oo
HCT?2 IMFTYKEATVGDVLTKPLSFSATLVREAVAKMT SERIKEATAWAEAQTSGVMVAINTMGN
HCT3  mm oo oo oo
HCT2 DVSSAAWFRMPFFDTDFGYGKPLFAGPADNPYNGCILMLPAPQPMAINVFICLWEDDMER
HCT3  mm oo oo oo
HCT2 LESDEEFLLVN

HCT3 ~  —-—--—-———-
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d) HCT4
Die vierte HCT ist erstaunlicherweise im Zuge der PCR mit Volllangenprimern der PAL gefunden
worden. Die Sequenz ist unvollstandig, da sowohl das 5'- als auch das 3‘-Ende fehlen, allerdings ist
ein Intron (fett) vorhanden, obwohl cDNA als Templat verwendet wurde. Bei diesem Intron handelt
es sich nach Kalkulationen des NetPlantGene Servers um ein Q-Intron, welches bei HCTs haufig
vorkommt, benannt nach der Aminosaure, die vom letzten Codon vor der Splicingstelle (in Phase 0)
codiert wird.

Partielle gDNA-Sequenz der AaHCT4:
GTGTTAGTTACTTTTTATCCGATGGCCGGACGATTGAAACGAGACGATGATGGTCGCGTCGAGATTGA
TTGTAATGGAGAAGGCGTGCTCTTTGTTGAGGCTGAGTCTGATGGAGTGGTGGATGATTTTGGTGACT
TTGCACCCACGTTAGAGCTCCGTCAACTTATTCCGACTGTTGATTATTCACTTGGGATATCCTCGTAC
TCATTGTTGGTTTTGCAGGTGAGTTTCCCTTATTTTTTTGCTATTTTTTTTTATGTCGAAAAATTGTT
ATTTAGAGTGCAAGTATATCAAGATTAAGGAGGTAAATCTTATTTGCAAATGAGCCACAAAGACGGTA
CAAATTATAAATGGGAGGGAAATTGAACCTGTGACTTATCGTACACAAGACCTCAGTCTTCGCCACCA
GACTAGATACTCATCGGTTTCATGTACCTTTTATGGCTGGGTTAATCAATGTCTTAAAATGAACTTCA
TTCCGTAACTCATCCGAAGAATGCGATATGCGAATAATAGATTTCCTTGATTCAAGAAAGTTTATTTA
AGTAATACTGTTTAATCTAACTAATACATTCTTAGTATTGTCATATATTAGATTTGATTCTTATCGTT
TGATTGTAATTTCTTTTGTTGCGTCCAAAATTAATTTTTTTTACTAGAAGTAGGAGATTCTCGAATTC
AGATATAACAGCTAAATTTGATGACAAGACACCAAGACAGTACTAGTTGGATAAATTTTAGTTTATGA
ATGCTGTTCATAATCTACTTATATATCCACGTAACCAGAAGAGAGATTTAATATGTAACCTGTTTTTT
ATGATTGCAGATCACCTTTTTCAAATGTGGTGGAGTCTCACTAGGTGTTGGTATGCAACACCATGCTG
CAGATGGAGCCTCTGGACTGCATTTCATTAACACATGGTCCGATATGGCTCGCGGTCTTGGTCTCACC
CTCGCACCATTCATAGACCGCACCCTCCTCCGTGCTCGTGAGCCGCCTCAACCTGCATTTCCCCACAT
TGAATACCAACCCCCTCCTTCAATGAAATCCAACCCTGATCCGACAATTATTCCTGAAACATCCGTCT
CAATCTTCAAAATTACTCGAGAGCAACTCAATGCTCTCAAAGCCAAGTCTAAGGAAGATGGAAACACC
GTGGCATATAGCTCCTATGAAATGCTGGCAGGACATATGTGGCGGTCTGTGTGCAAAGCCCGTGGACT
TCCCGATGATCAAGAAAGCAAATTGTACATCGCAACTGATGGAAGGTTTAGGTTACTTCCTCCACTCC
CACCAGGTTACTTTGGCAATGTAATTTTCACTACCACGCCTATAGCTGCAGCAGGTGATCTCATATCA
AAGCCACTGTGGTATAGCGCTAGTAGAATTCATGATGCATTGGCACGGATGGACAATGATTATCTAAG
GTCAGCTCTTGATTACCTGGAATTGCAGCCTGATCTTAAAGCACTTGTTCGCGGAGCACATTCTTTCA
AGTGCCCCAACCTTGGAATTACTAGCTGGGCTAGATTGCCTATACATGACGCTGATTTCGGGTGGGGT
AG

Somit sind 962 bp der codierenden Sequenz bekannt.

cDNA-Sequenz der AaHCT4, unterstrichen sind die genspezifischen Primer mit 5‘—3‘ Richtung (Fur
die vollstandige Primerliste siehe Material und Methoden):
GTGTTAGTTACTTTTTATCCGATGGCCGGACGATTGAAACGAGACGATGATGGTCGCGTCGAGATTGA

TTGTAATGGAGAAGGCGTGCTCTTTGTTGAGGCTGAGTCTGATGGAGTGGTGGATGATTTTGGTGACT
TTGCACCCACGTTAGAGCTCCGTCAACTTATTCCGACTGTTGATTATTCACTTGGGATATCCTCGTAC
TCATTGTTGGTTTTGCAGATCACCTTTTTCAAATGTGGTGGAGTCTCACTAGGTGTTGGTATGCAACA
CCATGCTGCAGATGGAGCCTCTGGACTGCATTTCATTAACACATGGTCCGATATGGCTCGCGGTCTTG
GTCTCACCCTCGCACCATTCATAGACCGCACCCTCCTCCGTGCTCGTGAGCCGCCTCAACCTGCATTT
CCCCACATTGAATACCAACCCCCTCCTTCAATGAAATCCAACCCTGATCCGACAATTATTCCTGAAAC
ATCCGTCTCAATCTTCAAAATTACTCGAGAGCAACTCAATGCTCTCAAAGCCAAGTCTAAGGAAGATG
GAAACACCGTGGCATATAGCTCCTATGAAATGCTGGCAGGACATATGTGGCGGTCTGTGTGCAAAGCC
CGTGGACTTCCCGATGATCAAGAAAGCAAATTGTACATCGCAACTGATGGAAGGTTTAGGTTACTTCC
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TCCACTCCCACCAGGTTACTTTGGCAATGTAATTTTCACTACCACGCCTATAGCTGCAGCAGGTGATC
TCATATCAAAGCCACTGTGGTATAGCGCTAGTAGAATTCATGATGCATTGGCACGGATGGACAATGAT
TATCTAAGGTCAGCTCTTGATTACCTGGAATTGCAGCCTGATCTTAAAGCACTTGTTCGCGGAGCACA
TTCTTTCAAGTGCCCCAACCTTGGAATTACTAGCTGGGCTAGATTGCCTATACATGACGCTGATTTCG
GGTGGGGTAG

Translatierte Aminosaduresequenz von AaHCT4, konservierte Bereiche sind unterstrichen:
VLVTFYPMAGRLKRDDDGRVEIDCNGEGVLEFVEAESDGVVDDFGDFAPTLELRQLIPTVDYSLGISSY
SLLVLQITFFKCGGVSLGVGMQHHAADGASGLHFINTWSDMARGLGLTLAPFIDRTLLRAREPPQPAF
PHIEYQPPPSMKSNPDPTIIPETSVSIFKITREQLNALKAKSKEDGNTVAYSSYEMLAGHMWRSVCKA
RGLPDDQESKLYIATDGRFRLLPPLPPGYFGNVIFTTTPIAAAGDLISKPLWYSASRIHDALARMDND
YLRSALDYLELQPDLKALVRGAHSFKCPNLGITSWARLPITHDADFGWG

Die konservierten Bereiche sind erhalten. Mit den Sequenzen aus der Schweiz wurden keine
Ubereinstimmungen gefunden. Ein Alignment mit Proteinen aus der Proteindatenbank ergab eine
hohe Ubereinstimmung (84-87%) mit HCTs bzw. HCS/QTs aus Daucus carota, Platycodon grandiflorus
und Nicotiana spec. Die Sequenz AAZ80046.1, eine HCS/QT aus Artischocken, deren Enzymaktivitat
nachgewiesen wurde (Comino et al. 2007) zeigt eine 83%ige Identitdt. Gerade wegen dieser Indizien
kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Sequenz durch Kreuzkontamination durch Arbeiten
mit anderen Pflanzen im Labor gefunden wurde und es sich nicht um eine HCT aus Anthoceros
handelt.

e) HCTS5
Bei der HCT 5 handelt es sich um die Sequenz 20729 der Daten von Dr. Szovényi. Die Sequenz wurde
mit Volllangenprimern vervielfaltigt. Da das Schlusscodon fehlte, wurde dieses noch angefiigt.

Die erhaltene Sequenz ist 1464 bp (Abb. 51-53) sowie 487 Aminosauren lang, das Molekulargewicht
betragt 54,2 kDa.

L 12 p3panpnstas | bp

3000

HCT5
1000

500

Abbildung 51 PCR von AaHCT5 mit Volllangenprimern AaHCT5-VLf und AaHCT5-VLr (Konzentration der Primerl6sung 100
KM), Temperatur 58 °C (Geltaschen 1-8), erwartet 1464 bp, erhalten ~1500 bp (Geltaschen auf der linken Seite waren
beim Beladen gerissen).
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Abbildung 52 Doppelverdau von pDrive[AaHCT5] mit Ndel und Xhol, E. coli Klone 1-6.

Abbildung 53 Doppelverdau von pET-15b[AaHCT5] mit Ndel und Xhol, E. coli Klone 1-6.

cDNA-Sequenz der AaHCT5:

ATGACGCGCATCAACTACTTCGCGGAGCCATCAGAATCGGAGGCCAATGCGCTCCGTTTCACACACCG
GGAGATGTGTTACATTGCGCCAGAGAAGCCGTCTGAGGTTGAGCAGATTCCTCTCACCAATCTCGACC
TGCTGATGCCAGAGATGTGGGTGCCGGTCGTCCTCTTCTTCGCGAACAGAGCGCAAACTGCCGAGAAG
TTCCAAGAGCTGGTGCAGCAGCTCAAGAGCTCGCTGGCCAAGGTGTTGGTCCCCTTCTATCCCATGGC
CGGGCGAATTGTGTACCCTGACTCCAGTGCCGAACGCCCGCACTTTTTGTGCAACGACGAAGGAGTGC
CGTTCACGGAAGCCTGGATCGATGCCGAGATGAAGGATTTCTTCGGAGACGAAAACTTCAAGCCTCAG
CCGCAGCTGTCGGGGATGAAGGCGGTTCTGGACAACTACAATCCGCGCAACGCGCCTGCTGTTGCCAT
CCAGGTGACCTACTTCCAGAAGTGCGGGGGAGTGGCAGTGCAGGTCACTTGGAGCCACACGGCGGCTG
ACGGCTTCTCCGGATTCCATTTCTTCCGGTCCTGGGCCGAGATGACGCGGAAGGGAGACATCTCCCTG
GCTCCGGATCACCGCAGGGAGCTCTTCCATCCCCGAAACCCTCCCAAGTTCGATGACTCTCTGACGGG
AGTGCGCATTGCTCCAGGCAACGAGAACTTCCACGAGCTCGGAAACCTAGCTTTGTGCTTGTTTCCCG
TTGCGAGGGAACAAACGCAGAAGATCAAGGAGGAAGCAGTGTCCGCCATAGCCCGGAACGGGGAAGCA
TCATCGGAGAAACCCTTCCCGCCGTATCTGACTACGGCTGATTGTATGTCCGCTTACATCTGGCAGAG
CATCATCCAAGCGCGCGGCTTGGATGCCAAGCACAAGGTGCGCTTCATGACCTTCGTGGACGGTAGAA
AGCGGTTTCTGCCATCGCCAGAGGATGCTTCCTCATCGCTGCCACACAATGCGTACTTCGGGAACTTC
GTGTGCTTTGCCGGTGCAACCACCACGGCCGGAGCTCTGCTCTCCAAGCCACTCGCTTTCTCGGCAGC
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TCTGATCCACGAAGCCGTGTCCTCAGTCAGCAGCATTGAGCGGTACCGCGCAACCATTGATTTCTCGG
AAGCCCATGGAAGACACCGGGTGGTGATCGGGAACAAGGATAGCATTAGCTTCAGCAACGGGGAAGAA
GGAGACTGGGTTTCTGAGTGCATTTCCTCCTGGTGGAGTCCTGGGTTTGTGATCTACGGCCTCGATTT
CGGCTGGGGCCCTCCCGACTTTGGAGCAAGAAATGGCATTCTTCCAGTCGAGTTTGCTGGTGCATTCA
ATGTCATTCCTAGCAACACGGCCCCAGGGGACGTCACCGTGTTTATGTCTCTTGAAAACGAGACAATG
CCAAACTTTCAGGCAAGCTTTCTCAGGTCTTATTGA

Translatierte Aminosauresequenz von AaHCT5:
MTRINYFAEPSESEANALRFTHREMCYIAPEKPSEVEQIPLTNLDLLMPEMWVPVVLEFFANRAQTAEK
FOQELVQQLKSSLAKVLVPFYPMAGRIVYPDSSAERPHFLCNDEGVPFTEAWIDAEMKDEFFGDENEFKPQ
POLSGMKAVLDNYNPRNAPAVAIQVTYFQKCGGVAVQVTWSHTAADGFSGFHFFRSWAEMTRKGDISL
APDHRRELFHPRNPPKFDDSLTGVRIAPGNENFHELGNLALCLFPVAREQTQKIKEEAVSAIARNGEA
SSEKPFPPYLTTADCMSAYIWQSTIIQARGLDAKHKVREFMTFVDGRKRFLPSPEDASSSLPHNAYFEFGNF
VCFAGATTTAGALLSKPLAFSAALIHEAVSSVSSIERYRATIDFSEAHGRHRVVIGNKDSISESNGEE
GDWVSECISSWWSPGFVIYGLDFGWGPPDFGARNGILPVEFAGAFNVIPSNTAPGDVTVEFMSLENETM
PNFQASFLRSY-

Die entscheidenden konservierten Bereiche (unterstrichen) sind vorhanden. Das Sequenzalighment
mit Proteinen aus Datenbanken ergab die hchste Ubereinstimmung der HCT 5 mit XP_001762337.1
aus Physcomitrella patens (33%) sowie mit der HST aus der Gurke Cucumis sativus (NP_001295843.1,
30%), die eine nachgewiesene Aktivitdt besitzt (Varbanova et al. 2011). Das Alignment mit der
Sequenz 20729 zeigt eine kleine Veranderung auf, das Prolin 304 liegt bei HCT 5 als Alanin vor. Da
sich die Codons von Alanin und Prolin nur an der ersten Position unterscheiden, kann es auch hier zu
einer Punktmutation gekommen sein (Die PCR wurde allerdings mit einer High Fidelity-Polymerase
durchgefiihrt). Jedoch ist eine Anderung von oder zu Prolin durch dessen starre Struktur meist mit
erheblichen Struktur- und Konformationsanderungen im Protein verbunden. Ob diese auch hier zum
Tragen kommen, kann nur durch ein Modell geklart werden.

Alignment der AaHCT5-Aminosduresequenz mit der translatierten Sequenz 20729 aus dem
Anthoceros agrestis Genomprojekt (Dr. Péter Szovényi, personliche Mitteilung):

HCT 5 MTRINYFAEPSESEANALRFTHREMCYIAPEKPSEVEQIPLTNLDLLMPEMWVPVVLEFEFA
20729 MTRINYFAEPSESEANALRFTHREMCYIAPEKPSEVEQIPLTNLDLLMPEMWVPVVLEFEFA

%k %k Kk k ko k ok ko k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk
HCT 5 NRAQTAEKFQELVQOLKSSLAKVLVPFYPMAGRIVYPDSSAERPHFLCNDEGVPFTEAWT
20729 NRAQTAEKFQELVQQOLKSSLAKVLVPEFYPMAGRIVYPDSSAERPHFLCNDEGVPFTEAWT

%k %k ko ko k ok k ok k ok k ok ko k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk
HCT 5 DAEMKDFFGDENFKPQPQLSGMKAVLDNYNPRNAPAVAIQVTYFQKCGGVAVQVTWSHTA
20729 DAEMKDFFGDENFKPQPQLSGMKAVLDNYNPRNAPAVAIQVTYFQKCGGVAVQVTWSHTA

%k %k ko ko k ok k ok k ok k ok ko k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk
HCT 5 ADGFSGFHFFRSWAEMTRKGDISLAPDHRRELFHPRNPPKFDDSLTGVRIAPGNENFHEL
20729 ADGFSGFHFFRSWAEMTRKGDISLAPDHRRELFHPRNPPKEDDSLTGVRIAPGNENFHEL

Kk Kk Kk ok ok k Kk ok k ko k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok kR k ok ok ok k ok ok ok ok
HCT 5 GNLALCLFPVAREQTQKIKEEAVSATIARNGEASSEKPFPPYLTTADCMSAYIWQSIIQAR
20729 GNLALCLFPVAREQTQKIKEEAVSATIARNGEASSEKPFPPYLTTADCMSAYIWQSIIQAR

Kok Kk Kk ok ok kK k ok k ok ok ok ok k kK k ok ok k ok ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
HCT 5 GLDAKHKVRFMTFVDGRKRFLPSPEDASSSLPHNAYFGNEFVCFAGATTTAGALLSKPLAF
20729 GLDPKHKVRFMTFVDGRKRFLPSPEDASSSLPHNAYFGNEFVCFAGATTTAGALLSKPLAF

R SR I S b I S b I Sb b I S I I Sb b S S e S I S b e Sh b I S IR I S b I Sb b S S b S Sh S db S 2 Sb b I Sb db I Sb b 3
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HCT 5 SAALTHEAVSSVSSIERYRATIDFSEAHGRHRVVIGNKDSISESNGEEGDWVSECISSWW

20729 SAALTHEAVSSVSSIERYRATIDFSEAHGRHRVVIGNKDSISEFSNGEEGDWVSECISSWW
Kok kkkkkkkkkhkkkhkkkhkkkokkkokkkkkkkkkkkkkokkkokkkokkkokkkkkkkkkkkxkkx

HCT 5 SPGEVIYGLDFGWGPPDFGARNGILPVEFAGAFNVIPSNTAPGDVIVEFMSLENETMPNEQ

20729 SPGEFVIYGLDFGWGPPDFGARNGILPVEFAGAFNVIPSNTAPGDVIVEMSLENETMPNEQ
KA A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A Ak %%k

HCT 5 ASFLRSY

20729 ASFLRSY

* ok Kk k ok Kk kx

Interessanterweise gibt es in der Anthoceros agrestis Datenbank eine zweite Sequenz, 20730, die
eine zusatzliche Sequenz von 180 bp enthalt (fett). Dabei wird es sich hochst wahrscheinlich wieder
um ein Q-Intron handeln, da sie hinter dem dazugehoérigen Codon anfingt. Ansonsten sind 20729
und 20730 identisch.

Nukleotidsequenz 20730 aus dem Anthoceros agrestis Genomprojekt (Dr. Péter Szbvényi,
personliche Mitteilung):
ATGACGCGCATCAACTACTTCGCGGAGCCATCAGAATCGGAGGCCAATGCGCTCCGTTTCACACACCG
GGAGATGTGTTACATTGCGCCAGAGAAGCCGTCTGAGGTTGAGCAGATTCCTCTCACCAATCTCGACC
TGCTGATGCCAGAGATGTGGGTGCCGGTCGTCCTCTTCTTCGCGAACAGAGCGCAAACTGCCGAGAAG
TTCCAAGAGCTGGTGCAGCAGCTCAAGAGCTCGCTGGCCAAGGTGTTGGTCCCCTTCTATCCCATGGC
CGGGCGAATTGTGTACCCTGACTCCAGTGCCGAACGCCCGCACTTTTTGTGCAACGACGAAGGAGTGC
CGTTCACGGAAGCCTGGATCGATGCCGAGATGAAGGATTTCTTCGGAGACGAAAACTTCAAGCCTCAG
CCGCAGCTGTCGGGGATGAAGGCGGTTCTGGACAACTACAATCCGCGCAACGCGCCTGCTGTTGCCAT
CCAGGTGACTTTGAATGTTTGCACATTTGCCCTACCTGCTGCCAGCTGCGTCCATGGCATCCAATTTG
TTCCTCCTCCAGCATCCAATTTGTTCCTCCTCCAGCATCCAATTTGTTCCCCCTCCAGCATCCAATTT
GTTCCCCCTTCAGCATTCCCTTCCCTGACCTTGCGCGATGCTTCGCAGGTGACCTACTTCCAGAAGTG
CGGGGGAGTGGCAGTGCAGGTCACTTGGAGCCACACGGCGGCTGACGGCTTCTCCGGATTCCATTTCT
TCCGGTCCTGGGCCGAGATGACGCGGAAGGGAGACATCTCCCTGGCTCCGGATCACCGCAGGGAGCTC
TTCCATCCCCGAAACCCTCCCAAGTTCGATGACTCTCTGACGGGAGTGCGCATTGCTCCAGGCAACGA
GAACTTCCACGAGCTCGGAAACCTAGCTTTGTGCTTGTTTCCCGTTGCGAGGGAACAAACGCAGAAGA
TCAAGGAGGAAGCAGTGTCCGCCATAGCCCGGAACGGGGAAGCATCATCGGAGAAACCCTTCCCGCCG
TATCTGACTACGGCTGATTGTATGTCCGCTTACATCTGGCAGAGCATCATCCAAGCGCGCGGCTTGGA
TCCCAAGCACAAGGTGCGCTTCATGACCTTCGTGGACGGTAGAAAGCGGTTTCTGCCATCGCCAGAGG
ATGCTTCCTCATCGCTGCCACACAATGCGTACTTCGGGAACTTCGTGTGCTTTGCCGGTGCAACCACC
ACGGCCGGAGCTCTGCTCTCCAAGCCACTCGCTTTCTCGGCAGCTCTGATCCACGAAGCCGTGTCCTC
AGTCAGCAGCATTGAGCGGTACCGCGCAACCATTGATTTCTCGGAAGCCCATGGAAGACACCGGGTGG
TGATCGGGAACAAGGATAGCATTAGCTTCAGCAACGGGGAAGAAGGAGACTGGGTTTCTGAGTGCATT
TCCTCCTGGTGGAGTCCTGGGTTTGTGATCTACGGCCTCGATTTCGGCTGGGGCCCTCCCGACTTTGG
AGCAAGAAATGGCATTCTTCCAGTCGAGTTTGCTGGTGCATTCAATGTCATTCCTAGCAACACGGCCC
CAGGGGACGTCACCGTGTTTATGTCTCTTGAAAACGAGACAATGCCAAACTTTCAGGCAAGCTTTCTC
AGGTCTTAT

(1) Strukturvorhersage fiir AaHCT5
Das Sekundarstrukturalignment mit der SbHST zeigt ebenso wie bei der HCT 1 mehrere Stellen, an
denen das Modell wenig Ubereinstimmungen aufweist (Abb. 54). Die Aminosauren, die hier rot
reprasentiert werden, sind in Schleifen verteilt, mit Ausnahme des groReren roten Bereichs in der
vorletzten Zeile (in SbHST durch die Aminosduren WVR-LPIH dargestellt), die sich tatsachlich im
Enzym befinden. Qualitativ ist das Model nicht so gut wie bei der HCT 2.
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Model 01 MTRINYFAEPSESEANALRFTHREMEY IAPEKP SEVEQIFLTNLDLLMPEMAVEVVLFFANRAQTAEKRFQELY - 73
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4ked.1.AFFDEARMREALAE -'jl.'-.-'Ph'?c'PuA':c;RIZE_ﬁ-Hl---— ~gf H_II-:(.>I A -c,"-.-'l.F-__-EEC-} DETHDYEjED--FAP THELERLILP 129

Mod=1_01 VLDNYNPRNAPAVAIQVTYFQKCGGVAVQVTWSHTAADGFSGFHFFRSWAEMTREGDISLAPDHRRELFHPRNPP 21%
4ked .1.ATVDFSDDTAFF LLVLOVTHE>KCGEFAT GV

I>_-HH AD[EFSGLHFINSWADLCRGVPIAZVHMPEIDRSLLREAZRDPP 203

Mod=]l 0l KFEDDSLTGVRIAFPG ~NENFHELGNLALCLFPVAREQTQKIKEEAVSAIARNGEASSEKPFPPYLTTADCMSAYI 252

dked . 1.Aa2F vyEHf H.'}_-r.'-.P-lll...HH-_---l.'rmr-'l'PrA_-_-lzr:jz) FAELGRL-RSpVFAREREGAPRFSTYAVLAAHY 277
Hod=1_01 WQSIIQARGLDAKHKVRFMTFVDGRERFLP SPEDASSSLPHNAYFGNFVCFAGATTTAGALLSKP LAFSAALIHE 357
4ked.1.AWRCASLARGLPADQP TKL i E'IE)>Z,'R-_-RI.-_-P ——————— FLP —p;-‘f}'c;n ~vh Ef}:}rr |.__:[?/‘§'_-:'|' rajeffaEcarvIoa 343
Hod=l 0l AVSSVSSIERYRATIDFSEAHGRHRVVICGNKDSISFSNGEEGDWVSECISSWWSPGFVIYCLDFGWGPEDFGARN 447
4ked.1.ARLDRUDD-GYCRSALDY LEJLOFDLS AL RGEATER CPULGLTEMVR -~ - ————— - - LFIHDADFGHGRE VENGE: 407
Mod=l_0l GILEVEFAGAFNVIPSNTAPGDVTVFMSLENETMPNFQAEFLREY 487
4ked.1.AGI---2VEGLAEVLESANRDES|LE VAT SLOREHHERER -~ — - —— - 142

Abbildung 54 Sekundarstrukturalignment von HCT 5 auf der Basis der bekannten Struktur der HST aus Sorghum bicolor
(Walker et al. 2013). Pfeile = Faltblitter, Quadrate = Schleifen, rot = schlechte Qualitét, blau = gute Qualitét.

f) Phylogenetische Einordnung der HCTs

Der phylogenetische Stammbaum wurde mit Volllangensequenzen von 57 pflanzlichen HCTs mit
einer AuRRengruppe der Chloramphenicol Acetyltransferase (ACT), einem vermuteten Vorldufer der
BAHD-Acyltransferasen (Murray und Shaw 1997) aus E. coli erstellt (Abb. 55 und Tabelle 6). Schwarz
durchgehende Linien geben die HCTs aus Anthoceros agrestis an, gestrichelte Linien die HCTs aus
Physcomitrella patens, die flr Expressionen in E. coli ausgewahlt wurden, gepunktete (fein
gestrichelte) Linien die Ubrigen HCTs aus Physcomitrella. Der Stammbaum ladsst sich mit einigen
wenigen Ausnahmen in zwei groRe Aste einteilen: Den ersten Ast bilden die HQTs (inklusive einer
Hydroxycinnamoyl/Benzoyl-CoA:Anthranilat N-Hydroxycinnamoyl/Benzoyltransferase HCBT),
wahrend auf dem zweiten Ast samtliche andere Enzyme aufgefiihrt wurden. Dabei spielte es keine
Rolle, ob diese bifunktionale HCS/QTs, HSTs, HCTs, RAS, ABTs (Anthranilat N-Benzoyltransferase),
HHTs (Hydroxyanthranilat Hydroxycinnamoyltransferase) oder SHTs (Spermidin
Hydroxycinnamoyltransferase) waren. Da viele Enzyme noch nicht charakterisiert sind, kénnen unter
dem Oberbegriff HCS/QT auch Enzyme aufgefiihrt werden, die eine andere HCT-Aktivitat aufweisen.
Weiterhin interessant ist, dass die HCTs aus Moosen und dem Moosfarn Selaginella einen Zweig
dieses grofRen Astes besetzen, mit Ausnahme von vier HCTs sowie samtlicher RAS Enzyme.
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Abbildung 55 Phylogenetischer Stammbaum der HCT. Dicke durchgehende Linien: Anthoceros agrestis HCTs, dicke
gestrichelte Linien: Klonierte Physcomitrella patens HCTs, diinne gepunktete Linien: weitere Physcomitrella patens HCTs.

Escamilla-Trevifio et

Pflanzen. Sie konnten zeigen, dass zwei HCTs aus der Rutenhirsen Panicum virgatum bevorzugt HST-

Aktivitat aufweisen,

Esco_CAT_2

al. erstellten einen phylogenetischen Baum von HCTs aus Monokotyledonen

auch wenn die HQT-Reaktion katalysiert wird, wahrend ein HCT-artiges Enzym
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aus der gleichen Pflanze nur HQT-Aktivitat aufweist. Da es phylogenetisch eine geringere Ahnlichkeit

aufwies als die HCTs wurde es Pv-HCT-Likel genannt (Escamilla-Trevifio et al. 2014). Interessant ist
dabei, dass die Monokotyledonen HCTs eine gemeinsame Klade gegeniiber den Dikotyledonen

bilden,

und dass Pv-HCT-Likel mit einigen weiteren nicht charakterisierten Enzymen aus

Monokotyledonen einen eigenen Ast gegeniber den anderen HCTs besetzt. Ob diese weiteren

Enzyme (grofRtenteils aus Sorghum bicolor und Zea mays) ebenfalls nur HQT-Aktivitat aufweisen, ist

nicht geklart.

Tabelle 6 Verzeichnis der fiir die Erstellung des phylogenetischen Stammbaums verwendeten Proteinsequenzen von
Acyltransferasen

Accession .
Abkiirzung Art Abkiirzung Art Accession number
number
Anag Anthoceros agrestis HCT1,2,5 Lele Leucaena leucocephala AGA20364.1
Arabidopsis NP_179497.1 . . . . AEK80405.1
Arth . Loja Lonicera japonica
thaliana NP_199704.1 AlG20957.1
Avsa Avena sativa AB076980.1 Meof Melissa officinalis FR670523.1
. L . . L CAE46932.1
Casi Camellia sinensis JQ619537.1 Nita Nicotiana tabacum
CAD47830.1
. CAT00082.1 . . .
Coar Coffea arabica Pavi Panicum virgatum KC696573.1
AB040491.1
Pp1s150_128V6.1*
Pp1s15_356V6.1*
Pp1s15_356V6.2*
Ppls164_113V6.1*
Pplsl6_277V6.1*
Pp1s22_138V6.1*
EF137954.1 Pp1s266_39V6.3*
Coca Coffea canephora Phpa Physcomitrella patens P -
EF153931.1 Pp1s275_68V6.3*
Ppls465_28V6.1*
Pp1s54_248V6.1*
Ppls64 37V6.1*
Pp1s97_287V6.1*
*Sequenznummer
auf cosmoss.org
Cusa Cucumis sativus JN005932.1 Pipi Pinus pinaster HE574565.1
ACF37072.1 . AEM63675.1
Cyca Cynara cardunculus Plgr Platycodon grandiflorus
AFL93686.1 AEM63676.1
Erco Erythroxylum coca JQ413187.1 Poto Populus tomentosa AFZ78608.1
JQ280303.1
L . L JQ280304.1
Esco Escherichia coli X53796.1 Pybr Pyrus bretschneideri
JQ280305.1
JQ280306.1
Glechoma HG423394.1 . . .
Glhe Rico Ricinus communis XM_002512693.1
hederacea HG423392.1
. Gossypium ) o
Gohi . AHG97388.1 Sami Salvia miltiorrhiza EU358958.1
hirsutum
. Hibiscus Selaginella XM_002979015.1
Hica . JQ779021.1 Semo .
cannabinus moellendorffii XM_002991488.1
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Ipba Ipomoea batatas BAA87043.1 Soly Solanum lycopersicum CAE46933.1
Laka Larix kaempferi KF515231.1 Sotu Solanum tuberosum HM010923.1
Lavandula Solenostemon AOPDV5.1
Laan o AEA36976.1 Sosc .
angustifolia scutellarioides CBI83579.1
3. Tyrosin Aminotransferase (TAT)

Die degenerierten Primer fiir die TAT wurden wie bei der HCT und PAL mit Volllangensequenzen aus
hoheren und niederen Landpflanzen (Samen- und Sporenpflanzen) erstellt, zusatzlich wurden
Sequenzen aus anderen Reichen des Lebens etwa der Tiere verwendet. Alle Versuche, die TAT aus
cDNA oder gDNA zu amplifizieren, blieben erfolglos. Da Anthoceros agrestis inzwischen sequenziert
wurde (Szovényi et al. 2015), bietet es sich an, fiur diese und die restlichen Enzyme des
Rosmarinsdurebiosynthesewegs die (noch partiellen) Sequenzen als Grundlage zur Erstellung von
genspezifischen Primern zu verwenden und die Gene auf diese Weise, also iber RACE-Methoden, zu
amplifizieren.

C. Charakterisierung der Enzyme der Rosmarinsiaurebiosynthese
in Anthoceros agrestis

1. Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL)
Die PAL ist ein Schlisselenzym des Sekundarstoffwechsels aromatischer Verbindungen. Es verbindet
die Aminosdure Phenylalanin aus dem Primarstoffwechsel lber Zimtsaure mit dem Ausgangsstoff
einer ganzen Reihe an Produkten aus dem Sekundarstoffwechsel, dem 4-Cumaroyl-CoA.

a) Enzymaktivitit der PAL im Kulturverlauf

Im Kulturverlauf wurde die PAL-Aktivitdt in Proteinrohextrakten durch die Entstehung von t-
Zimtsdure bestimmt (Abb. 56). Sie zeigt einen klaren Verlauf (Abb. 57-60). Mit einer Ausnahme, dem
zweiten Kulturverlauf in CB-2 (Abb. 60), zeigten alle Werte ein Maximum zwischen dem 3. und 6. Tag
des Verlaufs mit einer spezifischen Aktivitdt von 6 pkat/kg in CB-2 bis 12 pkat/kg in CB-M. Bei der
eben erwdhnten zweiten Charakterisierung in CB-2 war das Maximum um 3 Tage nach hinten
verschoben, begann also erst am 6. Tag und dauerte bis zum 9., war aber in der Hohe vergleichbar.
Auffallig ist auch, dass in allen Kulturverldufen die Aktivitdt gegen Ende auf kaum nachweisbare
Werte abfillt. Besonders eindriicklich ist das im ersten Kulturverlauf in beiden Medien zu
beobachten, wo die Aktivitdt ab dem 10./11. Kulturtag auf O pkat/kg abféllt. Ein entscheidender
Unterschied zwischen den Medien ist der Anfang. In CB-2 findet sich an Tag 0 noch eine starke
spezifische Enzymaktivtat, die dann rasch abfallt, bevor sie wieder auf das Maximum ansteigt. Im
nahrstoffarmen CB-M hingegen ist dieser priméare Abfall nicht zu beobachten.
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Abbildung 56 HPLC-Chromatogramm eines PAL-Tests. Durchgehende Linie = Zimtsdure-Standard, gestrichelte Linie = 10
Minuten Inkubation, gepunktete Linie = Kontrolle (0 Minuten Inkubation). Der gestrichelte Peak unterhalb des
Standardpeaks (Pfeil) ist das Produkt, Laufmittel 50% Methanol, 50% Wasser + 0,01% Phosphorsaure, 290 nm.
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Abbildung 57 Spezifische Aktivitit der PAL im ersten Abbildung 58 Spezifische Aktivitdt der PAL im zweiten

Kulturverlauf in CB-M Medium. Kulturverlauf in CB-M Medium.
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Abbildung 59 Spezifische Aktivitdt der PAL im ersten Abbildung 60 Spezifische Aktivitit der PAL im
Kulturverlauf in CB-2 Medium. zweiten Kulturverlauf in CB-2 Medium.

b) Expression des PAL 2-Gens im Kulturverlauf
Fir beide vermeintlichen PALs (siehe Kapitel VI.B.1.) wurde versucht, Primer flir Expressionsanalysen
mit gPCR zu erstellen, die spezifisch das 5‘- bzw. das 3‘-Ende des Gens abdecken, also die Bereiche,
die mit Hilfe der Daten von Dr. Szovényi als Unterscheidungsmerkmal fiir zwei verschiedene
Genkopien der PAL betrachtet werden. Mit Hilfe der Eurofins Internetseite war dies fiir die PAL 2
moglich, fiir PAL 1 lieferte jedoch nur die Primer3 Website Ergebnisse. Diese Primer waren allerdings
von schlechter Qualitdt, so dass eine Aussage Uber die Expression von PAL nur fiir das PAL2 Gen
gelang. Weiterhin wurden zwei Referenzgene verwendet, von denen man ausgeht, dass sie
konstitutiv in Pflanzen exprimiert werden: das Gen fir Actin (Act) und fur Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Die Studienlage zur Eignung dieser Gene ist widerspriichlich,
jedoch ist die Tendenz dahingehend, dass GAPDH weniger stabile Expressionsmuster aufweist als
Actin, aber das diese Expressionsstabilitdit abhangig vom beobachteten System ist (Maroufi et al.
2010; Liu et al. 2012; Guo et al. 2014; Sinha et al. 2015). In Anthoceros agrestis waren die
Expressionen mit Act und GAPDH als Referenzgen vergleichbar, weshalb nur die Auswertung von
Actin-normierten Expressionen diskutiert wird.
Die Daten werden von der Software PikoReal™ 2.2 von ThermoScientific automatisch ausgewertet.
Man erhdlt die ,quantitation cycle” (Cq), also die Zyklenzahl, bei der eine bestimmte
Fluoreszenzschwelle des Farbstoffs SYBR Green in Interaktion mit der vervielfaltigten DNA
Giberschritten wird (Anhang Abb. 15). Dieser Wert ist idealerweise alleine abhangig von der Anzahl
der cDNA Templat-Strange und damit von der Menge an Transkripten in der RNA. Die Schmelzkurve
am Ende der Messung gibt Hinweise auf die Spezifitdt des Produkts. Dabei sinkt die Fluoreszenz mit
Zunahme der Temperatur, da der Farbstoff bei Bindung an doppelstrangige DNA eine
Fluoreszenzerhéhung erfdahrt, durch die Temperaturzunahme jedoch die doppelstrangige DNA
(dsDNA) zu einzelstrangiger DNA (ssDNA) schmilzt und der Farbstoff nicht mehr mit der DNA
interagiert und weniger ausgepragt fluoresziert. Am Schmelzpunkt liegt nur noch die Halfte der DNA
als Doppelhelix vor. Die 1. Ableitung hat hier ein Maximum, da die Steigung der Schmelzkurve bei Ty,
am hoéchsten ist (Anhang Abb. 16).
Die Kalibriergeraden der Referenzgene und der untersuchten Gene zeigen eine hohe Linearitat in der
Verdinnungsreihe (Anhang Abb. 17-22). Die Auswertung der Daten erfolgte mit der 248 _Methode.
Dabei wurde Actin als Referenzgen und Tag 0 als Normierung gewahlt.
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Die relative Expression von PAL2 (Abb. 61) zeigte prinzipiell einen &hnlichen Verlauf wie die
dazugehorigen Enzymaktivitaten im zweiten Kulturverlauf in CB-M. Abgebildet ist die Expression des
Gens im Vergleich zu a-Actin und auf den 0. Tag normiert. Am Anfang nahm die mRNA Menge zu,
auch wenn diese Zunahme einer grolRen Schwankung unterlag, erreichte bei Tag 5 ihr Maximum mit
der 2,5-fachen RNA Menge im Vergleich zu Tag 0 und nahm dann in Bezug auf Tag 0 drastisch ab, mit
dem Minimum am 13. und 14. Tag.

35 T T T T T

3,0 4

254 [ 4

2,0+ -

relative Expression

05+ i 4

0,0 - _
T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tag
Abbildung 61 Expression des Gens PAL2 im zweiten
Kulturverlauf in CB-M Medium. Normiert auf Tag O,
Referenzgen Actin, Mittelwert und Standardabweichung
aus funf Versuchen.

Was aus den Aktivitdtstests und der Expressionsstudie deutlich wird, ist die Rolle der PAL im
Sekundarstoffwechsel und des Sekundarstoffwechsels im Organismus. Die PAL verbindet den Primar-
mit dem Sekundarstoffwechsel, indem es Phenylalanin ableitet und fiir andere aromatische
Verbindungen bereitstellt. Im frischen Medium kann der Stoffwechsel hochgefahren werden, da
genigend Nahrstoffe zur Verfliigung stehen. Dies driickt sich in hohen Enzym- und
Expressionsaktivititen an den Tagen 2 bis 5 aus. Eine geringe spezifische Aktivitdt am Ende des
Kulturverlaufs lasst sich primar auf eine verringerte Expression zurlickfiihren, einhergehend mit einer
hohen Stresssituation durch das Fehlen von Nahrstoffen (Zucker, lonen), durch den hohen pH-Wert,
durch hohe Zelldichten, durch lysierte Zellen und ihre eventuell toxischen Metabolite. Diese Faktoren
haben letztlich einen supprimierenden Einfluss auf die Transkription und die Proteinbiosynthese des
Enzyms. So kénnte die Pflanze die knappen Ressourcen fir Primarstoffwechselvorgdange aufwenden,
die ein Uberleben sicherstellen oder ein Uberdauern erméglichen. Interessant wiren hierbei
Messungen der Photosyntheseaktivitat, der Seneszenzvorgange oder der Mechanismen, die in der
natirlichen Pflanze die Entwicklung von Sporophyten einleiten. Auch wéare es interessant zu
untersuchen, ob eine Elicitoren- oder UV-induzierbare Reaktivierung moglich ist, dass also ab dem 7.
Tag eine Induktion versucht wird, die eine erhéhte PAL Expression und Proteinbiosynthese in der
Pflanze zur Folge haben misste. Prinzipiell decken sich die hier vorgestellten Ergebnisse mit der
Kulturcharakterisierung von Corinna Weitzel von Zellsuspensionskulturen von Melissa officinalis Giber
11 Tage. Bei ihr nahm die spezifische PAL-Aktivitat des Enzymrohextrakts von Tag 1 bis 5 zu, fiel dann
jedoch und blieb bis zum Ende der Charakterisierung auf einem niedrigen Niveau. Dieser Verlauf
wurde durch die semiquantitative PCR mit den cDNA-Proben von jedem Kulturtag bestatigt (Weitzel
und Petersen 2010). Gleichzeitig beobachtete sie eine Zunahme der Rosmarinsduremenge in %TG
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von Tag 1 bis 11 mit einer leichten Stagnation zwischen Tag 6 und 10. Sowohl bei Anthoceros agrestis
als auch bei Melissa officinalis steht demnach eine Zunahme der PAL-Aktivitat in Korrelation mit der
Zunahme der Rosmarinsduremenge zu Beginn des Kulturverlaufs (Abb. 62). Ahnliche Korrelationen
wurden fiir andere rosmarinsdureproduzierende Lamiaceae oder Boraginaceae nachgewiesen, z.B.
Coleus blumei (Razzaque und Ellis 1977) oder Anchusa officinalis (De-Eknamkul und Ellis 1987).
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Abbildung 62 Relative Expression und spezifische Aktivitiat [pkat/kg] von
PAL, Rosmarinsduregehalt [%TG] von Anthoceros agrestis Zellen in CB-M-
Medium im Kulturverlauf.

c¢) Kinetische Parameter der PAL

Die kinetischen Parameter der PAL wurden nur mit dem Enzymrohextrakt aus Suspensionskulturen
von Anthoceros agrestis bestimmt, da keine Expression in E. coli erzielt werden konnte. Die
Messungen wurden unter der Annahme einer Michaelis-Menten-Kinetik durchgefiihrt, denn obwohl
PAL als Homotetramer vorliegt, wurde bisher wenn (iberhaupt, nur geringe negative Kooperativitat
beobachtet (Hyun et al. 2011). Da die Messungen mit dem Enzymrohextrakt durchgefiihrt wurden,
handelt es sich bei den Daten um apparente Ky-Werte, da Nebenreaktionen nicht ausgeschlossen
werden kénnen. Die Aktivitatsmessungen fanden in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 400 uM
Endkonzentration an L-Phenylalanin in basischem Puffer statt (Abb. 63). Die Linearisierungen nach
Hanes-Woolf (Abb. 64) bzw. Lineweaver-Burk (Abb. 65) liefern fir den Ky-Wert eine GroRe von 45,6
bzw. 35,0 uM fiir L-Phenylalanin. Damit ist die PAL ein relativ spezifisches Enzym, wie es auch aus
anderen Spezies beschrieben wurde. Tabelle 7 zeigt verschiedene Ky-Werte von pflanzlichen PALs
mit Phenylalanin als Substrat. Es ist ersichtlich, dass die PAL aus Anthoceros einen eher geringen
Wert aufweist. Hyun et al. weisen darauf hin, dass in der Literatur bisher Werte zwischen 11 uM und
1,7 mM beschrieben wurden (Hyun et al. 2011). Wie fiir viele Enzyme des Sekundarmetabolismus
liegen die Werte eher im pumolaren Bereich und weisen auf eine Spezifitat fir das natirliche Substrat
hin, wie sie auch bei anderen Enzymen beobachtet wurde (Bar-Even et al. 2011).

122



354

304

254

20 n, ®

Spezifische Aktivitat [pkat/kg]

o

. 1 . r r r r 1t 1 *r 1T T° 1
300

0 50 100 150 200 250

—T
350 400 450

L-Phenylalanin Kanzentration [pv]

Abbildung 63 Direkte kinetische Auf
spezifischen PAL-Aktivitat gegen die
Phenylalaninkonzentration.

tragung der

S/v [uM-kg/ukat]

T

4 0,14

4 0,124

B 0,10+

o
2
1

1/v [kg/pkat]
283

1

L4
R
I

~ 0,02+

150 200 250
L-Phenylalanin Konzentration

Abbildung 64 Hanes-Woolf-Diagram
Abb. 63

300

0,00

T T
350 400 450
[uM]

m der Werte aus

T LI
000 001 002 003 004 005 006 007 008 009 010

L L L L L L L
01

1/s [1/uM]

Abbildung 65 Lineweaver-Burk-Diagramm der Werte
aus Abb. 63

Tabelle 7 Verschiedene Ky-Werte von pflanzlichen PALs. Re = Rohextrakt aus Zellkulturen, He = Heterolog exprimiert,

HW = Linearisierung nach Hanes-Woolf, LB = Linearisierung nach Lineweaver-Burk.

Organismus

Kuw-Wert fiir Phenylalanin

Quelle

Anthoceros agrestis (Re)

45,3 (HW)/35,0 (LB) uM

diese Arbeit

Petroselinum crispum (He)

15-24,5 uM

(Appert et al. 1994)

Melissa officinalis (He) 47 uM (Weitzel und Petersen 2010)
Arabidopsis thaliana (He) 64-71 uM (Cochrane et al. 2004)
Solenostemon scutellarioides 160 uM (Petersen et al. 1994)
(Coleus blumei) (Re)

Helianthus annuus (Re) 270 uM (Jorrin et al. 1988)

Zea mays (He) 270 uM (Rosler et al. 1997)

Ocimum basilicum (Re) 329 uM (Hao et al. 1996)
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2. Tyrosin Aminotransferase (TAT)

Die Tyrosin Aminotransferase ist zustdndig fiur die Desaminierung von Tyrosin zu 4-
Hydroxyphenylpyruvat (pHPP) unter gleichzeitiger Aminierung von a-Ketoglutarat zu Glutamat. Diese
Reaktion wird auch in umgekehrter Richtung katalysiert. Damit stellt die TAT dem Stoffwechsel zum
einen die proteinogenen Aminosauren Tyrosin und Glutamat zu Verfligung, zum anderen kann die
Pflanze mit pHPP lber die Homogentisinsdure Tocopherole und Plastochinon herstellen. In Tieren
wird pHPP Uber die Homogentisinsdure weiter zu Fumarat und Acetoacetat abgebaut und den
Stoffwechselkreislaufen zugefiihrt.

a) Enzymaktivitit der TAT im Kulturverlauf
Die Enzymaktivitaten der TAT sind in Zellen aus beiden Medien und in beiden Kulturverldufen sehr
unterschiedlich. Es gibt nur eine Gemeinsamkeit: Ein Maximum der spezifischen Aktivitat meist
zwischen dem 2. und 4. Tag des Verlaufs (Abb. 66-69). Im ersten Kulturverlauf in CB-M Medium ist zu
Beginn der Charakterisierung keine Aktivitat nachweisbar, sie nimmt zum dritten Tag (Maximum, 37
pkat/kg) zu und fillt dann (mit dem ,, Ausrutscher” an Tag 6) bis zum 10. Tag ab, steigt danach wieder
bis zum Ende des Verlaufs. Anders verhilt es sich im zweiten Kulturverlauf in CB-M. Hier fangt die
Charakterisierung mit einer Grundaktivitat von 15 pkat/kg bei Tag O an, erreicht an Tag 3 wieder das
Maximum mit 43 pkat/kg und fallt dann auf nicht nachweisbare Aktivitat am Ende des Verlaufs ab,
wobei zwischen Tag 7 und 13 ein relativ konstantes Niveau gehalten wurde, weshalb nicht
ausgeschlossen werden kann, dass der finale Abfall der Restaktivitat dergestalt reproduzierbar ist. Im
CB-2 Medium fangen beide Charakterisierungen mit einer hohen spezifische Aktivitdt an, im ersten
Verlauf erreicht diese einen Wert von knapp 75 pkat/kg, im zweiten Verlauf liegt er bei 7 pkat/kg.
Nach einem Abfall am zweiten Tag steigt die Aktivitdt bei beiden wieder und erreicht den Hohepunkt
am 4. Tag mit etwa 80 pkat/kg im ersten und 12 pkat/kg im zweiten Verlauf. Die Aktivitat fallt dann
bei beiden wieder, erreicht zwischen den Tage 10-12 das Minimum und steigt zum Schluss wieder ein
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Abbildung 66 Spezifische Aktivitdt der TAT im ersten Abbildung 67 Spezifische Aktivitdt der TAT im zweiten
Kulturverlauf in CB-M Medium. Kulturverlauf in CB-M Medium.
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Abbildung 68 Spezifische Aktivitat der TAT im ersten Abbildung 69 Spezifische Aktivitat der TAT im zweiten
Kulturverlauf in CB-2 Medium. Kulturverlauf in CB-2 Medium.

Prinzipiell lassen sich aus diesen Daten die gleichen Schlussfolgerungen ziehen wie sie bei der PAL
besprochen wurden (Kapitel VI.C.1.): Die starke initiale Enzymaktivitdt zwischen dem 2. und 5. Tag
deutet eine prinzipiell hohe Stoffwechselaktivitdt durch einen Nahrstoffliberfluss im neuen Medium
hin, gefolgt von einem Abfall der Aktivitat, der jedoch nicht so stark ausfiel wie bei der PAL, und
damit der Tatsache Rechnung tragt, dass die TAT kein reines Sekundarmetabolismusenzym darstellt,
sondern fir wichtige Metabolite, die sich aus der Homogentisinsdure ableiten und damit fur die
Photosynthese notwendig sind, gebraucht wird. Corinna Weitzel untersuchte in ihrer Dissertation die
spezifische TAT-Aktivitat von Melissa officinalis Zellen in CB-2 Medium und beobachtete eine
Zunahme der TAT-Aktivitat von Tag zwei bis vier. Am vierten Tag wurde das Maximum erreicht (32,6
pkat/kg), anschlieRend nahm die spezifische Aktivitat bis zum Ende des Kulturverlaufs ab (Weitzel
2009). Eine Abhédngigkeit der Rosmarinsdauremenge von der TAT-Aktivitdt in Anschusa officinalis
Zellkulturen stellten De-Eknamkul und Ellis 1987 her (De-Eknamkul und Ellis 1987). Eine so
konsistente Korrelation wie in ihrer Arbeit konnte hier nicht beobachtet werden (Abb. 70). Dies kann
an der eben erwahnten Funktion der TAT fir viele andere Stoffwechselwege liegen. Dass mehrere
Isoformen der TAT in Anthoceros agrestis vorliegen, ist moglich, jedoch wurde in den Sequenzdaten
von Dr. Szévényi nur eine putative TAT-Sequenz aufgelistet.
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Rosmarinsduregehalt [%TG] von Anthoceros agrestis Zellen in CB-M-
Medium im Kulturverlauf.

b) Kinetische Parameter der TAT
Die kinetischen Parameter der TAT wurden ebenfalls mit Hilfe des Enzymrohextrakts bestimmt.
Dabei wurde fiir L-Tyrosin ein Konzentrationsbereich von 1 bis 6 mM und fiir a-Ketoglutarat ein
Bereich von 1 bis 40 mM verwendet, wahrend das jeweils zweite Substrat in Sattigung bzw.
maximaler Loslichkeit vorlag. Die geringe Loslichkeit des Tyrosins bewirkt in diesem Zusammenhang,
dass nie die Sattigung erreicht werden kann. Dadurch sind diese apparenten Ky-Werte nur eine
Nadherung.
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TAT-Aktivitdt gegen die a-Ketoglutaratkonzentration.
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Abbildung 72 Hanes-Woolf-Diagramm der Werte aus Abb.  Abbildung 73 Lineweaver-Burk-Diagramm der Werte aus Abb.
71 (Substrat a-Ketoglutarat). 71 (Substrat a-Ketoglutarat).

Fir a-Ketoglutarat (Abb. 71-73) ergibt sich ein apparenter Ky-Wert von 9,61 mM (Hanes-Wolf) bzw.
4,53 mM (Lineweaver-Burk). Fir L-Tyrosin (Abb. 74-76) liegen die Werte bei 7,14 mM (Hanes-Wolf)
bzw. 4,65 mM (Lineweaver-Burk). Die Werte sind deutlich hoher als flir die TAT At5g36160 aus
Arabidopsis thaliana (Tyr: 0,19 £ 0,16 mM, aKG: 1,2 + 0,27 mM) (Prabhu und Hudson 2010) oder aus
Schlafmohn (TyrAT aus Papaver somniferum, Tyr: 1,92 + 0,09 mM, aKG: 0,35 + 0,09 mM) (Lee und
Facchini 2011). Diese TATs wurden heterolog exprimiert und liegen als gereinigte Enzyme vor. Da die
Aminotransferasen nicht spezifisch nur eine Aminosaure als Substrat verwenden, konnen Tyrosin und
a-Ketoglutarat auch von anderen Aminotransferasen verwendet werden, etwa von der Aspartat
Aminotransferase, die mit der TAT verwandt ist (Mehta et al. 1993). Beide Substrate sind auch sonst
in vielen Stoffwechselprozessen involviert, etwa das a-Ketoglutarat im Citratzyklus. Somit ist der
oben erwadhnte apparente Charakter der Ky-Werte zu erklaren, der bei aufgereinigten Enzymen nicht
zum Tragen kommt. Corinna Weitzel hat in ihrer Doktorarbeit (iber die Rosmarinsdurebiosynthese in
Zitronenmelisse ebenfalls die Kinetik der TAT aus Enzymrohextrakten einer Zellkultur gemessen
(Weitzel 2009). Sie erhielt einen Ky-Wert von 7,2 mM fiir Tyrosin und 28 uM fiir a-Ketoglutarat nach
Lineweaver-Burk und 40 uM nach Hanes-Wolf. Hier ist der Wert flir Tyrosin vergleichbar hoch,
wahrend a-Ketoglutarat einen deutlich geringeren Wert aufweist als zum Beispiel auch Schlafmohn
oder Ackerschmalwand. Auch hier war eine Sattigung des Tyrosins nicht moglich gewesen, so dass es
sich bei ihren Werten ebenfalls um Naherungen handelt.
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3. Hydroxycinnamoyltransferasen (HCTs)

a) Aktivitatstest der HCTs
Die Charakterisierung der HCTs aus Anthoceros agrestis war neben der Identifizierung der
dazugehorigen Gene ein wichtiger Teil dieser Arbeit, die das Ziel hatte, zu untersuchen, ob die
Rosmarinsdurebiosynthese nach dem gleichen Stoffwechselweg verlduft, wie er in Lamiaceae
nachgewiesen wurde (Abb. 77), dar. Dazu wurden RAS-Aktivitatstests in verschiedensten Variationen
mit dem Enzymrohextrakt aus Anthoceros agrestis durchgefiihrt (Abb. 78 und Tabelle 8) und jede
Variation mehrmals wiederholt.

128



nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

mall

Abbildung 77 HPLC-Chromatogramm eines RAS-Tests mit Coleus blumei-Rohextrakt. Durchgehende Linie = CaffeoylpHPL-
Standard, gestrichelte Linie = 30 Minuten Inkubation, gepunktete Linie = Kontrolle (0 Minuten Inkubation). Der gestrichelte
Peak unterhalb des Standardpeaks (Pfeil) ist das RAS-Produkt, Laufmittel 50% Methanol/50% Wasser + 0,01%
Phosphorsdure, 333 nm.

Abbildung 78 HPLC-Chromatogramm eines RAS-Tests mit Anthoceros agrestis-Rohextrakt. durchgehende Linie =
CaffeoylpHPL-Standard, gestrichelte Linie = 20 Minuten Inkubation, gepunktete Linie = Kontrolle (0 Minuten Inkubation).
Der gestrichelte Peak unterhalb des Standardpeaks (Pfeil) ist kein RAS-Produkt, Laufmittel 50% Methanol/50% Wasser +
0,01% Phosphorsdure, 333 nm.

Interessant war in diesem Zusammenhang ein Test, bei dem das Enzymrohextrakt aus Melissa
officinalis mit der gleichen Menge an Anthoceros agrestis Enzymextrakt inkubiert wurde. Als
Kontrolle diente eine Verdiinnung des Melissenenzyms mit Puffer gleichen Volumens. Erwartet
wurde eine Abnahme der Aktivitat der Mo RAS um die gleiche Menge, tatsachlich war die Abnahme
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der Aktivitat im Co-Inkubat mit dem Hornmoosextrakt um 1/3 héher. Die Vermutung liegt nahe, dass
das Enzymrohextrakt des Hornmooses inhibierende Substanzen enthalt, die zu den negativen
Ergebnissen in den Enzymtests fliihren kdonnten. Deshalb wurde eine andere Enzympradparation
verwendet: Mit der Acetonpulver-Methode wurde versucht, solche inhibierenden Substanzen zu
entfernen. Dies wird bei dieser Methode nur gelingen, wenn es sich dabei um hydrophobe Stoffe
handelt, die in den organischen Lésungsmitteln 16slich sind. Auch diese Methode blieb jedoch
letztlich erfolglos, so dass die funktionelle Proteinanalyse der heterolog exprimierten HCTs als
aussichtsreichste Moglichkeit lbrig blieb, die RAS-Aktivitat von HCTs aus Anthoceros nachzuweisen.

Standardtest auf HCT-Aktivitat

Gesamtvolumen 125 pl

67,5 ul 0,1 M KPi-Puffer pH 7,0

12,5 ul 0,1 M DTT

10 pl 12,5 mM Ascorbinsdure

5 ul 20 mM Akzeptor (in 20% Ethanol)

10 pl 2,5 mM Donor

20 pl Enzym (Start)

At (Inkubationszeit 5 Min-24 h, i.d.R. 15-30 Minuten, 30 °C) + 0 Min (Kontrolle/Eis)
Stopp mit 20 pl 6 M HCI, 2x 500 pl Ethylacetat

Tabelle 8 Wichtigste Variationen des HCT-Tests, die im Verlauf der Arbeit untersucht wurden. Jede der genannten
Variationen wurde mehrmals wiederholt.

Enzym Acyl-Donor Acyl- Puffer/ Tempera- | Zusitze Messung
Akzeptor | pH tur [°C]
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
(20 ul) (200 uM)
Anderung des | Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
Enzym-
volumens
(10-50 pl)
Standard 4-Cumaroyl- | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
CoA
Standard Caffeoyl-CoA | DHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL Tris-HCl, 30 - HPLC
Borsaure-
Borax-Puffer,
Acetatpuffer
6,0-8,0
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 25-42 - HPLC
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 Metallionen, | HPLC
Cofaktoren
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - photometrisch
(Ellmans
Reagenz)
Standard Caffeoyl- pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
Glucose
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
(Anderung
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der Donor-
menge)
Co-Inkubat Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
mit  Melissa
officinalis
Enzym
Standard Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC,
Laufmittel-
zusammen-
setzung
Kombination 4- pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
mit 4CL-Test Cumarsaure
+ Coenzym A
Kombination Caffeoyl-CoA | pHPP KPi, 7,0 30 - HPLC
mit HPPR-Test
Acetonpulver- | Caffeoyl-CoA | pHPL KPi, 7,0 30 - HPLC
Extrakt

b) Heterologe Expression von HCTs in E. coli

Insgesamt lagen drei Expressionskonstrukte flir HCTs aus Anthoceros sowie vier Konstrukte der HCTs
aus Physcomitrella zur Verfligung. AaHCT1 konnte in schwachen Mengen exprimiert werden, lag
jedoch ausschlieBlich als Einschlusskorperchen vor, AaHCT2 konnte in hoher Ausbeute [6slich in E.
coli exprimiert werden (min. 3,1 mg/100 ml LB), AaHCT5 konnte nicht exprimiert werden (Abb. 79-
81). Da das Vorhandensein von Einschlusskérperchen haufig mit dem Vorhandensein von geringen
Mengen des korrekt gefalteten Enzyms einhergeht, die gelelektrophoretisch nicht nachweisbar sind,
wurden HCT-Tests mit den Rohextrakten und dem Protein nach der Affinitdtschromatographie tber
Ni-NTA durchgefiihrt. In allen Fallen wurde mit den untersuchten Kombinationen an Donor (meist
Caffeoyl-CoA, alternativ 4-Cumaroyl-CoA) und Akzeptor (siehe unten) sowie in den verschiedenen
Laufmittelsystemen (30-50% Methanol/70-50% Wasser + 0,01% Phosphorsdure oder 0,25%
Essigsdure, Messung bei 333 bzw. 280 nm) keine Bildung eines spezifischen Produkts nachgewiesen
werden (Abb. 82). Die Bildung des Produkts wurde iiber eine spezifische Anderung des
Chromatogramms nach der Inkubation im Vergleich zur Kontrollprobe ohne Inkubation definiert, da
vielfach keine Standardproben vorlagen. Das Fehlen dieser spezifischen Peaks weist auf das Fehlen
der Enzymaktivitat im Test hin.

Standardtest auf HCT-Aktivitdat mit heterolog exprimiertem Enzym
Gesamtvolumen 125 pl

67,5 pl 0,1 M KPi-Puffer pH 7,0

12,5 ul 0,1 M DTT

10 pl 12,5 mM Ascorbinsaure

5 ul 20 mM Akzeptor (siehe unten, in 20% Ethanol)

2 ul 2,5 mM Caffeoyl- oder 4-Cumaroyl-CoA

20 pl heterologes Enzym (Start)

30 Min (Inkubation, 30 °C) + 0 Min (Kontrolle/Eis)
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Bei den verwendeten Akzeptoren handelt es sich um:

DL-4-Hydroxyphenylmilchsaure (pHPL) Salicylsdure (2-Hydroxybenzoesdure)
DL-3,4-Dihydroxyphenylmilchsaure (DHPL) 3-Hydroxybenzoesaure
D-Phenylalanin 4-Hydroxybenzoesdure
L-Phenylalanin 2,3-Dihydroxybenzoesdure
Shikimisaure 2,4-Dihydroxybenzoesdure
Chinasaure DL-Apfelsdure
4-Hydroxybenzylalkohol D-Weinsaure
2-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol L-Weinsaure
3-(4-Hydroxyphenyl)-1-propanol DL- und meso-Weinsaure
3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-propanol D-Milchsaure
t-Zimtalkohol L-Milchsaure
Coniferylalkohol DL-Milchsaure
3,4-Dimethoxy-Zimtalkohol L-Glutaminsaure

Anthranilsdure (2-Aminobenzoesaure)

Damit bleiben die Aktivitdt und die Substrate der gefundenen Enzyme unbekannt und bedirfen
intensiverer Erforschung.

Das Problem der Einschlusskorperchen ist sehr haufig bei HCTs zu finden. Vielfach wird versucht, mit
verminderter IPTG-Konzentration oder kiihleren Expressionstemperaturen eine korrekte Faltung zu
erreichen, was hier jedoch nicht erfolgreich war. Alternativ waren die Verwendung von anderen
Vektoren und E. coli Stammen oder Hefen. SchlieRlich bleibt die Aufreinigung der
Einschlusskorperchen und die Umfaltung in die native Form in vitro auszuprobieren, was jedoch hier
aufgrund von Zeitmangel nicht mehr durchgefiihrt werden konnte. Marion Sander und Anne Déring
konnten in ihren Dissertationen diese Methode erfolgreich anwenden (Sander 2010; D6ring 2013).
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Abbildung 79 Heterolog exprimierte AaHCT1. Erwartet 49 kDa, LB-Medium, 1 mM IPTG, 25 °C, 16 h, U = unlosliche
Fraktion, L = l6sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GréBenmarker, E = Elutionsfraktionen.
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Abbildung 80 Heterolog exprimierte AaHCT2. Erwartet 47 kDa, LB-Medium, 1 mM IPTG, 25 °C, 16 h, Enzymausbeute 3,1
mg/100 ml LB, U = unl&sliche Fraktion, L = I6sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GroRenmarker, E =
Elutionsfraktionen. Mit den Waschfraktionen 9 und 10 (héhere Imidazolkonzentration) ist ein Teil von AaHCT2 verloren
gegangen
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Abbildung 81 Heterolog exprimierte AaHCT5. Erwartet 54 kDa, LB-Medium, 1 mM IPTG, 25 °C, 16 h, U = unlésliche
Fraktion, L = l6sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GréBenmarker, E = Elutionsfraktionen.
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Abbildung 82 HPLC-Chromatogramm eines RAS-Tests mit heterolog exprimierte AaHCT2. Durchgehende Linie =
CaffeoylpHPL-Standard, gestrichelte Linie = 30 Minuten Inkubation, gepunktete Linie = Kontrolle (0 Minuten Inkubation).
Der gestrichelte Peak unterhalb des Standardpeaks (Pfeil) ist kein RAS-Produkt, Laufmittel 50% Methanol/50% Wasser +
0,01% Phosphorsdure, 333 nm.

c) Expression der HCTs im Kulturverlauf
Die Expressionsstudien wurden mit der cDNA durchgefihrt, die aus Zellen des zweiten Kulturverlaufs
in CB-M Medium hergestellt wurde. Untersucht wurden die HCTs 1, 2 und 5 aus Anthoceros agrestis.
Dabei sind drei prinzipielle Verlaufe sichtbar (unter Nichtbeachtung des Wertes fiir Tag 1 (siehe
Kapitel VI.A.) und der einzelnen AusreiRer): HCT 1 (Abb. 83)zeigt eine stetige Zunahme der relativen
Expression, erreicht am Ende das Dreifache der urspriinglichen Expressionsrate. HCT 2 (Abb. 84)
hingegen zeigt eine Abnahme, angefangen vom 3 Tag (1,5-fache der urspriinglichen Expression) bis
zum 13. Tag (1/5 des Ausgangswerts). HCT 5 (Abb. 85) schlieRlich ist ein Sonderfall. Hier zeigt sich
eine prinzipielle Zunahme der Expression, aber diese tritt in den Hintergrund durch die massive
Zunahme der Expression an Tag 7, die das Achtfache vom normierten Wert an Tag 0 erreicht. Wichtig
ist in diesem Zusammenhang zu erwdhnen, dass die Werte den Durchschnitt und die
Standardabweichung von finf Messungen darstellen. Zwischen der dritten und der vierten
Messreihe wurde die cDNA neu synthetisiert. Dabei ergibt sich bei der HCT 5 wieder ein ganz anderes
Bild, wenn man die einzelnen cDNA-Chargen vergleicht (Abb. 86). Hier sieht man, dass die drei ersten
Messungen fiir diese starke Zunahme an Tag 7 und 8 verantwortlich sind (cDNA 1), wahrend die 4.
und 5. Messungen (cDNA 2) einen gleichméaRigen Anstieg der relativen Expression mit einem
Maximum an Tag 13 mit der dreifachen Uberexpression der RNA aufweisen. Eine dritte cDNA Charge
wurde speziell fur die HCT 5 erzeugt und bestatigte das Ergebnis der zweiten Charge der cDNA,
wahrend eine vierte Wiederholung der gPCR mit der ersten cDNA in Ubereinstimmung mit den
Messungen 1-3 ist. Da diese scheinbaren Unterschiede in der Expressionsrate bei den anderen
untersuchten Genen nicht beobachtet wurden, bleibt die Ursache dafiir ungeklart und liegt
wahrscheinlich in experimentellen Problemen. Ausgehend von der Tatsache, dass der
Rosmarinsduregehalt in Zellen aus CB-M Medium kontinuierlich bis zum Ende des Kulturverlaufs
zunimmt, kdnnte man, bei Annahme eines direkten Zusammenhangs zwischen Produkt-, Enzym- und
Transkriptmenge, davon ausgehen, dass die Expression im Verlauf der zwei Wochen auch zunimmt.
Damit wiirden, von den hier dargestellten Genen, HCT 1 und 5 als RAS Kandidaten in Frage kommen.
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Allerdings liegt diesem einfachen Modell nicht der Gedanke zu Grunde, dass die
Rosmarinsduremenge im Kulturverlauf akkumuliert wird, so dass nicht zwangsweise mehr neues
Enzym notig ist, sondern mit weniger Enzym die Menge an Rosmarinsaure, die spater synthetisiert
wird, zu dem bereits vorhandenen Pool hinzugefiligt wird und somit der Gehalt steigt. In dem Fall
bleibt auch HCT 2 als interessanter Kandidat erhalten.

Weitzel und Petersen untersuchten die Aktivitat der RAS und ihre semiquantitative Expression aus
Melissa officinalis-Zellen in einem Kulturverlauf (Weitzel und Petersen 2011). Sie kamen zu dem
Ergebnis, die die RAS eine starke Aktivitdt und Expression zwischen den Tagen 1 und 5 aufwies,
danach lielen beide Parameter nach und waren gegen Ende der Kulturverlaufs nicht mehr
nachweisbar. Eine Korrelation der spezifischen Enzymaktivitdt und der Akkumulation verschiedener
Kaffeesdureester wurde auch in Sporophyten des Ackerschachtelhalms Equisetum arvense lber eine
Vegetationsperiode untersucht und nachgewiesen (Hohlfeld et al. 1996). Auch in Anbetracht dieser
Beobachtung ist die HCT 2 ein interessanter Kandidat fiir eine mogliche RAS-Aktivitat.
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4. Andere Enzyme

Fir die anderen l6slichen Enzyme der Rosmarinsdurebiosynthese (4CL und HPPR) wurden
Aktivitatstest mit Enzymrohextrakten durchgefiihrt. Diese lieBen sich jedoch nicht reproduzieren
oder qualitativ auswerten. Dies zeigte sich etwa beim HPPR-Test durch eine mangelnde
Peaktrennung in der HPLC trotz Verwendung verschiedener Saulen und
Laufmittelzusammensetzungen. Beim 4CL-Test konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen
Enzymmenge, Substrat und Produkt gezeigt werden, so dass beide Tests nicht ohne weitere
vorherige intensive Optimierung angewandt werden konnten. Alternativ dazu muss erwogen
werden, die Arbeiten auf heterolog exprimiertes Enzym zu beschranken, da so stérende HPLC-
Banden oder UV/VIS-Absorptionen verringert werden kénnen.

D. Charakterisierung von Hydroxycinnamoyltransferasen aus
Physcomitrella patens

1. Auswahl und Amplifizierung von Hydroxycinnamoyltransferasen

Die Gensequenz des Modellorganismus Physcomitrella patens ist bereits aufgeklart (Rensing et al.
2008), aber viele Enzymaktivitdten sind noch unerforscht, ebenso die in diesem Laubmoos
akkumulierten  Sekundarmetabolite. Ziel dieses Teilprojekts war es, beziglich der
Kaffeesdurederivate  Kandidatengene fiir  Ester- bzw. Amidbildungsreaktionen  durch
Hydroxycinnamoyltransferasen zu finden. Dazu wurden die zwolf bekannten HCTs des Physcomitrella
Genoms in der cosmoss.org Datenbank abgerufen und die codierenden Sequenzen (iber die Funktion
Blast der NCBI-Datenbank mit anderen bekannten HCTs verglichen. Von den zwoélf Proteinen hatten
funf eine hohe Sequenzahnlichkeit mit HSTs, HQTs oder HCS/QTs (Tabelle 9, fett unterlegte Proteine
wurden fir die Charakterisierung ausgewahlt).

Tabelle 9 Proteinalignment der zwolf Physcomitrella patens HCTs der cosmoss Datenbank liber BLASTp. Aufgefiihrt sind
jeweils die drei ersten Sequenzen, die nicht aus Physcomitrella stammen, sortiert nach dem E-Wert.

Pp HCT Beste Treffer des Alignments Accession % E-Wert
number Identitat

Pp1s150_128V6.1 | PREDICTED: omega-hydroxypalmitate O- XP_009600109.1 | 57 2:10"%
feruloyl transferase-like [Nicotiana
tomentosiformis]
PREDICTED: omega-hydroxypalmitate O- XP_009770247.1 57 2:10"%®
feruloyl transferase-like [Nicotiana sylvestris]
PREDICTED: omega-hydroxypalmitate O- XP_010249109.1 | 55 110"
feruloyl transferase-like [Nelumbo nuciferal

Ppl1s15_356V6.1 | shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase NP_001295843.1 | 34 3107
[Cucumis sativus]
hypothetical protein Csa_7G431440 [Cucumis KGN45212.1 34 3107
sativus]
hydroxycinnamoyl transferase [Solenostemon CBI83579.1 33 510"
scutellarioides]

Ppls15_356V6.2 | hydroxycinnamoyl CoA shikimate/quinate CCC55431.1 35 5.107"
hydroxycinnamoyltransferase [Pinus pinaster]
unknown [Picea sitchensis] ABR17170.1 34 7.10"*
hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate AKJ87097.1 35 1-107°
hydroxycinnamoyltransferase [Pinus
massoniana)
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Ppls164_113V6.1

hypothetical protein BOTBODRAFT_34444
[Botryobasidium botryosum FD-172 SS1]

KDQ12476.1

74

0,0

hypothetical protein SCHPADRAFT_928093
[Schizopora paradoxal

KLO14152.1

55

0,0

hypothetical protein CYLTODRAFT_372540
[Cylindrobasidium torrendii FP15055 ss-10]

KIY69553.1

53

2. 10—179

Pp1s16_277V6.1

BAHD family acyltransferase, clade V
[Selaginella moellendorffii]

XP_002992378.1

37

1. 10-101

BAHD family acyltransferase, clade V
[Selaginella moellendorffii]

XP_002967754.1

37

9_10-101

PREDICTED: omega-hydroxypalmitate O-
feruloyl transferase-like [Elaeis guineensis]

XP_010930413.1

38

210

Pp1s22_138V6.1

probable hydroxycinnamoyltransferase
[Selaginella moellendorffii]

XP_002979061.1

53

410"

probable hydroxycinnamoyltransferase
[Selaginella moellendorffii]

XP_002991534.1

54

1. 10—158

hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate
hydroxycinnamoyltransferase [Pinus radiata]

AB0O52899.1

53

-156

4-10

Pp1s266_39V6.3

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002991344.1

51

1-10

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002969244.1

40

810"

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002960602.1

39

3-107

Pp1s275_68V6.3

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002991344.1

50

-101

5-10

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002969244.1

40

7-10

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002960602.1

39

2:10™°

Pp1s465_28V6.1

PREDICTED: shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase-like [Eucalyptus
grandis)

XP_010063596.1

37

1.10%

putative hydroxycinnamoyl CoA
shikimate/quinate hydroxycinnamoyl
transferase [Hibiscus cannabinus]

AFN85668.1

36

310"

hydroxycinnamoyl CoA shikimate/quinate
hydroxycinnamoyl transferase [Platycodon
grandiflorus]

AEM63675.1

34

410"

Ppls54_248V6.1

PREDICTED: shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase-like [Pyrus x
bretschneideri]

XP_009354208.1

31

210

hydroxycinnamoyl-coenzyme A
shikimate/quinate
hydroxycinnamoyltransferase 1 [Pyrus x
bretschneideri]

AFF57839.1

31

3-107°

PREDICTED: shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase-like [Malus
domestical

XP_008353756.1

31

5-10°

Pp1s64_37V6.1

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii

XP_002991344.1

54

2:10™°

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002969244.1

41

310"

BAHD family acyltransferase, clade IV
[Selaginella moellendorffii]

XP_002960602.1

40

8:10"%
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Pp1s97 287V6.1 BAHD family acyltransferase [Selaginella XP_002973732.1 40 2-10%

moellendorffiil
BAHD acyltransferase [Selaginella XP_002975782.1 39 2:10°"
moellendorffiil
probable hydroxycinnamoyl transferase XP_002991534.1 35 2:107%

[Selaginella moellendorffii]

Bei den Sequenzen handelt es sich um Pp1s15 356V6.1 (HCT 1, 1302 bp), Pp1s15 356V6.2 (HCT 2,
1149 bp), Ppls22_138V6.1 (HCT 3, 1233 bp), Ppls465_28V6.1 (HCT 4, 1365 bp), Ppls54_248V6.1
(HCT 5, 1509 bp). Fir diese Sequenzen wurden Volllangenprimer fiir eine Amplifikation und
anschlieRende Ligation in pRSET-C erstellt. Die Primer fir HCT 1 und 4 hatten am 5‘-Ende eine
Schnittstelle fiir Pvull und am 3‘-Ende fur Hindlll bekommen. Die Primer fir HCT 2, 3 und 5 bekamen
eine Xhol Schnittstelle am 5-Ende und eine EcoRI Schnittstelle am 3‘-Ende. Die PCR wurde zuerst mit
gDNA durchgefiihrt. Hier konnten die ersten vier Sequenzen erhalten werden. HCT 4 besal} kein
Intron, HCT 3 besaR zwei Introns, HCT 1 und 2 besallen je ein Intron. Um eine Fusions-PCR zu
vermeiden, wurde die PCR mit cDNA wiederholt, und bis auf HCT 3 konnten alle Sequenzen intronfrei
amplifiziert werden (Abb. 87-89 sowie Tabelle 10). Die Analysen der Introns wurden mit dem
NetPlantGene Server und der BLASTn-Funktion durchgefiihrt und anschlieBend manuell iberprift.
Diese Sequenzen (HCT 1, 2, 4 und 5) wurden zuerst in den pDrive Vektor ligiert und vermehrt, bevor
sie in pRSET umkloniert wurden.

bp
3000
< HCT1
&<H000———H(CT2
500

Abbildung 87 PCR von PpHCT 1 und 2 mit Volllingen-Primern, HCT1: Pp_HCT1f und Pp_HCT1lr, HCT2: Pp_HCT2f und
Pp_HCT2r (Konzentration der Primerlésung 10 uM) und cDNA, Temperatur 50, 53 und 56 °C.

138




2 i3l S

53 56 50 53 56 50 53 56 50 53 56

HCT5

HCT2

Abbildung 88 PCR von PpHCT 2, 3, 4 und 5 mit Volllingen-Primern HCT2: Pp_HCT2f und Pp_HCT2r, HCT3: Pp_HCT3f und
Pp_HCT3r, HCT4: Pp_HCTA4f und Pp_HCT4r und HCT5: Pp_HCT5f und Pp_HCT5r (Konzentration der Primerlésung 10 uM)
und cDNA, Temperatur 50, 53 und 56 °C.

1 2034 0h
56 58 56 58 56 58 56 58 56 58

Abbildung 89 PCR von PpHCT 1, 2, 3, 4 und 5 mit Volllangen-Primern HCT1: Pp_HCT1f und Pp_HCT1r, HCT2: Pp_HCT2f
und Pp_HCT2r, HCT3: Pp_HCT3f und Pp_HCT3r, HCT4: Pp_HCT4f und Pp_HCT4r und HCT5: Pp_HCT5f und Pp_HCT5r
(Konzentration der Primerlosung 100 uM Primerlosung) und gDNA, Temperatur 56 und 58 °C. Produkt bei HCT 5 war
negativ.

Tabelle 10 Zusammenfassung der PCR-Experimente fiir intronfreie Sequenzen der PpHCTs 1-5.

HCT 1 2 3 4 5

Erwartete bp | 1302 | 1149 | 1233 | 1365 | 1509

Erhaltene bp | ~1300 | ~1200 - ~1400 | ~1500

Templat cDNA | cDNA - gDNA | cDNA
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a) HCT1

Die gDNA Sequenz (1725 bp) zeigt die Anwesenheit eines Introns (fett) an, welches 424 bp lang ist.
Das Intron fangt nach dem Codon fir Glutamin an, wird aber vermutlich kein echtes Q-Intron sein, da
es zu nah am 5’-Ende der Sequenz liegt. Ublicherweise befinden sich Q-Introns etwa 17 Aminosduren
vor dem HXXXDG-Motiv. In dieser Sequenz fand eine Deletion statt, der Sequenzabschnitt misste
TTTGC heiBen (unterstrichen). Durch diese Deletion kommt es zu einer Leserasterverschiebung und
damit einem vorzeitigen Kettenabbruch. Ob diese Deletion wahrend der PCR oder der Sequenzierung
auftrat, ist unklar, es wurde keine Polymerase mit Korrekturlesefunktion verwendet.

gDNA Sequenz der PpHCT1; Intronsequenzen sind fett dargestellt, die Stelle mit einer
Sequenzdeletion ist unterstrichen:
ATGAAGGTCACCAAGTTGGAGGTGTCAACGGTATATCCGAGTGAGCGATGTGAACCGCACGTGATGTA
CCTGTCCGGTGCCGATCACATTGTCCGGCCTCGGCATGTCCCGATTTTTCTGTTTTATAGAGCTCGCG
AGGATGGCGAACAGGTATCTATATCTTTCACAAGCAGTGGAATACCTTTGATTCAGCCACTGTCCTTG
GTTTTGTGATGGAGCTCTATATTAAACGTGCAGCTGAGTGTTGAGACATGTCACAAGCCTAATGGTTT
ATTTCACAGCTGTCGTCAGCTGAGTTGTTCTTGAGCTTGCTTCACACCTATTTTTTCCCTGCCTCACA
TCTAACCGGCCCTTCAATTTAGCCACCTGGGTAGTCGTTGATGAGATGCGGAAAACCTTGTTGGACAC
TGTTGGACACCTCTGTCTAGTTTAAATGTGCAATACGCTCCAAGAATAGTTTGTCATCCTTGAAACTG
GAGGAGGTATTCCTCCGCAGAAGTCGTTACTATTTCGATTGAGTATGTAAGTATTGAAGGCAAGGCTT
CATATCCAACTCAGATAATTCTATGAACAGGTCATGCCAACTGACTTGTTGAAGAACTCAGTAGCGAA
CACGCTCTCGAAGTTCTACCCCATCGCAGGACGACTGCGTAAAGGAAGCGACAGGAAGCTAGAGATAG
TTCGCAACAACGCTGGAGTGGAGTTTGTGGAGGCAACAGTCGATGGCAGCTTAGACGAGTTTGATGGA
TTTAATCCTAAGTTGTTCTCGGAGTTGCTTGATCCAGTGCCCGTACCATTTGGCGAATCATTCACAGA
GTATCCCATCACGTATATCCAGGTGACTCGGTTTGCTTGCGGGGGCGTATCTCTCGTAATCACCATCA
ACCATGCTTGCGTTGACGGGCTTTCGGTGAATCAATTCCTGACGTCATGGTCTGAGGTGGCGAGGGGT
TTAGAGATGTCGAACCCGCCGGTTCACAACCGGACTTTGCTGAAAGTACATATAACTCCTGAGCCAGG
TTTCCGTCCCAAGGAGCTGAGATCTCTTACGAATTGCTGCAGGCACTGCCCAAGCAGAACCTTATAGA
GTGCATGTTTTCATTCACACCTGAACGGGTCATGCTTGTGAAAAAGAAGGCCATAGGAGGTGGAGAGC
AAGGAGCTTTCTCTACCTTTGAGGCCATCAGCGCTCACGTCTGGCGGTCTGTTACCAAAGCAAGAGGT
CTTGATTCTCAAGTTACAACCAGGCTTTTAACCCCTCTGGACATGCGTAGGCGTCTAAACCATACTCT
TCCCAAGGGTTACTTCGGTAATGCCTTATGCTTCGTTAGAGCCGAGGCAAAAGCCGGATACATCGTCA
ATAATTCTCTCTCGTACACTGCAAACTGCATTCGTAAAGCTGTCGAAGGATTTTCTGAAACGTACTAC
AGCAAGGTTATCGCCTTTGCGCAGACTCATGAAAATCCCCTTGTCATGAATGTGAATTGGGATGATAG
TGAGGGTTGTGATGTATGCGTATCAAGCTGGGTCCGATTTAACTTCATGAACCTGGATTTTGGCTCGG
GGAATCCTACCTTCTGCAGCCCCGGGAAAAACCCTTACGATGGTGCAATACGTATTCTCCCAACAGAC
AAGGGCAATGGCCACATTAACATTTTCCTGGCCCTGAAACCAGATCACATGAAGAAACTCATTTCGGA
TGCAGAGTTTCTCCTTGATGACTGA

Die Deletion T1056 ist in der cDNA Sequenz nicht mehr zu finden (unterstrichen). Diese wurde mit
einer DNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion amplifiziert. Damit konnte das Gen in den
Expressionvektor kloniert werden (Abb. 90 und 91). Die Sequenz ist 1302 bp lang.

cDNA-Sequenz der PpHCT1:

ATGAAGGTCACCAAGTTGGAGGTGTCAACGGTATATCCGAGTGAGCGATGTGAACCGCACGTGATGTA
CCTGTCCGGTGCCGATCACATTGTCCGGCCTCGGCATGTCCCGATTTTTCTGTTTTATAGAGCTCGCG
AGGATGGCGAACAGGTCATGCCAACTGACTTGTTGAAGAACTCAGTAGCGAACACGCTCTCGAAGTTC
TACCCCATCGCAGGACGACTGCGTAAAGGAAGCGACGGGAAGCTAGAGATAGTTTGCAACAACGCTGG
AGTGGAGTTTGTGGAGGCAACAGTCGATGGCAGCTTAGACGAGTTTGATGGATTTAATCCTAAGTTGT
TCTCGGAGTTGCTTGATCCAGTGCCCGTACCATTTGGCGAATCATTCACAGAGTATCCCATCACGTAT
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ATCCAGGTGACTCGGTTTGCTTGCGGGGGCGTATCTCTCGTAATCACCATCAACCATGCTTGCGTTGA
CGGGCTTTCGGTGAATCAATTCCTGACGTCATGGTCTGAGGTGGCGAGGGGTTTAGAGATGTCGAACC
CGCCGGTTCACAACCGGACTTTGCTGAAAGTACATATAACTCCTGAGCCAGGTTTCCGTCCCAAGGAG
CTGAGATCTCTTACGAATTTGCTGCAGGCACTGCCCAAGCAGAACCTTATAGAGTGCATGTTTTCATT
CACACCTGAACGGGTCATGCTTGTGAAAAAGAAGGCCATAGGAGGTGGAGAGCAAGGAGCTTTCTCTA
CCTTTGAGGCCATCAGCGCTCACGTCTGGCGGTCTGTTACCAAAGCAAGAGGTCTTGATTCTCAAGTT
ACAACCAGGCTTTTAACCCCTCTGGACATGCGTAGGCGTCTAAACCATACTCTTCCCAAGGGTTACTT
CGGTAATGCCATATGCTTCGTTAGAGCCGAGGCAAAAGCCGGATACATCGTCAATAATTCTCTCTCGT
ACACTGCAAACTGCATTCGTAAAGCTGTCGAAGGATTTTCTGAAACGTACTACAGCAAGGTTATCGCC
TTTGCGCAGACTCATGAAAATCCCCTTGTCATGAATGTGAATTGGGATGATAGTGAGGGTTGTGATGT
ATGCGTATCAAGCTGGGTCCGATTTAACTTCATGAACCTGGATTTTGGCTCGGGGAATCCTACCTTCT
GCAGCCCCGGGAAAAACCCTTACGATGGTGCAATACGTATTCTCCCAACAGACAAGGGCAATGGCCAC
ATTAACATTTTCCTGGCCCTGAAACCAGATCACATGAAGAAACTCATTTCGGATGCAGAGTTTCTCCT
TGATGACTGA

HCT1

Abbildung 90 Doppelverdau von pDrive[PpHCT1] mit Pvull und Hindlll, E. coli Klone 1-6.
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HCT1

Abbildung 91 Doppelverdau von pRSET-C[PpHCT1] mit Pvull und Hindlll, E. coli Klone 1-4.

Die Proteinsequenz ist 433 Aminosauren lang und besitzt ein Molekulargewicht von 48,3 kDa. Die
konservierten Bereiche konnten identifiziert werden, das C-terminal gelegene DFGWG ist deutlich
abgeédndert. Der Pfeil markiert die Stelle, an der in der DNA-Sequenz das Intron eingefiigt war.

Aminosauresequenz der PpHCT1:
MKVTKLEVSTVYPSERCEPHVMYLSGADHIVRPRHVPIFLFYRAREDGEQ|VMPTDLLKNSVANTLSK
FYPIAGRLRKGSDGKLEIVCNNAGVEFVEATVDGSLDEFDGFNPKLFSELLDPVPVPEFGESFTEYPIT
YIQVTRFACGGVSLVITINHACVDGLSVNQFLTSWSEVARGLEMSNPPVHNRTLLKVHITPEPGFRPK
ELRSLTNLLOQALPKONLIECMFSFTPERVMLVKKKAIGGGEQGAFSTFEAISAHVWRSVTKARGLDSQ
VTTRLLTPLDMRRRLNHTLPKGYFGNAICFVRAEAKAGYIVNNSLSYTANCIRKAVEGEFSETYYSKVI
AFAQTHENPLVMNVNWDDSEGCDVCVSSWVRENFMNLDEGSGNPTFCSPGKNPYDGAIRILPTDKGNG
HINIFLALKPDHMKKLISDAEFLLDD-

b) HCT 2

Die gDNA Sequenz von HCT 2 (1265 bp) besitzt ein Intron, welches allerdings nur 116 bp lang ist und
sich dort befindet, wo Q-Introns beschrieben wurden (17 Aminosduren vor dem HXXXDG Motiv):

ATGCCAACTGACTTGTTGAAGAACTCGGTAGCGAACACGCTCTCGAAGTTCTACCCCATCGCAGGACG
ACTGCGTAAAGGAGGCGACGGGAAGCTAGAGATAGTTTGCAACAACGCTGGAGTGGAGTTTGTGGAGG
CAACAGTCGATGGCAGCTTAGACGAGTTTGATGGATTTAATCCTAAGTTGTTCTCGGAGTTGCTTGAT
CCAGTGCCCGTACCATTTGGCGAATCATTCACAGAGTATCCCATCACGTATATCCAGGTGGGACACAT
TTCCGTGGACTCTGCTTCCACTTGTTTCTTCTGGTTTGGTAACTGAATTCCCATTCTCGCTTGATAAA
TTATTATCATGCATTCTCTAATATGTACGCTGATCAGGTGACTCGGTTTGCTTGCGGGGGCGTATCTC
TCGTAATCACCATCAACCATGCTTGCGTTGACGGGCTTTCGGTGAATCAATTCCTGACGTCATGGTCT
GAGGTGGCGAGGGGTTTAGAGATGTCGAACCCGCCGGTTCACAACCGGACTTTGCTGAAAGTACATAT
AACTCCTGAGCCAGGTTTCCGTCCCAAGGAGCTGAGATCTCTTACGAATTTGCTGCAGGCACTGCCCA
AGCAGAACCTTATAGAGTGCATGTTTTCATTCACACCTGAACGGGTCATGCTTGTGAAAAAGAAGGCC
ATAGGAGGTGGAGAGCAAGGAGCTTTCTCTACCTTTGAGGCCATCAGCGCTCACGTCTGGCGGTCTGT
TACCAAAGCAAGAGGTCTTGATTCTCAAGTTACAACCAGGCTTTTAACCCCTCTGGACATGCGTAGGC
GTCTAAACCATACTCTTCCCAAGGGTTACTTCGGTAATGCCATATGCTTCGTTAGAGCCGAGGCAAAA
GCCGGATACATCGTCAATAATTCTCTCTCGTACACTGCAAACTGCATTCGTAAAGCTGTCGAAGGATT
TTCTGAAACGTACTACAGCAAGGTTATCGCCTTTGCGCAGACTCATGAAAATCCCCTTGTCATGAATG
TGAATTGGGATGATAGTGAGGGTTGTGATGTATGCGTATCAAGCTGGGTCCGATTTAACTTCATGAAC
CTGGATTTTGGCTCGGGGAATCCTACCTTCTGCAGCCCCGGGAAAAACCCTTACGATGGTGCAATACG
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TATTCTCCCAACAGACAAGGGCAATGGCCACATTAACATTTTCCTGGCCCTGAAACCAGATCACATGA
AGAAACTCATTTCGGATGCAGAGTTTCTCCTTGATGACTGA

Die codierende Sequenz besitzt 1149 Basen (Abb. 92 und 93), welches fiir typische BAHD-
Acyltransferasen zu kurz ist. Im Vergleich zu der Sequenz Pp1s15_356V6.2 der cosmoss Datenbank
besitzt sie eine Punktmutation auf der Position 988. Hier liegt deshalb ein Isoleucin- und kein
Threonin-Codon vor (fett).

cDNA Sequenz der PpHCT2:
ATGCCAACTGACTTGTTGAAGAACTCAGTAGCGAACACGCTCTCGAAGTTCTACCCCATCGCAGGACG
ACTGCGTAAAGGAAGCGACGGGAAGCTAGAGATAGTTTGCAACAACGCTGGAGTGGAGTTTGTGGAGG
CAACAGTCGATGGCAGCTTAGACGAGTTTGATGGATTTAATCCTAAGTTGTTCTCGGAGTTGCTTGAT
CCAGTGCCCGTACCATTTGGCGAATCATTCACAGAGTATCCCATCACGTATATCCAGGTGACTCGGTT
TGCTTGCGGGGGCGTATCTCTCGTAATCACCATCAACCATGCTTGCGTTGACGGGCTTTCGGTGAATC
AATTCCTGACGTCATGGTCTGAGGTGGCGAGGGGTTTAGAGATGTCGAACCCGCCGGTTCACAACCGG
ACTTTGCTGAAAGTACATATAACTCCTGAGCCAGGTTTCCGTCCCAAGGAGCTGAGATCTCTTACGAA
TTTGCTGCAGGCACTGCCCAAGCAGAACCTTATAGAGTGCATGTTTTCATTCACACCTGAACGGGTCA
TGCTTGTGAAAAAGAAGGCCATAGGAGGTGGAGAGCAAGGAGCCTTCTCTACCTTTGAGGCCATCAGC
GCTCACGTCTGGCGGTCTGTTACCAAAGCAAGAGGTCTTGATTCTCAAGTTACAACCAGGCTTTTAAC
CCCTCTGGACATGCGTAGGCGTCTAAACCATACTCTTCCCAAGGGTTACTTCGGTAATGCCATATGCT
TCGTTAGAGCCGAGGCAAAAGCCGGATACATCGTCAATAATTCTCTCTCGTACACTGCAAACTGCATT
CGTAAAGCTGTCGAAGGATTTTCTGAAACGTACTACAGCAAGGTTATCGCCTTTGCGCAGACTCATGA
AAATCCCCTTGTCATGAATGTGAATTGGGATGATAGTGAGGGTTGTGATGTATGCGTATCAAGCTGGG
TCCGATTTAACTTCATGAACCTGGATTTTGGCTCGGGGAATCCTATCTTCTGCAGCCCCGGGAAAAAC
CCTTACGATGGTGCAATACGTATTCTCCCAACAGACAAGGGCAATGGCCACATTAACATTTTCCTGGC
CCTGAAACCAGATCACATGAAGAAACTCATTTCGGATGCAGAGTTTCTCCTTGATGACTGA

bp

3000

h HCT2
000

Abbildung 92 Doppelverdau von pDrive[PpHCT2] mit Xhol und EcoRl, E. coli Klone 1-3.
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123456 789101112 @Jd

< HCT2

Abbildung 93 Doppelverdau von pRSET-C[PpHCT2] mit Xhol und EcoRl, E. coli Klone 1-12 (10 war nicht korrekt).

Die Proteinsequenz besitzt mit einem Molekulargewicht von 42,3 kDa 382 Aminosauren, der Pfeil
markiert die Stelle, an der in der DNA-Sequenz das Intron eingefligt war:

MPTDLLKNSVANTLSKEFYPIAGRLRKGSDGKLE IVCNNAGVEFVEATVDGSLDEFDGENPKLESELLD
PVPVPFGESFTEYPITYIQ|VTRFACGGVSLVITINHACVDGLSVNQFLTSWSEVARGLEMSNPPVHN
RTLLKVHITPEPGFRPKELRSLTNLLOALPKONLIECMEFSFTPERVMLVKKKAIGGGEQGAFSTFEATI
SAHVWRSVTKARGLDSQVTTRLLTPLDMRRRLNHTLPKGYFGNAICEFVRAEAKAGY IVNNSLSYTANC
IRKAVEGFSETYYSKVIAFAQTHENPLVMNVNWDDSEGCDVCVSSWVRENFMNLDEGSGNPIFCSPGK
NPYDGAIRILPTDKGNGHINIFLALKPDHMKKLISDAEFLLDD-

Interessant ist hier das Proteinalignment von PpHCT 1 und 2. Beide codierende Sequenzen sind zu
weiten Teilen identisch und scheinen denselben Ursprung zu haben. Sie unterscheiden sich zum
einen in der Lange, da HCT 1 51 Aminosduren langer ist. Diese Aminosauren finden sich vor dem
Intron, das heiBt, HCT 2 beginnt mit dem ersten Startcodon auf Exon 2 von HCT 1. Die Basensequenz
des 2. Exons von HCT 1 ist genauso lang wie die cDNA von HCT 2, ndmlich 1149 bp. Deshalb sind die
konservierten Bereich auch identisch (unterstrichen) Der andere Unterschied betrifft das Intron. Es
findet sich bei HCT 2 ein Q-Intron, aber es handelt sich um eine ganz andere intronische Sequenz als
bei HCT 1. Dies konnte wiederum mehrere Ursachen haben. Rensing et al. beschrieben eine
Genomduplikation bei Physcomitrella patens (Rensing et al. 2007). Dies konnte die Ursache der zwei
identischen CDS sein. Die Introns wiederum kdnnen von mobilen Elementen stammen, wie sie
vielfach seit dieser Genomduplikation auftreten konnten, etwa durch horizontalen Gentransfer von
anderen Organismen und durch Indel-Ereignisse. Spezifische Genduplikationen von BAHD-
Acyltransferasen wurden z.B. in der Pappel nachgewiesen (Tuominen et al. 2011). Auch Marion
Sander hat in ihrer Dissertation in Glechoma hederacea jeweils zwei Genkopien von HSTs, putativen
HQTs und RAS mit unterschiedlichen Proteinldngen gefunden. Bei der RAS war allerdings nur eine
von zwei Kopien aktiv, wahrend bei der HST beide aktiv waren und bei der putativen HQT keine
(Sander 2010).

Proteinalignment der Sequenzen PpHCT 1 und 2:

Pp HCT 1 MKVTKLEVSTVYPSERCEPHVMYLSGADHIVRPRHVPIFLFYRAREDGEQVMPTDLLKNS
Pp HCT 2 —m oo oo oo MPTDLLKNS

*kkk kK Kk Kk k)



Pp HCT 1 VANTLSKEFYPIAGRLRKGSDGKLEIVCNNAGVEEFVEATVDGSLDEFDGENPKLESELLDP

Pp HCT 2 VANTLSKFYPIAGRLRKGSDGKLEIVCNNAGVEFVEATVDGSLDEFDGEFNPKLEFSELLDP
- - Kodkk ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok kK ok ok ok ok kKK K ok ok ok kK K ko k ok kK Kk
Pp_HCT_l VPVPFGESFTEYPITYIQVTRFACGGVSLVITINHACVDGLSVNQFLTSWSEVARGLEMS
Pp HCT 2 VPVPFGESFTEYPITYIQVTRFACGGVSLVITINHACVDGLSVNQFLTSWSEVARGLEMS
- - Kok Kk ok ok k kK ok ok ok ok k kK ok ok ok ok k& K o ok ok ok k ko ok ok ok k& K o ok ok ok k kK o ok ok ok k kK ok ok ok k kK ok
Pp_HCT_l NPPVHNRTLLKVHITPEPGFRPKELRSLTNLLQALPKONLIECMFSFTPERVMLVKKKAI
Pp_HCT_Z NPPVHNRTLLKVHITPEPGFRPKELRSLTNLLQALPKONLIECMFSFTPERVMLVKKKAI
Kok ok ok ok k kK ok ok ok ok k kK ok ok ok ok k& K o ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK o ok ok ok kK ko ok ok ok kK K o ok
Pp_HCT_l GGGEQGAFSTFEAISAHVWRSVTKARGLDSQVTTRLLTPLDMRRRLNHTLPKGYFGNAIC
Pp_HCT_Z GGGEQGAFSTFEAISAHVWRSVTKARGLDSQVTTRLLTPLDMRRRLNHTLPKGYFGNAIC
Kdk ok ok ok kK dok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok k&K ok ok ok ok kK Kk ok ok kK K ko k ok kK K ok ok Kk
Pp_HCT_l FVRAEAKAGYIVNNSLSYTANCIRKAVEGFSETYYSKVIAFAQTHENPLVMNVNWDDSEG
Pp_HCT_Z FVRAEAKAGYIVNNSLSYTANCIRKAVEGFSETYYSKVIAFAQTHENPLVMNVNWDDSEG
Kok ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ok ok ok kK K ok ok ok kK K ok ok ok k kK ok ok ok kK K ko
Pp_HCT_l CDVCVSSWVRENFMNLDFGSGNPTFCSPGKNPYDGAIRILPTDKGNGHINIFLALKPDHM
Pp HCT 2 CDVCVSSWVRENFMNLDFGSGNPIFCSPGKNPYDGAIRILPTDKGNGHINIFLALKPDHM
- - Kk kkkkkkdkkhkkkhkkkkkhkhhkkhk  kokkkkkokokkkkk ok ok ok ok k k& Kok kkk k& Kok kkk k& kKK
Pp_HCT_l KKLISDAEFLLDD
Pp HCT 2 KKLISDAEFLLDD
- - Kk kK k kK kkkKkkk
¢) HCT3

Die gDNA-Sequenz von HCT 3 besitzt zwei Introns: Ein groRes (632 bp) Q-Intron und ein zweites
kleineres Intron (107 bp, beide fett). Die gDNA Sequenz ist 1972 bp lang.
ATGGCCGCCGCAAGTCAAGTTCAGTTGGATGTGACCATTAGGAAGCAGTCCATGGTGCGTCCCAGTGA
ACCGACACCAGAGAGAATACTCTGGAACTCAGGTTTGGACCTTGTCATTCCTAGAATCCACACGCAGA
GCGTGTATTTTTACAACAACAATGATGGAAGTGACGATTTCTTGAACCATGAGAAGCTTGCGGAGGCG
CTGGGCAAGACATTGGTGCCATTTTACCCCATGGCTGGCCGACTGAAACGGGGGGAAGGAGGAAGAGT
CGAGATTAACTGTAATGGAGAAGGAGTGCTTCTTGTCGAAGCTGAAGCAGATGCTAAGATTACTGATT
TCGGCGAGTTTGCTCCAGACCCCCGTTTTCGCCACCTCGTTCCTCAAGTGGACTACTCCCAAGAGATA
TCTTCGTTTCCGCTTCTGGTTCTCCAGGTTTGAGACTTCCTTCGTCCGTGTGCTACTTTGTGGGTGTG
GGTGCGAGATTTTTAAGCTCTAACACACCATAAATTTTCGTTTCAGATCACGTTCTTCAAATGCGGTG
GTGCGTCGCTAGGAGTGGGCATGCAGCATCACGTTGCAGATGGCATGTCTGGCCTTCACTGCGTCAAC
ACATGGTCGGAGATGGCGAGAGGGATCCCTCTCAAAGTTAAACCGTTTATTGACCGCACGTTGTTGAA
GGCGAACTCCCCTCCTAGACCCATGTTTCCTCACATTGAGTACCAACCTCCGCCCAGATTAATGAAAC
CTGAGAATTCTAAGTCGAATGGTAATGGTCATTCAAACGGCCATTCAAATGGTCTCGCAAATGGACAT
GCAAATGTTCACGCCAATGGACTTGCTAATGGTCACGCAAACGGCCATTCCAAAGGCCACGCGAATAA
TTATTCCAATGGTCACCACACCAACGGAATGGAGATTACGAATGGAGCCTTTCACACAAACGGGAATG
GGAATGGTGTCGTCAACGATTCTCATGTTGCAAACAGGAAGAGCAACGGAGCTCATATGGAGAACGGC
AACGGCAATGGTAACGGAGACTTCAACGAGAACCCATGAAAAACNAGGNCAGTGGAAATGGCAACAGT
GTCTGTGCTGGAGGCGGTCACAATCATGCTAATGGCAACGAAAACCAAAGTGCAGTGCAGTTGAACGT
CAAGAAGATGACGAATGGCGTTCACAATAGCAATGGTTCCACCAACGAAGAGGCTAAAGACGAGGACC
TGCCCATGGCTGTGCGTGTCTTCCGATTCACCAAAGAGCAATTGGCCACTTTGAAACGAATGGCAGTG
GAGGAGAAGGCCGATGTGACCTTCAGCAGCTACGAAATGCTGTCAGGCCACATCTGGAAATGCATCAC
GCAAGCTCGGAAGTTGGCAGAGTCTCAAGAAACCAAGCTTTTCGTCGCAACCGACGGCCGGTCGLGGL
TCAATCCGCCACTTCCGAAGGGCTACTTCGGCAATGTGATCTTCACTTGCACTCCTATTGCAACGGCT
GGGGAGTTGGTATCAAATCCAATAACATATGCTGCGAGAAAGGTAAGCATCACTCATTCAATTCCCGT
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CATGTTTTGGTTTCTTGAGCGGATGCACCTTGTTGCTCAGTTTGATCGCAACCCATGTCTCAGAATCA
TTGTCTGCCACAGATTCATGATTCGTTGGCGAGAATGAATGATGAATATTTGCGATCTGCACTTGACT
ACCTGGAGACGCAAGAGGATATCAGCAAACTCGTCCGCGGCGCACACCACTTCAATTCTCCAAACCTG
GGGATCACCTCCTGGGCGCGAATGCCCACTTACGACTGCGATTTTGGCTGGGGGAGACCGATTTTCAT
GGGACCAGCTACAATAGCCTATGAAGGATTGGTGTATGTGTTAGCCAGCCCTGTCAACGACGGAAGCT
TGAGCCTGTCCTTGGGCTTGAGATCCGACCACATGGACACATTTGCCAAACTAGTGGCATCCTTCTAA

Da diese Sequenz nicht als intronfreie Volllange amplifiziert werden konnte, sind die Untersuchungen
der codierenden Gensequenz und der Proteinsequenz auf theoretischer Basis. Am Ubergang
zwischen dem ersten Intron und dem zweiten Exon konnten zwei Basen nicht eindeutig sequenziert
werden. Fir das zweite Nukleotid bedeutet dies, dass das Codon fir Ala, Val, Gly, Asp und Glu
abgedeckt werden kann. Die Gensequenz ware 1233 bp lang, das unbekannte Nukleotid befindet sich
an Position 437 (N, fett).

Putative cDNA-Sequenz von PpHCT3:
ATGGCCGCCGCAAGTCAAGTTCAGTTGGATGTGACCATTAGGAAGCAGTCCATGGTGCGTCCCAGTGA
ACCGACACCAGAGAGAATACTCTGGAACTCAGGTTTGGACCTTGTCATTCCTAGAATCCACACGCAGA
GCGTGTATTTTTACAACAACAATGATGGAAGTGACGATTTCTTGAACCATGAGAAGCTTGCGGAGGCG
CTGGGCAAGACATTGGTGCCATTTTACCCCATGGCTGGCCGACTGAAACGGGGGGAAGGAGGAAGAGT
CGAGATTAACTGTAATGGAGAAGGAGTGCTTCTTGTCGAAGCTGAAGCAGATGCTAAGATTACTGATT
TCGGCGAGTTTGCTCCAGACCCCCGTTTTCGCCACCTCGTTCCTCAAGTGGACTACTCCCAAGAGATA
TCTTCGTTTCCGCTTCTGGTTCTCCAGGNCAGTGGAAATGGCAACAGTGTCTGTGCTGGAGGCGGTCA
CAATCATGCTAATGGCAACGAAAACCAAAGTGCAGTGCAGTTGAACGTCAAGAAGATGACGAATGGCG
TTCACAATAGCAATGGTTCCACCAACGAAGAGGCTAAAGACGAGGACCTGCCCATGGCTGTGCGTGTC
TTCCGATTCACCAAAGAGCAATTGGCCACTTTGAAACGAATGGCAGTGGAGGAGAAGGCCGATGTGAC
CTTCAGCAGCTACGAAATGCTGTCAGGCCACATCTGGAAATGCATCACGCAAGCTCGGAAGTTGGCAG
AGTCTCAAGAAACCAAGCTTTTCGTCGCAACCGACGGCCGGTCGCGGCTCAATCCGCCACTTCCGAAG
GGCTACTTCGGCAATGTGATCTTCACTTGCACTCCTATTGCAACGGCTGGGGAGTTGGTATCAAATCC
AATAACATATGCTGCGAGAAAGATTCATGATTCGTTGGCGAGAATGAATGATGAATATTTGCGATCTG
CACTTGACTACCTGGAGACGCAAGAGGATATCAGCAAACTCGTCCGCGGCGCACACCACTTCAATTCT
CCAAACCTGGGGATCACCTCCTGGGCGCGAATGCCCACTTACGACTGCGATTTTGGCTGGGGGAGACC
GATTTTCATGGGACCAGCTACAATAGCCTATGAAGGATTGGTGTATGTGTTAGCCAGCCCTGTCAACG
ACGGAAGCTTGAGCCTGTCCTTGGGCTTGAGATCCGACCACATGGACACATTTGCCAAACTAGTGGCA
TCCTTCTAA

Die konservierten Bereiche sind vorhanden, das HXXXDG Motiv ist erneut abgewandelt, statt des
Aspartats findet sich hier ein Asparagin (siehe auch HCT 3 aus Anthoceros agrestis (Abschnitt
VI.B.2.c)). Es konnen hier noch keine Aussagen zu moglichen Aktivitdtsanderungen durch diese
Veranderung besprochen werden. Das Protein ist 410 Aminosauren lang. Da die Aminosdure an
Position 146 nicht festgelegt werden kann (X, fett) kann das Molekulargewicht mit 45 kDa nur
angendhert werden.

Aminosduresequenz von PpHCT3:

MAAASQVQLDVTIRKQSMVRPSEPTPERILWNSGLDLVIPRIHTQSVYFYNNNDGSDDFLNHEKLAEA
LGKTLVPFYPMAGRLKRGEGGRVEINCNGEGVLLVEAEADAKITDFGEFAPDPRFRHLVPQVDYSQET
SSFPLLVLQ|XSGNGNSVCAGGGHNHANGNENQSAVQLNVKKMTNGVHNSNGSTNEEAKDEDLPMAVR
VFRFTKEQLATLKRMAVEEKADVTEFSSYEMLSGHIWKCITQARKLAESQETKLEVATDGRSRLNPPLP
KGYFGNVIFTCTPIATAGELVSNPITYAARK|IHDSLARMNDEYLRSALDYLETQEDISKLVRGAHHF

146



NSPNLGITSWARMPTYDCDEGWGRPIFMGPATIAYEGLVYVLASPVNDGSLSLSLGLRSDHMDTFAKL
VASF-

Der Blick auf das Alignment mit der Proteinsequenz Ppls22 22 138v6.1 der cosmoss Datenbank
zeigt an der Stelle ein Isoleucin, das dazugehorige Codon lautet ATC. Es kdnnte sich also bei dem
unbekannten Nukleotid der HCT 3 um ein Thymin handeln sodass ein Valin (GTC) codiert wird. Das
darauffolgende Codon wird in der Datenbank mit ACT (Threonin) angegeben, hier findet man jedoch
ein AGT (Serin). Es kénnten sich bei beiden Fallen um Punktmutationen handeln, die jedoch mit
hoher Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf Enzymstruktur und -Aktivitat haben. Da die Qualitat
einer Sequenzierung mit zunehmendem Abstand von der Primerbindestelle wieder abnimmt und sich
dieser fragliche Bereich in der Mitte einer langen Sequenz befindet, bedarf eine weitere
Sequenzierung eines eigenen Sequenzierprimers, der so gestaltet werden muss, dass diese
interessante Stelle in den Bereich guter Aufldsungen des Sequenzierchromatogrammes liegt.

Proteinalignement von HCT3 mit der Sequenz PP1s22_138:

HCT 3 MAAASQVQLDVTIRKQSMVRPSEPTPERILWNSGLDLVIPRIHTQSVYFYNNNDGSDDFL
Ppls22 138V6.1 MAAASQVQLDVTIRKQSMVRPSEPTPERILWNSGLDLVIPRIHTQSVYFYNNNDGSDDFEL

hhkhkhkhkhk kA hk Ak hkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhhkrhkkhkrhhkrkkhkhkxxkxk

HCT 3 NHEKLAEALGKTLVPFYPMAGRLKRGEGGRVEINCNGEGVLLVEAEADAKITDFGEFAPD
Ppls22 138V6.1 NHEKLAEALGKTLVPFYPMAGRLKRGEGGRVEINCNGEGVLLVEAEADAKITDFGEFAPD

hhkhhkhkhk kA hk Ak hkrAhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkkdxxkxk

HCT_3 PRFRHLVPQVDYSQEISSEFPLLVLQXSGNGNSVCAGGGHNHANGNENQSAVQLNVKKMTN
Ppls22 138V6.1 PRFRHLVPQVDYSQEISSFPLLVLQITGNGNSVCAGGGHNHANGNENQSAVQLNVKKMTN
- kA hkhkhkkhhkhkhkkhhkhkhkkhhkhhkhhhkkkx*kx%k :*********************************
HCT_3 GVHNSNGSTNEEAKDEDLPMAVRVFRFTKEQLATLKRMAVEEKADVTFSSYEMLSGHIWK
Ppls22 138V6.1 GVHNSNGSTNEEAKDEDLPMAVRVFRFTKEQLATLKRMAVEEKADVTFSSYEMLSGHIWK
- R i e I I i I b I b b I I I b I I b b b i b b I I b b I b b b I b b b I I b b I b b b b b b
HCT_3 CITQARKLAESQETKLEFVATDGRSRLNPPLPKGYFGNVIFTCTPIATAGELVSNPITYAA
Ppls22 138V6.1 CITQARKLAESQETKLFVATDGRSRLNPPLPKGYFGNVIFTCTPIATAGELVSNPITYAA
- R B I i I I I b I I I I I I b b b b b I I b b b I b b I b b I b b b b b b b b b b b
HCT_3 RKIHDSLARMNDEYLRSALDYLETQEDISKLVRGAHHENSPNLGITSWARMPTYDCDFGW
Ppls22 138V6.1 RKIHDSLARMNDEYLRSALDYLETQEDISKLVRGAHHENSPNLGITSWARMPTYDCDEFGW
- R I I I I I b I I b I I I b b i b b I I b b b I b b b I b b b b b b b b b b b b b b
HCT_3 GRPIFMGPATIAYEGLVYVLASPVNDGSLSLSLGLRSDHMDTFAKLVASF
Ppls22 138V6.1 GRPIFMGPATIAYEGLVYVLASPVNDGSLSLSLGLRSDHMDTFAKLVASF
- R I I I I I I I b e I b I b b I b b b I b b b b b b b b I b b b b b g
d) HCT4

HCT 4 besal® kein Intron, deshalb wurde die Amplifizierung mit gDNA als Templat durchgefiihrt. Es
gab zwei Punktmutationen (fett), die zu kleinen Veranderungen im Vergleich zu der cosmoss Sequenz
Ppls465 28V6.1 fiihren. Diese wurden in der gDNA Sequenz gefunden. Die cDNA Sequenz lieferte
hier keine eindeutige Base (N, fett). Im ersten Fall findet sich mit einem G im Codon ein Alanin statt
einem Threonin in der Proteinsequenz und im zweiten Fall ein Arginin statt einem Lysin (fett).

Sequenz von PpHCT4, Enzym ohne Lesekorrekturfunktion:

ATGGGGATCGATGAGGTCACGGAATCGGTTCCTCGAATGCGCATCATATCTTCAAAGACGTCCATTGT
GTACCTGGAATTTCCCGCGGAGCTCCATGTGTTATCCTGCTCCATCTGCGATAACTTTGTCCGTCCCA
CCCATGTGCGCACTCTGTATCTCTACCGAGAGACTTCTCCCGGTGCCAACGAGCATGTGACAACCAGG
CTGAAAGCAGCCCTAGCCAAGCTCTTGGTGGTGTTTTACCCCATGGCAGGGCGGGTCCGGCGAGCGGA
GGGGAACATCGGGTACGAAATCCACTGTAACAATAAGGGAGTGGTGTGGGTCGACGCCGAAGTGGATG
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GTACCATCGACGACTTCGAGAACTTCCAGCCAAATTACGTCTTCAACAAGTTATTAGTGCCCACGGTG
GACTACTCCGTGAGCATCGAATTCCAGCCCGTGCAGATCATTCAAATCACCAAGTTTCAATGCGGCGG
CTTCGCGCTGGGAATGGCCAACCATCACACCGTCGCCGACGGCATCTCTGCTCACAACTTCATGGCGT
CGTGGACAGAACTGGTCCGCGGGGAGCAGATCTCGCAACTGCCTAACTACGACCACCACCTGCTCTCT
TCAATGGGACGTGCCAAGCCCGACACTTGTCCCAGAGAGCTCCGGCTCCGACCCAAGGTAATGGAGCC
GCCGCCAACGCGCAAAATGGTGGAGAGGTTGTTCACCTTCACTCCCGAGATGCTGAAGAAGATCAAGG
CCGAGGCTCTAGTGACGGAAGTTTGGGCTCATTCACCACTTTCGAAAGCCTGTCTGCGCACCTCTTTA
GAGCGGTAATCCGAGCCAAGGGCTGCGCTGATTCGGAGGAAGCCAGATTTTTCACCGCTATGGACGCC
AGAAAGCGAATCAAGCCCAATTTGCCGGAGGGCTACTTCGGCAACGCGATCATCTTCACATGCATGCC
TGCGAAGGTCTGCGACATCCTGGAGAGGCCTCTGTCGTTCTCAGCGCAACTGGTTCGAGAAAGTGTCG
TGAAGATGACGGACGAGTATGTAAAATCTTCCTGGGCGTGGTGCGAGGCGCAGGAGCATCTCACCATG
AGCTCCATCAACCTCATGGGTAACGACATCTCCTCCGCGGGTTGGTTCCGGATGCCATTCTATGATAC
CGACTTCGGGTTCGGGAAGCCAGTGTTTGCAGGACCTGCTGACAATCCCTATAATGGCTGCATTCTGA
TGCTGCCCAGTCACATTGGACCTAAAGCTATCAATGTATTCATGGCGTTGTGGAGAGAAGACATGGAG
AGGTTGATGGCAGACAGCGATTTTCTCGTGACCAGCCAAGTGAATCGATCCAATATTTCCTGTGCAGA
GTAG

Codierende Sequenz ist 1365 bp lang, Enzym mit Lesekorrekturfunktion (Abb. 94 und 95):
ATGGGGATCGATGAGGTCACGGAATCGGTTCCTCGAATGCGCATCATATCTTCAAAGACGTCCATTGT
GTACCTGGAATTTCCCGCGGAGCTCCATGTGTTATCCTGCTCCATCTGCGATAACTTTGTCCGTCCCA
CCCATGTGCGCACTCTGTATCTCTACCGAGAGACTTCTCCCGGTGCCAACGAGCATGTGACAACCAGG
CTGAAAGCAGCCCTAGCCAAGCTCTTGGTGGTGTTTTACCCCATGGCAGGGCGGGTCCGGCGAGCGGA
GGGGAACATCGGGTACGAAATCCACTGTAACAATAAGGGAGTGGTGTGGGTCGACGCCGAAGTGGATG
GTACCATCGACGACTTCGAGAACTTCCAGCCAAATTACGTCTTCAACAAGTTATTAGTGCCCACGGTG
GACTACTCCGTGAGCATCGAATTCCAGCCCGTGCAGATCATTCAAATCACCAAGTTTCAATGCGGCGG
CTTCGCGCTGGGAATGGCCAACCATCACACCGTCGCCGACGGCATCTCTGCTCACAACTTCATGGCGT
CGTGGACAGAACTGGTCCGCGGGGAGCAGATCTCGCAACTGCCTAACTACGACCACCACCTGCTCTCT
TCAATGGGACGTGCCAAGCCCGACACTTGTCCCAGAGAGCTCCGGCTCCGACCCAAGGTAATGGAGCC
GCCGCCAACGCGCAAAATGGTGGAGAGGTTGTTCACCTTCACTCCCGAGATGCTGAAGAAGATCAAGG
CCGAGGCTCTAGGTGACGGAAGTTTGGGCTCATTCACCACTTTCGAAAGCCTGTCTGCGCACCTCTTT
AGAGCGGTAATCCGAGCCAAGGGCTGCGCTGATTCGGAGGAAGCCAGATTTTTCACCNCTATGGACGC
CAGAAAGCGAATCAAGCCCAATTTGCCGGAGGGCTACTTCGGCAACGCGATCATCTTCACATGCATGC
CTGCGAAGGTCTGCGACATCCTGGAGANGCCTCTGTCGTTCTCAGCGCAACTGGTTCGAGAAAGTGTC
GTGAAGATGACGGACGAGTATGTAAAATCTTCCTGGGCGTGGTGCGAGGCGCAGGAGCATCTCACCAT
GAGCTCCATCAACCTCATGGGTAACGACATCTCCTCCGCGGGTTGGTTCCGGATGCCATTCTATGATA
CCGACTTCGGGTTCGGGAAGCCAGTGTTTGCAGGACCTGCTGACAATCCCTATAATGGCTGCATTCTG
ATGCTGCCCAGTCACATTGGACCTAAAGCTATCAATGTATTCATGGCGTTGTGGAGAGAAGACATGGA
GAGGTTGATGGCAGACAGCGATTTTCTCGTGACCAGCCAAGTGAATCGATCCAATATTTCCTGTGCAG
AGTAG
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3000

<1000 HCT4

Abbildung 94 Doppelverdau von pDrive[PpHCT4] mit Pvull und Hindlll, E. coli Klone 1-5.

HCT4

Abbildung 95 Doppelverdau von pRSET-C[PpHCT4] mit Pvull und Hindlll, E. coli Klone 1-4.

Die Proteinsequenz besitzt mit einer Lange von 454 Aminosauren ein Molekulargewicht von 51,1
kDa. Die konservierten Bereiche sind vorhanden und entsprechen den beschriebenen Variationen (St.
Pierre und de Luca 2000).

Aminosduresequenz von PpHCT4:
MGIDEVTESVPRMRITISSKTSIVYLEFPAELHVLSCSICDNFVRPTHVRTLYLYRETSPGANEHVTTR
LKAALAKLLVVFYPMAGRVRRAEGNIGYETHCNNKGVVWVDAEVDGTIDDFENFOPNYVENKLLVPTV
DYSVSIEFQPVQIIQITKFQCGGFALGMANHHTVADGISAHNFMASWTELVRGEQISQLPNYDHHLLS
SMGRAKPDTCPRELRLRPKVMEPPPTRKMVERLFTFTPEMLKKIKAEALGDGSLGSFTTFESLSAHLFE
RAVIRAKGCADSEEARFFTAMDARKRIKPNLPEGYFGNAIIFTCMPAKVCDILERPLSFSAQLVRESV
VKMTDEYVKSSWAWCEAQEHLTMSSINLMGNDISSAGWFRMPFYDTDFGFGKPVFAGPADNPYNGCIL
MLPSHIGPKAINVFMALWREDMERLMADSDFLVTSQVNRSNISCAE-

e) HCTS
HCT 5 konnte nicht aus gDNA isoliert werden. Deshalb kénnen keine Aussagen (ber Introns getroffen
werden. Die cDNA Sequenz weist 1509 bp auf (Abb. 96-97).
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cDNA-Sequenz von PpHCTS5:
ATGGGTTCGAACACGGATGAGAGCTCTAGTGTGATCGATAGTGGGGTCGTTCTCGAAGATAGACTGCA
AGGGAAATCGCTAGAGCACGTGCAAACGAGCTTCGTCGCGCCCTCCTCAGCAACGCCTAGTGAGAACG
AGTGGCTTTTGCTGGGGAAGCTGGACTACTTGTGGGTTCAGTATTACACCCCTATTATTTGCTCGTTC
CCAGCCTCGCAGTTCGGGTTTGGATCCGCAGCTGCTGTGGTGGAACGCCTGAGGGGCTCTTTAGCTGA
TGCGCTGGTTTTGTTCTACCCTCTGGCTGGGAGGGTGGTGACGAGCGATGGCCCTCCGAGGATCCATT
GCAACGATGCGGGTGCTGTTTTCACGGAAGCGAGCGTGGATGTGGAGCTTGTCGACCTCAAGATGGAC
GATTTCCAGCCTCAACCCTTGCTTTCGGGAATGGCAGCTGCGGGGTTTAAGTATTACCCTGCTCTTCC
GACGGTTGAGGGTGGTCTTCCAGCTCTTGTTGTACAGGTGACACATTTCAAGTGTGGGGGTATTACTT
TGGCAGTTAATTGGGCACATGGAGTTGCTGATGGCCGATCTGGTCTCCACTTCATGAAGTCTTGGTCC
GAAATTGGACGGGGCATGGAGGTGTCTCTACTCCCTTATCATCGGCGTGATTTAATTCAGCCAAGAAA
TCCTCCCGTTTCGACCAACCCCTTTAAGCCCGTGACGGTATCACCTGGTGCGGAAATTGCTTTGTCCA
ATACGACGACAGAGAACGGCAACTCGGACTCAAAAGAGTCTGTTGCAAATTCGGGAATTGGGTCAGAA
GCTAGAGGATCCGGAAGGACCTCAACGGCGGAAGAAACGAAGAAGAAATCCCATATCACACCGAAGGC
AATCGAGTTAACGAAGAATGACATAGCAAGCTTGAAGACGCATGCTTTGGAGCAGAATCCAAGTATGC
ATCTGTCAAGAGCAGACTGCGTCTCGACCCATTTGTGGCGCACCATAATCAAAGCTCGTAATCTTCCT
GGCAACGCAGTGACTCGGCTATGGGTTCACGTCGAGGGCAGGAAGATGCTGAACTTGCCACCCGGCTA
CTTCGGCAACGTGATTGGTATGATGACAGTGATAACCACTGCCAAGGAGCTTCGGGACAACCCATTTG
CATCCACCGCGAAGATAATCCATTCGTCGGTTGGTGCCATCACAGGCGAATGGTTTCAGGATCTTGTC
GACTTCGTCCAATTGATGACACCTGGTGCGTCACTCACGGGCAAGTACGCCCCGAAACCCGCCGGLCGA
AGTGGCGGTTTCATACCTCATCCATTTTCCTTTCTACGAGCTAGACTTTGGATTTGGTACTCCTGCAC
ATGCAATGCGCAACACCATGGGTGCGTGGGACGGACTGAATTTCATTCTGCCGAGCTCCTGTGGTCCA
GAGAATATGCTGCTCTTGGCAAACTTGGACCAAGACGTCTTGAACAGATTCGTCGCCATGGTTCACGA
CATCCCCGAGTAA

HCT5

Abbildung 96 Doppelverdau von pDrive[PpHCT5] mit Xhol und EcoRl, E. coli Klone 1-6.
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HCT5

Abbildung 97 Doppelverdau von pRSET-C[PpHCT5] mit Xhol und EcoRl, E. coli Klone 1-4.

Die Proteinsequenz ist mit 502 Aminosduren die langste der hier behandeltet HCTs aus
Physcomitrella patens. Das Molekulargewicht betragt 54,3 kDa. Die konservierten Bereiche sind hier
ohne nennenswerte Verdanderungen vorhanden.

Aminosauresequenz von HCT 5:
MGSNTDESSSVIDSGVVLEDRLOGKSLEHVQTSFVAPSSATPSENEWLLLGKLDYLWVQYYTPIICSF
PASQFGFGSAAAVVERLRGSLADALVLFYPLAGRVVTSDGPPRIHCNDAGAVFTEASVDVELVDLKMD
DFQPQPLLSGMAAAGEFKYYPALPTVEGGLPALVVQVTHFKCGGITLAVNWAHGVADGRSGLHFMKSWS
EIGRGMEVSLLPYHRRDLIQPRNPPVSTNPFKPVTVSPGAEIALSNTTTENGNSDSKESVANSGIGSE
ARGSGRTSTAEETKKKSHITPKAIELTKNDIASLKTHALEQNPSMHLSRADCVSTHLWRTIIKARNLP
GNAVTRLWVHVEGRKMLNLPPGYFGNVIGMMTVITTAKELRDNPFASTAKITHSSVGAITGEWFQDLV
DEFVQLMTPGASLTGKYAPKPAGEVAVSYLIHFPFYELDFGFGTPAHAMRNTMGAWDGLNFILPSSCGP
ENMLLLANLDQDVLNRFVAMVHDIPE-

2, Expression von Hydroxycinnamoyltransferasen

Die Expression der HCTs war auch hier mit Schwierigkeiten verbunden, da HCTs bei Expression in E.
coli haufig als Einschlusskdrperchen (inclusion bodies) vorliegen. Dies betraf HCT 1, welches bei einer
Konzentration von 1 mM IPTG und einer Temperatur von 24 °C + 2 °C lber 16 h induziert wurde
sowie HCT 5, welches bei 37 °C und einer IPTG Konzentration von 1 mM fur 5 Stunden induziert
wurde. Die anderen zwei HCTs wurden weder im LB Medium bei 24 °C lber Nacht noch im TB
Medium bei 37 °C und 5 Stunden exprimiert (Abb. 98-101). Ein weiterer Versuch, eine Expression von
HCT 1 zu erreichen, kann mit der Wahl einer geringeren IPTG-Konzentration in LB oder TB-Medium
bei 24 °C Gber Nacht unternommen werden. HCT 5 sollte mit 1 mM IPTG in TB-Medium 16 h bei 24 °C
induziert werden. Andernfalls kann eine Aufreinigung und Umfaltung der Einschlusskorperchen in
vitro vorgenommen werden. Dafiir kann man die Proteine durch fraktionierte Resuspension mit
einem denaturierenden Agens in hoher Konzentration (etwa Harnstoff oder Guandiniumchlorid)
|6sen und anschlieBend durch Dialyse renaturieren. Fiir die zwei anderen HCTs kénnen andere E. coli
Stamme verwendet werden, die bei noch kiihleren Temperaturen induziert werden. Falls dies
ebenfalls erfolglos ist, sollte die Anwendung eines eukaryotischen Expressionssystems in Erwagung
gezogen werden, da diese zwei Proteine offenbar komplexere Faltungen erfordern, zu denen E. coli
nicht in der Lage ist. Geeignet kdnnten dafiir Hefezellen sein, etwa Saccharomyces cerevisiae oder
Pichia pastoris.
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Abbildung 98 Heterolog exprimierte PpHCT1. Erwartet 48 kDa, LB-Medium, 1 mM IPTG, 25 °C, 16 h, U = unlésliche
Fraktion, L = 16sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GréBenmarker, E = Elutionsfraktionen.
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Abbildung 99 Heterolog exprimierte PpHCT2. Erwartet 42 kDa, LB-Medium, 1 mM IPTG, 25 °C, 16 h, U = unl6sliche
Fraktion, L = 16sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GréBenmarker, E = Elutionsfraktionen.
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Abbildung 100 Heterolog exprimierte PpHCT4. Erwartet 51 kDa, TB-Medium, 1 mM IPTG, 37 °C, 5 h, U = unlGsliche
Fraktion, L = 16sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GréBenmarker, E = Elutionsfraktionen.
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Abbildung 101 Heterolog exprimierte PpHCT1. Erwartet 54 kDa, TB-Medium, 1 mM IPTG, 37 °C, 5 h, U = unlGsliche
Fraktion, L = |6sliche Fraktion, D = Durchfluss, W = Waschfraktionen, M = GroBenmarker, E = Elutionsfraktionen.

3. Charakterisierung heterolog exprimierter
Hydroxycinnamoyltransferasen
Trotz der Tatsache, dass alle PpHCTs nicht in einer l6slichen Proteinfraktion erhalten werden
konnten, wurden Aktivitatstests sowohl mit dem bakteriellen Rohextrakt als auch nach Histag- und
PD-10-Aufreinigung durchgefiihrt, da das Vorhandensein von Einschlusskérperchen haufig mit einer
geringen Menge an korrekt gefaltetem Protein einhergeht. Dabei wurden die folgenden Akzeptoren
mit dem Caffeoyl-CoA Donor kombiniert:
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DL-4-Hydroxyphenylmilchsaure (pHPL)
DL-3,4-Dihydroxyphenylmilchsaure (DHPL)
D-Phenylalanin

L-Phenylalanin

Salicylsdure (2-Hydroxybenzoesaure)
3-Hydroxybenzoesaure
4-Hydroxybenzoesaure
2,3-Dihydroxybenzoesdure

Shikimisaure 2,4-Dihydroxybenzoesaure
Chinasaure DL-Apfelsdure
4-Hydroxybenzylalkohol D-Weinsaure
2-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol L-Weinsdure
3-(4-Hydroxyphenyl)-1-propanol DL- und meso-Weinsaure
3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-propanol D-Milchsaure

L-Milchsaure
DL-Milchsaure
L-Glutaminsaure

t-Zimtalkohol

Coniferylalkohol
3,4-Dimethoxy-Zimtalkohol
Anthranilsdure (2-Aminobenzoesdure)

Standardtest auf HCT-Aktivitdt mit heterolog exprimierten PpHCTs
Gesamtvolumen 125 pl

67,5 ul 0,1 M KPi-Puffer pH 7,0

12,5l 0,1 M DTT

10 pl 12,5 mM Ascorbinsdure

5 ul 20 mM Akzeptor (siehe oben, in 20% Ethanol)

2 ul 2,5 mM Caffeoyl-CoA

20 pl heterologes Enzym (Start)

30 Min (Inkubation, 30 °C) + 0 Min (Kontrolle/Eis)

Die HPLC Chromatogramme weisen darauf hin, dass kein neues spezifisches Produkt gebildet wurde.
Damit fielen samtliche HCT-Tests inklusive RAS, HQT und HST negativ aus. Obwohl
Einschlusskorperchen gebildet wurden, war die Menge des aktiven I6slichen Proteins zu gering, um in
nachweisbaren Mengen Produkte zu bilden, oder das Substrat der Enzyme war nicht unter den
verwendeten Substraten vertreten. Auch hier besteht die Moglichkeit, die Einschlusskérperchen
durch Extraktion und Renaturierung umzufalten oder andere Expressionssysteme anzuwenden. Eine
intensive phytochemische Analyse von Physcomitrella patens wirde hilfreich sein, die moglichen
Produkte des Enzymtests und damit die natiirlichen Substrate zu finden. Da es neben den 12
vorgestellten und finf ausgewdhlten HCTs noch eine Reihe weiterer BAHD-Acyltransferasen im
Physcomitrella Genom gibt, konnten auch diese interessante Kandidaten zur Erforschung des
Kaffeesdauremetabolismus sein.
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VI. Zusammenfassung
Biosynthese von Kaffeesdurederivaten im Ackerhornmoos Anthoceros agrestis und im Kleinen
Blasenmiitzenmoos Physcomitrella patens

Soheil Pezeshki

Rosmarinsdure gehort neben anderen Kaffeesdurederivaten zu den sogenannten Labiatengerbstoffen. Sie
stammen aus dem Stoffwechsel aromatischer Aminosduren und dienen der Pflanze als antivirales,
antibiotisches und fungizides Agens und als molluskizider FraRschutz. In Tierversuchen zeigen diese
Depside eine Reihe gesundheitsforderlicher Eigenschaften. Die Rosmarinsaurebiosynthese ist in Pflanzen
der Familie Lamiaceae aufgeklart. Sie erfolgt dort mit den Ausgangsstoffen L-Phenylalanin und L-Tyrosin,
welche mit fiinf I6slichen und drei ER-membrangebundenen Enzymen im Cytosol zur Rosmarinsaure
reagieren. Sie ist der Ester der Kaffeesdure und der 3,4-Dihydroxyphenylmilchsdure

Entscheidend an dieser Biosynthese ist die Rosmarinsdure Synthase (RAS), ein Enzym des
Sekundarmetabolismus, welches zu den Hydroxycinnamoyltransferasen (HCT) der Superfamilie der BAHD-
Acyltransferasen gehort. Es katalysiert die Veresterung von einem Molekil Coenzym A-aktivierter 4-
Cumarsaure mit einem Molekil 4-Hydroxyphenyllactat. Die RAS katalysiert damit sehr &hnliche
Reaktionen wie sie bei der Biosynthese von Chlorogensaure und Caffeoyl-Shikimat vorkommen. Auch
diese Enzyme sind HCTs. Daneben finden sich noch viele weitere Kaffeesdurederivate, die mit HCTs oder
mit Vertretern anderer Enzymfamilien synthetisiert werden.

Das Ackerhornmoos Anthoceros agrestis ist ein Vertreter der Familie Anthocerotaceae der Abteilung
Anthocerotophyta. A. agrestis kann Rosmarinsdaure und andere Kaffeesdureester in
Zellsuspensionskulturen akkumulieren. Damit gehoren die Hornmoose zu den urspriinglichsten Pflanzen,
die Rosmarinsdure herstellen koénnen. Die Rosmarinsdurebiosynthese ist im Ackerhornmoos noch
unerforscht.

Mittels Kulturcharakterisierungen von A. agrestis war es moglich, verschiedene vitale Parameter der
Zellsuspensionskultur in zwei verschiedenen Medien zu verfolgen. Dabei stellte sich heraus, dass die
Zellen gut 10% des Trockengewichts an Rosmarinsdure in CB-M Medium akkumulieren kénnen sowie bis
zu 5% in CB-2 Medium. In CB-M Medium wird das Rosmarinsdureglucosid bis zu 1% akkumuliert und in
CB-2 bis zu 3%. Die Mediums- (Leitfahigkeit, pH und Zuckergehalt) und Wachstumsparameter (Frisch-,
Trockengewicht, Proteingehalt) fielen in beiden Medien &hnlich aus, auch wenn es quantitative
Unterschiede gab. Diese Daten deuten darauf hin, dass der Stoffwechsel der Zellen zwischen Tag 3 und 6
am aktivsten ist.

Ferner wurden fiir zwei Enzyme des Rosmarinsaurestoffwechsels, der Tyrosin Aminotransferase (TAT) und
der Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) Aktivitdtstests mit Proteinproben aus dem Kulturverlauf
durchgefiihrt. Auch hier zeigte sich ein Maximum der spezifischen Aktivitat zwischen dem 3. und 6. Tag.
Flr eine der drei Genkopien der PAL wurde mit Hilfe genspezifischer Primer eine Expressionsanalyse
erstellt. Diese Daten decken sich mit dem Verlauf des Enzymaktivitatstests und der
Rosmarinsdaureakkumulation. Die Genexpression fiir drei HCTs aus A. agrestis ergab ein unterschiedliches
Verhalten in der Transkriptmenge im Verlauf der Charakterisierung, wobei sich die Expression der zweiten
HCT mit Daten einer semiquantitativen PCR fir die RAS aus der Rosmarinsdure-akkumulierenden
Lamiacee Melissa officinalis deckt.

Die kinetische Analyse der PAL und der TAT aus dem Proteinrohextrakt ergab einen apparenten Ky-Wert
der PAL fir L-Phenylalanin von 45,3 (nach Hanes-Wolf) bzw. 35,0 uM (nach Lineweaver-Burk) und einen
apparenten Ky-Wert der TAT fur L-Tyrosin von 7,1 (HW) bzw. 4,7 mM (LB) und fiir a-Ketoglutarat von 9,6
(HW) bzw. 4,5 mM (LB).
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Enzymtests zur Ermittlung der RAS-Aktivitdt blieben erfolglos. Dabei wurden verschiedene
Testbedingungen geandert, z.B. das Puffersystem und dessen pH, Enzym- und Substratmenge, die
Substrate der Reaktion, die Enzympraparation, die Inkubationstemperatur und die Cofaktoren sowie die
Detektion Giber HPLC und UV/VIS-Spektroskopie.

Durch Gensequenzalignments von codierenden Sequenzen verschiedener pflanzlicher Organismen, zum
groRen Teil von Sporenpflanzen, wurden degenerierte Primer fir die PCR von PAL, TAT und von HCTs
erstellt. Es wurden Mittelfragmente einer PAL und einer HCT gefunden. Diese konnten mit klassischer 3‘-
RACE und mit 5-SMARTer RACE PCR vervollstiandigt werden. Dabei stellte sich heraus, dass von beiden
Enzymen mehrere Gene in A. agrestis vorkommen. Insgesamt wurden vier Sequenzen von HCTs und zwei
Sequenzen fiir PAL im Hornmoos gefunden, davon waren zwei Sequenzen der HCTs vollsténdig. Eine
weitere Sequenz einer HCT wurde nach Daten des Anthoceros agrestis Genomsequenzierprojekts
(personlichen Mitteilung) als Volllangensequenz amplifiziert. Drei HCTs (1, 2 und 5) wurden erfolgreich in
Expressionsvektoren fir die Expression in E. coli eingebaut und E. coli damit transformiert. HCT 2 konnte
in hoher Ausbeute in E. coli exprimiert und extrahiert werden, wahrend HCT 1 nur als
Einschlusskorperchen vorlag. Der Enzymaktivitdtstest ergab fir keine der untersuchten
Bakterienproteinextrakte und Enzymaufreinigungen nach Affinitats- und
GroRenausschlusschromatographie eine Enzymaktivitdt mit verschiedenen Substratkombinationen.
Phylogenetische Untersuchungen ergaben eine klare Zuordnung der PAL und der HCTs aus A. agrestis zu
den homologen Enzymen aus anderen Sporenpflanzen.

Das Kleine Blasenmiitzenmoos Physcomitrella patens ist ein sequenziertes Laubmoos, das vielfaltige
Anwendungen in der Biotechnologie hat. Es gehort der Familie Funariaceae der Abteilung der Bryophyta
an. Obwohl in vielen Moosen verschiedene Kaffeesdurederivate bekannt sind, ist zu deren Biosynthese
und Vorkommen in Physcomitrella wenig bekannt. Es sind zwolf codierende Sequenzen fiir HCTs im
Genom von Physcomitrella verzeichnet, jedoch ist von diesen HCTs die Aktivitdat unbekannt. Von diesen
zwolf Sequenzen wurden nach Proteinsequenzalignments finf fiir eine Expression in E. coli ausgewahlt.
Diese wiesen hohe Sequenzdhnlichkeit mit HCTs aus anderen Pflanzen auf, die fiir die Bildung
niedermolekularer Kaffeesdureverbindungen verantwortlich sein kdnnten (Zwischen 31 und 53%
Sequenzahnlichkeit). Von den finf ausgewahlten konnten alle bis auf die dritte intronfrei amplifiziert und
damit flir Expressionsversuche verwendet werden. Die Expression von HCT 1 und 5 gelang nur in Form
von Einschlusskérperchen, wahrend die HCTs 2 und 4 nicht exprimiert werden konnten. Erneut wurden
mit dem  bakteriellen Rohextrakt und mit dem Reinprotein nach Affinitats- und
GroRenausschlusschromatographie Enzymaktivitatstest mit verschiedenen Kombinationen von Substraten
durchgefiihrt. Diese Tests blieben ebenfalls erfolglos.

Es bietet sich an, die Einschlusskérperchen der HCTs aus A. agrestis und P. patens aufzureinigen und in
vitro in native Form zu falten. AnschlieBend sollten die Aktivitatstests mit diesen Enzymen sowie der
korrekt gefalteten AaHCT2 wiederholt werden und Reaktionsprodukte mittels kombinierter LC/MS auf
Massen, die schwerer als Kaffeesaure sind, untersucht werden. HCTs, die gar nicht exprimiert wurden,
sollten flir eine Expression in einem anderen E. coli-Stamm oder in einer Hefe verwendet werden. Die
korrekten Vollldngensequenzen der PAL kdnnen mittels RACE-PCR Methoden ermittelt werden. Die
anschlieRende Expression in E. coli und Charakterisierung der Enzymaktivitdt sollten problemlos
verlaufen. Eine Amplifizierung und Charakterisierung der TAT und der anderen Enzyme der
Rosmarinsdurebiosynthese aus Anthoceros agrestis sollten mit Daten der Genomsequenzierung moglich
sein.
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VII. Summary
Biosynthesis of caffeic acid derivatives in the hornwort Anthoceros agrestis and in the moss
Physcomitrella patens

Soheil Pezeshki

Rosmarinic acid, amongst other caffeic acid derivatives, belongs to the so «called
,Labiatengerbstoffe”. They are derived from the metabolism of aromatic amino acids and are
important plant responses to herbivores as well as to viral, bacterial or fungal infections. In animal
and cell culture experiments these depsides showed interesting effects and it is reported, that they
are beneficial for human health.

The biosynthetic pathway of rosmarinic acid is elucidated in Lamiaceae. Its precursors are L-
phenylalanine and L-tyrosine, which are transformed to rosmarinic acid, an ester of caffeic acid and
3,4-dihydoxyphenyllactic acid, with five soluble cytosolic and three ER-membrane bound enzymes.
The key enzyme of this pathway is rosmarinic acid synthase (RAS). It is a
hydroxycinnamoyltransferase (HCT), which belongs to the superfamily of BAHD acyltransferases. It
catalyses the ester-forming reaction between the coenzyme A-activated 4-coumaric acid and 4-
hydroxyphenyllactic acid. This reaction is similar to other known HCT reactions responsible for the
formation of chlorogenic acid or caffeoylshikimic acid. There are many other caffeic acid derivatives
formed by HCTs or representatives from other enzyme families.

The hornwort Anthoceros agrestis, family Anthocerotaceae and division Anthocerophyta, can
produce and accumulate rosmarinic acid and other caffeic acid derivatives in cell suspension cultures.
Therefore A. agrestis is the earliest known land plant, which can produce rosmarinic acid. However,
the biosynthetic pathway of rosmarinic acid production in hornworts is not known.

By a culture characterisation of A. agrestis in different liquid media, it was possible to track different
vital parameters of the cell suspensions over a course of two weeks. A. agrestis can accumulate up to
10% of its dry weight in rosmarinic acid in CB-M medium and up to 5% in CB-2. The rosmarinic acid
glucoside can be accumulated up to 1% in CB-M medium and up to 3% in CB-2 medium. Though the
quantities may be different, the general tendencies of the medium (pH, conductivity, sugar content)
and growth (fresh weight, dry weight, protein content) parameter are comparable. The data indicate
that the cells reach maximum metabolic activity between day 3 and 6 after inoculation in fresh
medium. Furthermore, two enzymes of the rosmarinic acid biosynthetic pathway, as known in
Lamiaceae, were tested for their activity over the course of two weeks: tyrosine aminotransferase
(TAT) and phenylalanine ammonia-lyase (PAL). Here, too, the maximum of specific enzyme activity
was reached after day 3 and declined after day 6. For one of the three putative gene copies of PAL,
gRT-PCR with gene-specific primers showed similar expression levels as the enzyme activity and both
correlate with the amount of rosmarinic acid. Three HCTs were likewise analysed with qRT-PCR and
they showed three different expression patterns. Here HCT 2 of A. agrestis showed similar
tendencies as the RAS from Melissa officinalis, a rosmarinic acid accumulating Lamiaceae, which was
analysed via semiquantitative PCR in a comparable culture characterisation.

Kinetic assays of PAL and TAT from crude protein extracts showed apparent Ky-values of 45.3 (Hanes
Woolf) and 35.0 uM (Lineweaver-Burk) for L-phenylalanine for PAL. Apparent Ky-values of TAT for
tyrosine are 7.1 (HW) and 4.7 mM (LB) and for 2-oxoglutarate 9.6 (HW) and 4.5 mM (LB).

Enzyme assays to detect RAS activity remained unsuccessful. The assay conditions were changed,
regarding enzyme preparation methods and enzyme amounts, substrate and substrate

157



concentration, buffer system and pH, incubation temperature, addition of cofactors or detection
system via HPLC or UV/VIS spectroscopy.

Using alignments of coding gene sequences of various plants, mainly spore plants, degenerate
primers for PAL, TAT and HCT were designed. These primers were used for PCR, which generated
fragments of a PAL and a HCT. These fragments were completed with classical 3’-RACE and 5’-
SMARTer RACE techniques. During the work, various copies of both genes were found in A. agrestis.
Four sequences for HCTs and two sequences for PALs were found independently, two of these HCT
sequences were found as complete coding sequence. Another coding sequence of an HCT was
amplified using data from the Anthoceros agrestis genome sequencing project after a personal
notification. HCTs 1, 2 and 5 were successfully ligated in an expression vector and used for the
transformation of E. coli. While HCT 2 was expressed in E. coli in high yield, HCT 1 was only expressed
as inclusion bodies, HCT 5 was not expressed. Enzyme activity tests with both, crude bacterial extract
and purified enzyme after affinity and size exclusion chromatography, were negative with various
combinations of acceptor and donor substrates.

Phylogenetic analysis revealed distinct assignments of PAL and HCT from A. agrestis to homologous
enzymes from other spore plants.

The moss Physcomitrella patens, family Funariaceae and division Bryophyta, is a sequenced organism
and is broadly used in biotechnology. Though many caffeic acid derivatives are present in
bryophytes, their occurrence and biosynthesis in Physcomitrella is not known. Twelve HCTs are
known in Physcomitrella, all of which with unknown activity. Using protein alignments, five of these
HCTs were chosen, as they showed high sequence similarities (31-53%) to other HCTs with putative
or proven enzyme activity for the formation of caffeic acid derivatives. Four out of five could be
amplified with PCR without introns and could therefore be used for expression in E. coli. HCTs 1 and 5
were expressed as inclusion bodies, while HCTs 2 and 4 were not expressed at all. Enzyme assays
with crude bacterial extracts and purified enzyme were again negative for all tested combinations of
substrates.

It is possible to purify and refold the HCTs from A. agrestis and P. patens in vitro and use the native
enzyme along with HCT 2 again for activity tests. Reaction products can be analysed with LC/MS.
Products with molecular weights higher than caffeic acid should be isolated and identified. HCTs,
which were not expressed with the tested conditions, could be used for expression in other E. coli
strains or in yeasts. The correct full-length sequence of PAL can be determined with RACE methods.
Amplification and characterisation of TAT as well as the other enzymes of rosmarinic acid
biosynthesis in Anthoceros agrestis should be manageable in future.
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IX. Anhang
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Abbildung 1 Agarose-Gelelektrophorese von RNA Proben 1-8 aus 5 Tage alten Anthoceros agrestis Zellen.

5153565961N

HCT

Abbildung 2 Agarose-Gelelektrophorese von PCR von AaHCT mit cDNA Templat und Ac-HCT-f und Ac-HCT-r
(Konzentration der Primerl6sung 100 uM). Gradient 51-61 °C, N = Negativkontrolle ohne Templat, erwartet 700 bp,
erhalten 860 bp.

PAL

Abbildung 3 Agarose-Gelelektrophorese von nested-PCR von AaPAL mit PCR-Produkt-Templat AcPAL-F2 und AcPAL-R2
(Konzentration der Primerl6sung 100 pM). Gradient 56-62 °C, N = Negativkontrolle ohne Templat, erwartet 600 bp,
erhalten 600 bp.
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Abbildung 4 Agarose-Gelelektrophorese von 3'- und 5'-RACE PCR von AaHCT nach Scotto-Lavino (Scotto-Lavino et al.
2007a, 2007b). 1: Q, und AcHCT_3GSP1, 2: Q; und AcHCT_3GSP2, 3: Q, und AcHCT_5GSP1, 4: Q; und AcHCT_5GSP2,
Konzentration der Primerlosung 10 pM, Temperatur 53 °C.
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3000
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Abbildung 5 Agarose-Gelelektrophorese von 3'- und 5'-RACE PCR von AaPAL nach Scotto-Lavino (Scotto-Lavino et al.
2007a, 2007b). 1: Q, und AcPAL-5GSP2, 2: Q; und AcPAL-5GSP1, 3: Q, und AcPAL-3GSP2, 4: Q; und AcPAL-3GSP1,
Konzentration der Primerlosung 10 pM, Temperatur 53 °C.

HCT1 HCT1 HCT2 HCT2 PAL PAL
25..:40: 255401425 . 40,
o= -

Abbildung 6 Agarose-Gelelektrophorese von SMARTer-RACE PCR von AaHCT1, HCT2 und PAL nach 25 und 40 Zyklen.
Konzentration der Primerlosung 10 pM, je USP plus Aa_5’GSP_HCT_1 (HCT1), AaHCT5-GSP2 (HCT2) und Aa_5’GSP_PAL
(PAL), Temperatur 63 °C.
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Abbildung 7 Agarose-Gelelektrophorese der inversen PCR von AaHCT1 nach Amplifizierung des linearisierten Produkts.
Konzentration der Primerlsung 10 uM, HCTinv-f und HCTinv-r, Gradient 60-66 °C, N = Negativkontrolle ohne Templat.
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Abbildung 8 Agarose-Gelelektrophorese der RAGE-PCR von AaHCT mit gDNA. Konzentration der Primerlsung 100 pM, Q;
und AaHCT5-GSP2, Proben 1-4 nach Smal-Verdau, 5-8 nach EcoRV-Verdau, 9-12 nach Dral-Verdau, 1, 5, 9: 50 °C; 2, 5, 10:
51°C; 3,7,11: 53 °C; 4, 8 und 12: 56 °C.
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<500 Dig-Sonde PAL

Abbildung 9 Agarose-Gelelektrophorese der Digoxigeninsonden von PAL (Konzentration der Primerlésung 10 uM, AcPAL-
3GSP1 und AcPAL-5GSP1) und HCT (Konzentration der Primerlosung 10 uM, AcHCT_3GSP1 und AcHCT_5RT). Templat
cDNA, Temperatur 57 °C.
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Abbildung 10 Agarose-Gelelektrophorese von je 35 pg gDNA aus Anthoceros agrestis nach Restriktionsverdau mit Kpnl
bzw. Xbal.

— Dig-Sonde HCT
Dig-Sonde PAL

Abbildung 11 Réntgenfilm des Southern Blots der HCT und PAL aus Anthoceros agrestis mit Kontrollproben der Dig-
Sonden.
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Abbildung 12 Touchdown-PCR Produkte von AaHCT1 aus gDNA nach Restriktionsverdau. Konzentration der Primerlosung
100 uM, AcHCT_3GSP1 und AcHCT_5GSP1, 1-8: Kpnl-Verdau, 1‘-8‘: Xbal-Verdau, erwartet 1000 bp, erhalten 1000 bp.
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Abbildung 13 Kolonie-PCR von pGEM-4Z[AaHCT1] in E. coli Kolonien 1-20. Konzentration der Primerlosung 100 pM,
AcHCT_3GSP1 und AcHCT_5GSP1, erwartet 1000 bp, erhalten 1000 bp.
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Abbildung 14 Xbal-Verdau von pGEM-4Z[AaHCT1] aus E. coli Kolonien 1-20.
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Abbildung 15 qRT-PCR von Actin fiir Tage 0-14.
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Abbildung 16 Schmelzkurven der qRT-PCR Produkte fiir die Tage 0-14.
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Abbildung 17 qRT-PCR Kalibriergerade fiir Actin.
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Abbildung 18 gqRT-PCR Kalibriergerade fiir GAPDH.
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Abbildung 19 gRT-PCR Kalibriergerade fiir AaPAL2.
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Abbildung 20 qRT-PCR Kalibriergerade fiir AaHCT1.
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Abbildung 21 gRT-PCR Kalibriergerade fiir AaHCT2.
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Abbildung 22 gRT-PCR Kalibriergerade fiir AaHCT5.
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