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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1.  LINUM-ARTEN

Die Pflanzen der Gattung Linum gehdren zur Familie der Linaceae (Leingewachse) bzw. der
Unterfamilie Linoideae. Innerhalb der Familie Linaceae bildet diese Gattung die grof3te Gruppe
mit ca. 180 verschiedenen Spezies (McDill et al., 2009; McDill und Simpson, 2011), die
weltweit verbreitet sind. Die Gattung wurde aufgrund verschiedener Merkmale, wie dem
Aussehen der Bluten und Blatter, in verschiedene Sektionen eingeteilt. Dazu gehdren die
Sektionen Linum, Dasylinum, Linastrum bzw. Linopsis, Cathartolinum und Syllinum (Winkler,
1931; Ockendon und Walters, 1968; Diederichson und Richards, 2003; Dressler et al., 2014).
Bekanntester Vertreter der Gattung ist Linum usitatissimum (siehe Abbildung 1) aus der
Sektion Linum. Der Echte Lein oder Flachs ist weltweit verbreitet und dient als Material zur
Herstellung von Textilien. Neben der Produktion von Leinél kommen die Samen dieser Pflanze
haufig in der Phytotherapie zum Einsatz. Die Leinsamen (Abbildung 2) werden vorwiegend bei
chronischer Obstipation eingesetzt, kbnnen aber auch bei Reizdarmsyndrom (Colon irritable),
Divertikulitis und bei Gastritiden oder Enteritiden angewendet werden. Fir die Wirkung
verantwortlich sind die enthaltenen neutralen und sauren Schleimpolysaccharide und
unldsliche Ballaststoffe. Diese Stoffe wirken durch Quellung anregend auf die Darmperistaltik

und bilden zudem eine unterstitzende Schleimschicht.

ABBILDUNG 1 ABBILDUNG 2

Linum usitatissimum (aus Heilpflanzenpraxis heute Leinsamen (aus  Mikroskopischer  Farbatlas
(Baumler, 2007)) pflanzlicher Drogen (Rahfeld, 2017))
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Leinsamen enthalten auflerdem Lignane, die auch biologische Aktivitat zeigen, wie z.B.
Secoisolariciresinol und Matairesinol und ihre Glycoside. Im Kérper werden die Lignane durch
Darmbakterien zu den hormonahnlichen Phytoestrogenen Enterodiol bzw. Enterolacton
umgewandelt. Diese besitzen einen hemmenden Effekt auf das Tumorwachstum,
insbesondere bei hormonabhangigen Tumoren (Adlercreutz, 1995; Thompson, 1998).

Fir die vorliegende Arbeit wurden Suspensionskulturen von Linum nodiflorum, Linum album
und Linum flavum untersucht, die innerhalb der Gattung der Sektion Syllinum zugeordnet sind.
Linum nodiflorum (Knotenblitiger Lein) (Abbildung 3) ist oft im mediterranen Raum
anzutreffen. Es handelt sich um eine einjahrige Pflanze, die gelbe Bliten hat und 10-50 cm
grol3 werden kann. Der Weilke Lein, Linum album, ist ebenfalls eine einjahrige Pflanze
(Abbildung 4). Sie besitzt weilRe Bluten und ist vorwiegend im iranischen Raum verteilt. Bei
der letzten Pflanze handelt es sich um Linum flavum, den Gelben Lein, der vor allem in Europa
und Asien wachst. Bezlglich der Inhaltsstoffe sind neben fettem Ol auch Lignane zu finden.
Interessant ist unter anderem der Gehalt an Aryltetralinlignanen, die z.B. in der Krebstherapie
Anwendung finden (siehe 1.3.4). Alle beschriebenen Linum-Arten produzieren diese Lignane.
Die Literatur zeigt, dass Suspensionskulturen von Linum album (Smoliny et al., 1992, 1998)
vor allem Podophyllotoxin produzieren kénnen, wahrend bei L. nodiflorum (Konuklugil et al.,
1999) und L. flavum (Wichers et al., 1990, 1991; van Uden et al., 1990) hauptsachlich
6-Methoxypodophyllotoxin akkumuliert wird.

ABBILDUNG 3

Linum nodiflorum (zur Verfligung gestellt
von M. Petersen)

Linum album Ky. ex Boiss. — Rucu. 30400

ABBILDUNG 4
Linum album (Rechinger, 1974)

2
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1.2. ZELLKULTUREN

Pflanzliche Zellkulturen kdénnen zu verschiedenen Zwecken angelegt werden. Sie dienen
einerseits der Erforschung unbekannter Biosyntheseschritte von Naturstoffen. Andererseits
werden sie zur biotechnologischen Produktion von Sekundarstoffen oder durch
Transformation auch zur Herstellung von Antikrpern bzw. Proteinen eingesetzt (Alfermann
und Petersen, 1995; Hellwig et al., 2004; Wilson und Roberts, 2012).

Zellkulturen kdnnen aus allen Pflanzenorganen, d.h. Blattern, Stangeln oder Wurzeln und aus
keimenden Samen angelegt werden. Die Objekte werden nach Oberflachensterilisation in
Stlicke geschnitten und auf ein Medium gesetzt, welches Hormone enthalt. Es bilden sich
undifferenzierte Zellen, die Kallus genannt werden. Bringt man diese Zellen in flissiges
Medium, bilden sich kleinere Zellaggregate, die unter Schitteln mit genigend Sauerstoff
versorgt werden. Diese Kulturen werden als Zellsuspensionskulturen bezeichnet (siehe
Abbildung 5). Zur Erhaltung der Kulturen werden sie regelmafig auf bzw. in neues Medium
uberflhrt.

ABBILDUNG 5

Zellsuspensionskultur von Linum nodiflorum

Vorteile der pflanzlichen Zellkulturen gegenuber den differenzierten Pflanzen sind z.B. die
Unabhangigkeit von Wetterbedingungen und das schnellere Wachstum. Trotz der Vorteile
treten aber haufig Probleme mit einer nachlassenden oder niedrigen Produktion der
gewunschten Produkte auf. Zudem gibt es Zellkulturen, die keine der Naturstoffe enthalten,
die in der eigentlichen Pflanze zu finden sind. Diese Tatsache macht eine kommerzielle
Nutzung von Zellkulturen zur Gewinnung bestimmter Stoffe zu einer Herausforderung,
dennoch konnte dieses Ziel fir einige Substanzen erreicht werden. Zu den Beispielen bereits

erfolgreich kommerziell genutzter pflanzlicher Zellkulturen gehdren u.a. Lithospermum

3
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erythrorhizon zur Herstellung von Shikonin oder die Produktion von Paclitaxel aus Kulturen
von Taxus chinensis v. marei durch Phyton Biotech (https://phytonbiotech.com/apis/paclitaxel/
(Phyton Biotech); (Alfermann und Petersen, 1995; Kolewe et al., 2008; Weathers et al., 2010;
Wilson und Roberts, 2012). In 2012 wurde zudem von der FDA ein rekombinantes Protein
(Taliglucerase alfa, Elelyso®) zugelassen, welches aus pflanzlichen Zellkulturen gewonnen
wird (http://protalix.com, Protalix Biotherapeutics). Elelyso® wird zur

Enzymsubstitutionstherapie bei Morbus Gaucher eingesetzt.

1.3. LIGNANBIOSYNTHESE

In der Pflanzenwelt sind Lignane weit verbreitet und dienen in der Pflanze vor allem dem
Schutz vor Schadlingen (Lewis und Davin, 1999; Harmatha und Dinan, 2003; Gao et al., 2004).
Von Bedeutung fur die Forschung sind Lignane durch ihre biologische Aktivitat (siehe 1.3.4).
Als Lignane bezeichnet man Phenylpropanoide, die einen dimeren CsC3-Kbrper besitzen und
uber C8-C8‘ gekoppelt sind. Phenylpropandimere, bei denen eine Verknupfung der CsCs-
Kdrper nicht Uber diese C8-C8'-Kopplung erfolgt, nennt man Neolignane. Zusatzlich existieren
Oxyneolignane, bei der die Verknupfung der Monomere nicht Uber ein Kohlenstoff-Atom,
sondern Uber ein Ether-Sauerstoff-Atom auftritt (Moss, 2000).

Lignane kénnen allgemein in acht verschiedene Untergruppen eingeteilt werden. Diese sind
die Arylnaphthalen- (z.B. Dehydropodophyllotoxin), Aryltetralin- (z.B. Podophyllotoxin),
Dibenzocyclooctadien- (z.B. Steganacin), Dibenzylbutan- (z.B. Secoisolariciresinol),
Dibenzylbutyrolactol- (z.B. Cubebin), Dibenzylbutyrolacton- (z.B. Matairesinol), Furan- (z.B.
Lariciresinol) und Furofuran-Lignane (z.B. Pinoresinol) (Umezawa, 2003). Interessant sind vor
allem das Aryltetralinlignan Podophyllotoxin und seine Derivate, die medizinisch angewendet
werden (siehe 1.3.4). Die Biosynthese von Podophyllotoxin kann in zwei Abschnitte geteilt
werden. Diese sind die frihen und spaten Schritte der Biosynthese. Im Fall der frihen Schritte
konnten alle teiinehmenden Enzyme und die Reihenfolge der Reaktionen aufgeklart werden.
Die spaten Schritte sind jedoch noch nicht komplett bekannt und sind deshalb fir weitere
Untersuchungen von Interesse. In den folgenden Kapiteln werden die beiden Abschnitte

ausfuhrlich dargestellt.

1.3.1. Frihe Schritte der Lignanbiosynthese

Ausgangspunkt der Biosynthese von Aryltetralinlignanen ist Coniferylalkohol, welches aus
dem allgemeinen Phenylpropanoid-Biosyntheseweg stammt. Dieser startet mit der Umsetzung
4



1. Einleitung

der Aminosaure L-Phenylalanin zu t-Zimtsdure durch die Phenylalanin Ammoniak-Lyase.
Nach der Bildung von 4-Cumarsaure, katalysiert durch die Zimtsaure 4-Hydroxylase, wird
dieses in mehreren Schritten u.a. durch die 4-Cumarat CoA-Ligase und die
Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat/Chinat Hydroxycinnamoyltransferase zu Caffeoyl-CoA
umgesetzt. Anschliefiend erfolgt die Umwandlung zu Feruloyl-CoA durch die Caffeoyl-CoA
O-Methyltransferase und dann wird Uber Coniferaldehyd mittels der Cinnamoyl-CoA
Reduktase und der Cinnamylalkohol Dehydrogenase Coniferylalkohol hergestellt (Dixon et al.,
2001; Ferrer et al., 2008; Umezawa, 2010).

Der gebildete Coniferylalkohol wird zu Beginn der Lignanbiosynthese unter Dimerisierung zu
(+)-Pinoresinol (Abbildung 6). Dieser Reaktionsschritt wird durch eine Oxidase und ein
dirigierendes Protein katalysiert. Die Oxidase ist fur die Radikalbildung zustandig, wahrend
das dirigierende Protein flr eine stereospezifische Kopplung der Coniferylalkohol-Monomere
sorgt. Das dirigierende Protein wurde erstmals in Forsythia intermedia entdeckt, isoliert und
sequenziert (Davin et al., 1997; Gang et al., 1999). Die nachsten beiden Reaktionen werden
von der Pinoresinol/Lariciresinol-Reduktase (PLR) durchgefiihrt. Dabei entsteht zunachst das
(+)-Lariciresinol und danach das (-)-Secoisolariciresinol. Auch hierbei handelt es sich um
stereospezifische Reaktionen, die ebenfalls zuerst in Forsythia-Species nachgewiesen
wurden (Chu et al., 1993; Dinkova-Kostova et al., 1996). Dieses Enzym konnte auch aus Linum
album und Linum usitatissimum isoliert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die PLR
aus Linum usitatissimum, im Gegensatz zu der PLR aus Linum album und Forsythia
intermedia, zu den Produkten (-)-Lariciresinol bzw. (+)-Secoisoresinol fuhrt (Heimendahl et al.,
2005). (-)-Secoisolariciresinol wird im anschlieBenden stereospezifischen Reaktionsschritt
durch die NAD-abhangige Secoisolariciresinol Dehydrogenase zu (-)-Matairesinol umgesetzt.
Erstmals wurde dieses Enzym in Forsythia intermedia entdeckt und isoliert. Zudem konnte das
Enzym aus Podophyllum peltatum isoliert werden (Umezawa et al., 1991; Xia et al., 2001).

In Linum flavum konnte ein Ablauf der frihen Schritte der Lignanbiosynthese nachgewiesen

werden, der dem aus Forsythia intermedia entspricht (Xia et al., 2000).
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ABBILDUNG 6

Ablauf der Reaktionen der friihen Schritte der Lignanbiosynthese mit den beteiligten Enzymen.

1.3.2. Spate Schritte der Lignanbiosynthese

Betrachtet m an die spaten Schritte der Lignanbiosynthese (Abbildung 7), sind die meisten
Reaktionen unbekannt. Nur ein paar Enzyme konnten bisher identifiziert werden, aber der
generelle Ablauf der Synthese von Podophyllotoxin oder 6-Methoxypodophyllotoxin ist unklar.
Hinweise auf eine Reihenfolge der Reaktionen lieferten verschiedene Fltterungsexperimente.
Durch Futterung von radioaktiv markiertem Matairesinol bzw. Yatein an Podophyllum-Arten
konnte gezeigt werden, dass diese Vorstufen von Podophyllotoxin sind (Kamil und Dewick,
1986b; Broomhead et al., 1991). Mit dem Fulttern von markiertem Desoxypodophyllotoxin
(DOP) an Podophyllum hexandrum wurde dieses ebenfalls als Vorstufe von Podophyllotoxin
und R-Peltatin identifiziert (Jackson und Dewick, 1984b; Kamil und Dewick, 1986a). Im Fall
von 6-Methoxypodophyllotoxin (MPTOX) wurde fur Linum flavum beschrieben, dass dieses
nicht direkt aus Podophyllotoxin gebildet werden kann, sondern DOP ebenfalls eine Vorstufe
von MPTOX ist (van Uden et al., 1993; van Uden et al., 1995). Sakakibara et al. (2003) zeigte
in Anthriscus sylvestris, dass radioaktiv markiertes Matairesinol Uber Thujaplicatin,
5-Methylthujaplicatin und 4,5-Dimethylthujaplicatin in Yatein umgesetzt wird. Zudem

beschrieben Sakakibara et al. (2003) einen zweiten Reaktionsweg von Matairesinol Gber
6
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Pluviatolid zu Bursehernin (5-Desmethoxyyatein). In Podophyllum hexandrum und
Podophyllum peltatum wurden Cytochrom P450-Enzyme gefunden und isoliert, welche flr die
Umsetzung zu Pluviatolid verantwortlich sind. Diese Enzyme CYP719A23/24 katalysieren die
Bildung des Methylendioxy-Rings (Marques et al., 2013). Die Identifizierung der CYP-Enzyme
und des Biosynthesewegs zu Desmethylepipodophyllotoxin (Lau und Sattely, 2015); siehe
Abschnitt 1.3.3) stimmen mit den Ergebnissen von Sakakibara et al. (2003) tberein.

Fir Matairesinol wurde noch eine weitere Reaktion beobachtet, die nicht direkt an der
Biosynthese von Podophyllotoxin beteiligt ist. Dabei handelt es sich um eine Methylierung, die
entweder zu Arctigenin oder Isoarctigenin  fihrt (Abbildung 8). Matairesinol
O-Methyltransferasen wurden aus Carthamus tinctorius (CtMROMT) und Anthriscus sylvestris
(AsMROMT) isoliert und bilden Arctigenin, wahrend die isolierte Methyltransferase aus
Forsythia koreana (FKMROMT) Isoarctigenin bildet (Umezawa et al., 2013; Ragamustari et al.,
2014).

Eine weitere Methyltransferase, die aus Anthriscus sylvestris isoliert und charakterisiert wurde,
ist die Thujaplicatin O-Methyltransferase (AsTJOMT). Dieses Enzym setzt Thujaplicatin zu
5-O-Methylthujaplicatin um (Ragamustari et al., 2013).

Die Umsetzung von DOP zu R-Peltatin durch die Hydroxylierung an Position 6 wird durch ein
NADPH-abhangiges Cytochrom-P450-Enzym durchgefihrt. Die DOP 6-Hydroxylase wurde
mit Hilfe von Mikrosomenpraparationen aus Suspensionskulturen von Linum flavum, Linum
nodiflorum und Linum album charakterisiert (Molog et al., 2001; Kuhlmann et al., 2002;
Kuhlmann, 2004; Federolf et al., 2007). Die Hydroxylase konnte bei Linum album nur in
Kulturen nachgewiesen werden, die MPTOX akkumulierten. Federolf et al. (2007) zeigte
zudem, dass die Hydroxylierung von DOP zu Podophyllotoxin (DOP 7-Hydroxylase) und von
R-Peltatin-A-Methylether zu MPTOX mdglicherweise durch dasselbe Enzym katalysiert wird.
Aullerdem zeigten Federolf et al. (2007) durch Inhibitionstests mit der DOP 6-Hydroxylase,
dass es sich bei der DOP 7-Hydroxylase vermutlich nicht um ein Cytochrom-P450-Enzym
handelt.

Zu den bereits identifizierten Enzymen gehdrt auch die R-Peltatin O-Methyltransferase
(POMT). Diese katalysiert die Methylierung von R-Peltatin an Position 6 zu R-Peltatin-A-
Methylether. Nachgewiesen und charakterisiert wurde das Enzym erstmals in Proteinextrakten
von Linum nodiflorum (Kranz und Petersen, 2003). Eine weitere POMT wurde auch in Linum
album gefunden und charakterisiert (Federolf et al., 2007).

In Linum nodiflorum wurde von Berim et al. (2008) eine Glucosyltransferase nachgewiesen,
die in der Lage war, den Glucose-Rest an die OH-Gruppen in Position 7 von Podophyllotoxin,
MPTOX und 5‘-Demethoxy-6-methoxypodophyllotoxin zu Ubertragen. Die Transferase ist

abhangig von Uridindiphosphat-Glucose und dient der Reduktion der Toxizitat der Lignane,
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die dann aufgrund der besseren Wasserloslichkeit in der Vakuole gespeichert werden kénnen
(Berim et al., 2008).

Fur die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse ist die Identifizierung von

Methyltransferasen, da sie an mehreren unbekannten Reaktionen beteiligt sind.
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Ubersicht der spaten Schritte der Lignanbiosynthese. Bekannte Reaktionen werden mit durchgehenden Pfeilen
und unbekannte mit gestichelten Pfeilen dargestellt.
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Methylierung von Matairesinol durch Methyltransferasen aus Carthamus tinctorius (CtMROMT), Anthriscus
sylvestris (AsSMROMT) und Forsythia koreana (FKMROMT).

1.3.3. Biosynthese zu Desmethylepipodophyllotoxin

In einem Artikel von Lau und Sattely (2015) wurden mehrere Enzyme aus Podophyllum
hexandrum identifiziert, die an der Bildung von 4‘-Demethylepipodophyllotoxin beteiligt sind
(Abbildung 9). Bei 4‘-Demethylepipodophyllotoxin handelt es sich um eine direkte Vorstufe der
Krebsmedikamente Etoposid und Teniposid (siehe 1.3.4). Die Enzyme wurden in Podophyllum

hexandrum Uber Transkriptom-Analyse gefunden und in Nicotiana benthamiana exprimiert.

Ausgehend von Matairesinol und dem bereits beschriebenen Cytochrom P450-Enzym
CYP719A23 (Marques et al., 2013), welches Pluviatolid produziert, wurde die
Methyltransferase OMT3 entdeckt, die dieses Produkt zu 5‘-Desmethoxyyatein umsetzen
kann. Die Hydroxylierung von 5°-Desmethoxyyatein zu 5-Desmethylyatein wurde von dem
Cytochrom P450-Enzym CYP71CU1 katalysiert und die anschlieRende Methylierung durch
OMT1  durchgefihrt. Das entstandene Yatein wurde durch Ringschluss zu
Desoxypodophyllotoxin  umgewandelt. Dieser Reaktionsschritt wurde durch eine
2-Oxoglutarat- und Fe(ll)-abhangige Dioxygenase (2-ODD) ausgeflihrt. Die Demethylierung
von Desoxypodophyllotoxin durch das Cytochrom P450-Enzym CYP71BES54 zu
4‘-Desmethyldesoxypodophyllotoxin ist der nachste Schritt der Biosynthese. Der letzte Schritt
ist die Hydroxylierung, katalysiert durch das Cytochrom P450-Enzym CYP82D61, zum
Endprodukt 4‘-Desmethylepipodophyllotoxin. Bis jetzt ist dies die erste und einzige

Beschreibung eines solchen Biosynthesewegs zu diesem Produkt.

10
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Biosyntheseweg von Matairesinol zu 4‘-Desmethylepipodophyllotoxin nach Lau und Sattely (2015).

1.3.4. Podophyllotoxin

Lignane besitzen zahlreiche biologische Eigenschaften. Betrachtet man die Gruppe der
Aryltetralinlignane, ist vor allem Podophyllotoxin (Abbildung 10) von Interesse, da es
medizinisch angewendet wird. Podophyllotoxin (PTOX) wird aus Podophyllum hexandrum und
Podophyllum peltatum (beide Berberidaceae) gewonnen, wobei gezeigt wurde, dass die
Rhizome von P. hexandrum mehr PTOX enthalten (Jackson und Dewick, 1984a). Der im
Himalaya-Gebiet wachsende P. hexandrum wurde von der ,Convention on International Trade
in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES)“ auf die Liste der gefahrdeten Arten
gesetzt, bei denen der Handel kontrolliert werden muss (Appendix II). Neben Podophyllum-

Arten sind Aryltetralinlignane aber auch in verschiedenen Pflanzen anderer Familien, wie z.B.

11
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Linaceae, Cupressaceae, Apiaceae oder Polygalaceae zu finden (Imbert, 1998; Gordaliza et
al., 2004).
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Struktur des Lignans Podophyllotoxin

Podophyllotoxin wird in Form einer 0,5%igen Lésung (Condylox®) oder einer 0,15%igen Creme
(Wartec®) zur Behandlung von Condylomata acuminata (Feigwarzen) eingesetzt.
Ursprunglich eingesetzt wurde ein Extrakt aus dem Rhizom von Podophyllum-Arten, das
sogenannte Podophyllin oder Podophyllumharz. Dieser Extrakt enthielt hauptsachlich
Podophyllotoxin und wurde in verschiedene Arzneiblcher u.a. auch in den Deutschen
Arzneimittel Codex (DAC) aufgenommen. Die Monographie wurde aus dem DAC 2005
gestrichen, da das Harz nicht mehr verfligbar war und zudem die Therapie mit dem Harz als
obsolet gilt.

Aufgrund der cytotoxischen Aktivitdt von PTOX ist ein Einsatz in der Krebstherapie denkbar,
aber die Toxizitat ist bei der innerlichen Anwendung zu hoch (Imbert, 1998). Deshalb kommen
die Derivate des PTOX Etoposid und Teniposid in der Krebstherapie zum Einsatz. Bei beiden
handelt es sich um Glykoside, die aus PTOX partialsynthetisch hergestellt werden (Abbildung
11).

A) B) OH ST
HO., O .= HO,, o .
H 1 H W
H A O
o7 N0 :
HoH TnOH
< ° A
o
‘H \g ° T H \(\3
H300/©\OCH3 H3CO/©\OCH3
CH OH

ABBILDUNG 11
Strukturen der Podophyllotoxin-Derivate Etoposid (A) und Teniposid (B)
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Teniposid wurde gegen akute Leukdmien, Lymphome, ZNS-Tumore und bei
Harnblasenkarzinom eingesetzt. Anwendungsgebiete von Etoposid (z.B. Riboposid®,
Vepesid®) sind Bronchial-, Hoden- und Ovarialkarzinome und Lymphome. Fr eine bessere
Loslichkeit von Etoposid wird dieses phosphoryliert. Bei Etoposidphosphat (Etopophos®)
handelt es sich um ein Prodrug, das im Kérper durch die alkalische Phosphatase zu Etoposid
umgewandelt wird.

Der Reaktionsmechanismus von PTOX lauft Gber eine Hemmung der Mitose ab. Dabei
verhindert PTOX die Polymerisation von Tubulin zu Microtubuli, und damit kénnen in der
Metaphase der Mitose die Chromosomen nicht voneinander getrennt werden. In der Folge
stirbt die Zelle ab. Die Derivate des PTOX besitzen einen anderen Reaktionsmechanismus.
Bei ihnen handelt es sich um Inhibitoren der DNA Topoisomerase Il. Topoisomerase Il
Ubernimmt bei der Replikation die Aufgabe des Entwindens der DNA durch Spalten der DNA-
Strange und verschliel3t diese auch wieder. Die Hemmung der Aktivitat dieses Enzyms beruht
auf der Bindung und der damit verbundenen Stabilisierung des Topoisomerase II-DNA-
Komplexes. Es bilden sich DNA-Strangbruche, die nicht wieder verknupft werden kénnen und
der Zelltod tritt ein (Petersen und Alfermann, 2001; Gordaliza et al., 2004).

1.4. METHYLTRANSFERASEN

Methyltransferasen sind weit verbreitet und erflllen Aufgaben in zahlreichen Organismen,
neben Bakterien und Pilzen auch in Pflanzen und Saugetieren. Im Menschen spielt, z.B. die
Catechol O-Methyltransferase eine wichtige Rolle bei dem Abbau von Neurotransmittern, wie
Dopamin.

Man kann zwischen C-, N-, O- und S-Methyltransferasen unterscheiden, bezogen auf das
jeweils methylierte Atom. Fur die stattfindende Reaktion ist ein Methylgruppendonor nétig, der
die Methylgruppe liefert, die auf das Substrat Ubertragen wird. Ein haufig gebrauchter
Methylgruppendonor ist S-Adenosyl-L-methionin (SAM; s. Abbildung 12), aber auch andere
Substanzen sind zur Bereitstellung von Methylgruppen in der Lage, z.B. das

5-Methyltetrahydrofolat in der Methionin-Synthese.

13
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Methylierung eines Substrats mit Hilfe des Methylgruppendonors SAM.

Fiur diese Arbeit sind vor allem O-Methyltransferasen von Interesse, da sie an mehreren
Schritten der Lignanbiosynthese beteiligt sind.

Von Ibrahim et al. (1998) wurde eine Klassifikation von O-Methyltransferasen vorgeschlagen,
die auf den Substratpraferenzen der Enzyme beruht. Dabei werden sie in die Gruppen A — D
unterteilt und innerhalb dieser Gruppen nochmal untergliedert. In Gruppe A werden
Methyltransferasen eingeordnet, die Phenylpropanoide umsetzen und zur Gruppe B gehdren
Flavonoid O-Methyltransferasen. Enzyme, deren Substrate Alkaloide sind, werden der Gruppe
C zugeteilt und Gruppe D sind O-Methyltransferasen mit aliphatischen Substraten.

Eine Zuordnung der O-Methyltransferasen basierend auf der Gro3e der Proteine erfolgte bei
Joshi und Chiang (1998). Hier werden die Methyltransferasen in zwei verschiedene Gruppen
unterschieden. Bei den pflanzlichen O-Methyltransferasen | (PL-OMTI) besteht das Protein
aus 231-248 Aminosauren und hat eine Grofe von ca. 24 kDa. AulRerdem sind die Enzyme
dieser Gruppe abhangig von Mg?%*-lonen. Die PL-OMTII beinhaltet Mg?*-unabhangige
O-Methyltransferasen, die in etwa eine Grofle von 40 kDa und eine Lange von 344-383
Aminosauren besitzen.

Noel et al. (2003) beschrieb eine ahnliche Méglichkeit, O-Methyltransferasen einzuteilen.
Dabei werden drei Methyltransferase-Typen unterschieden. Die Typ 1 Methyltransferasen
Ubertragen eine Methylgruppe auf Phenylpropanoide, z.B. Flavonoide. Bei Typ 2 handelt es
sich um die Mg?*-abhangigen Methyltransferasen, die vor allem CoA-gebundene Substrate
wie Caffeoyl-CoA umsetzen. In der dritten Gruppe werden Methyltransferasen
zusammengefasst, die in der Lage sind, Carbonsauren zu methylieren (SABATH-Familie).
Nach Untersuchungen mehrerer bekannter Sequenzen von Methyltransferasen wurden von
Ibrahim et al. (1998) und Joshi und Chiang (1998) verschiedene Bereiche identifiziert, die hoch
konserviert sind (siehe Tabelle 1 und 2). Fur die Bindung von SAM kamen Region | bzw. Motiv

A-C in Frage. Die genaue Funktion der anderen Bereiche war unbekannt.

14



1. Einleitung

TABELLE 1
Konservierte Bereiche nach |brahim et al. (1998).
Region | (SAM) | LVDVGGGxG
Region Il GINFDLPHV
Region llI EHVGGDMF
Region IV NGKVI
Region V GGKERT
TABELLE 2

Konservierte Bereiche nach Joshi und Chiang et al. (1998)

Motiv A (SAM) (VIIL)(VIL)(D/K)(VIGGXX(G/A)
fiir PL-OMTII: LVDVGGGXG

Motiv B (SAM) (VIIIF)(A/P/E)X(A/P/G)DAXXXK(W/Y/F)
fiir PL-OMTII: VPXXDAXXMKWI

Motiv C (SAM) (A/P/IGIS)(L/IIV)(AIPIGIS)XX(AIPIGIS)(KIR)(VIT)(EN)(LIV)
fiir PL-OMTII: ALPXXGKVIXXEXILP

Motiv | (PL-OMTII-spezifisches Motiv) LDRXLRLL

Motiv J (PL-OMTII-spezifisches Motiv) IKGINFDLPHVI

Motiv K (PL-OMTII-spezifisches Motiv) PGVEHVGGDMF

Motiv L (PL-OMTII-spezifisches Motiv) GGKERTXXEFLA

Eine exaktere Beurteilung gelang mit der Identifizierung der Struktur verschiedener
pflanzlicher O-Methyltransferasen (OMT). Bei diesen Methyltransferasen handelt es sich um
eine Isoflavon OMT (IOMT), eine Chalkon OMT (ChOMT) und eine Kaffeesaure/5-
Hydroxyferulasaure 3/5-OMT aus Medicago sativa (Zubieta et al., 2001; Zubieta et al., 2002).
Dabei bestatigte sich, dass das Motiv LVDVGGGXG an der SAM-Bindung beteiligt ist. Neben
diesem Bereich sind auch Aminosauren aus den Regionen Il und Il bzw. Motiv J und K fur die
Bindung von SAM verantwortlich. Die restlichen Bereiche nehmen an der Substratbindung teil
oder sie besitzen eine katalytische Aktivitat. Zubieta et al. (2001, 2002) konnten zudem den
Reaktionsmechanismus der Enzyme aufklaren. Aktiv sind alle drei Enzyme nur als
Homodimere und sie besitzen einen katalytisch aktiven Histidin-Rest. Dieser Rest ist fur die
Deprotonierung der Hydroxyl-Gruppe des Substrats zustandig und anschlieRend kann das
Substrat SAM nucleophil angreifen.
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1.5. ZIEL DIESER ARBEIT

Um die Arbeiten fur diese Dissertation auszufuhren, war zunachst ein Anlegen von Kallus- und
Suspensionskulturen aus Samen von Linum nodiflorum notwendig. Nach der erfolgreichen
Etablierung von Suspensionskulturen sollte eine Untersuchung des Gehalts an
Aryltetralinlignanen und anschlieRend eine Kulturcharakterisierung durchgefuhrt werden. Die
Charakterisierung der Kultur sollte Aufschluss Uber den Verlauf der Produktion von Lignanen,
die Aktivitdt und Expression verschiedener Enzyme geben.

In der Biosynthese von Aryltetralinlignanen sind zahlreiche Enzyme unbekannt, die an
Methylierungsreaktionen beteiligt sein kdnnten. Deshalb sollte Uber die Isolierung von gDNA
oder RNA aus Zellen von L. nodiflorum, L. album und L. flavum und anschlieRende PCR
Methyltransferasen identifiziert werden, die Reaktionen der Biosynthese katalysieren. Dazu
sollten die konservierten Bereiche bereits bekannter Methyltransferasen fiur die
Primererstellung  genutzt  werden. Die isolierten  Methyltransferasen  sollten
molekularbiologisch und biochemisch charakterisiert werden.

Aulerdem sollte untersucht werden, ob eine Umsetzung von Matairesinol in Pluviatolid durch
Cytochrom P450-Enzyme, entsprechend der CYP719A23/24 aus Podophyllum-Arten, auch in
Linum-Spezies nachgewiesen werden kann.

Eine weitere Aufgabe war die biochemische Charakterisierung der bereits bestehenden

Coniferylalkohol 9-O-Methyltransferase-Mutanten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. GERATE- UND REAGENZIENLISTEN

2.1.1. Gerate

Autoklaven

Advantage Lab AL02-01

Systec VX-150
VX-95

Brenner

Schutt Flammy S

Eismaschinen

Scotsman AF80

Manitowoc

Elektrophoresekammern

Biomed. Analytik GmbH

Agagel Mini Biometra

VWR

AGT-2

Biorad

Peqglab

Gefriertrockner

B. Braun Biotech International

Christ Alpha 1-4

Geldokumentationsysteme

Nippon Genetics

FAS-Digi

RS-Laborgerate

Quick Store ,plus®

HPLC

Kontron

HPLC-Pump 422

HPLC-Detektor 430

LDC-Analytical

SpectroMonitor 3200

Merck-Hitachi

L-6000 Pump

D-2500 Chromato-Integrator

Thermo Electron Corporation

Spectra System SCM1000

Spectra System SN4000

Spectra System P4000
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Spectra System UV1000

Inkubator

Jouan

Inkubationsschiittler

Gallenkamp

Infors HT

Ecotron

Konduktometer

HANNA

Conmet 1W

LC-MS

Agilent

1260 series

Bruker Daltonics

MicroTOF-QIIl with ESI Source

Magnetriihrer

Heidolph

MR 3001

Magnetriihrer mit Heizplatte

Heidolph

MR 1000

Mikrowelle

Bosch

Mixer

Gemmy Industrial Corp

Vortex-Mixer VM-300

Scientific Industries

Vortex-Genie 2

PCR-Cycler

Biorad MyCycler thermal cycler
Eppendorf Mastercycler gradient
pH-Meter

Fisher Scientific Accumet Basic
Photometer

Analytik Jena Specord 200 plus
Eppendorf BioPhotometer
Pipetten

Gilson Pipetman Classic

Real-Time PCR System

Thermo Scientific PikoReal 96
Refraktometer
A. Kriss Optronic GmbH HR-18
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Rotations-Vakuum-Konzentratoren

Christ RVC 2-18 CDplus
UniEquip UniVapo 100 H
Rotationsverdampfer

Buchi Rotavapor RE120
Vacuubrand Membranpumpe

Schiittelplatte

Heidolph Duomax 1030
Spannungsgeber
Consort E143

E835

EV2310
Sterilbank

Gelman Instrument

Gelaire Laminar Air Flow Class 100

Microflow Laminar Flow Workstation
Trockenschrank
Memmert u40

Ultaschallbad

Bandelin

Sonorex Super RK 510 H

Ultraschallprozessor

Dr. Hielscher GmbH UP200S

Ultraturrax

IKA Labortechnik T 25 basic

UV-Lampe

Bachofer GmbH HL-6-KM

Waagen

Kern 440-35A
EG 300-3M

Mettler H64

Ohaus Explorer® Semi-Micro Balances

Sartorius PT310

Warmeblock/Schiittler

Eppendorf

Thermomixer comfort
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Wasseraufbereitung

Millipore Essential, Progard TS2, Vent Filter, 12 FO
Stakpure OmniaPure
Wasserbader

B. Braun Biotech International

Thermomix ME

Julabo Labortechnik

Zellkulturschiittler

B. Braun Biotech International

Certomat SlI

Infors AG

BB-306

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5415 D
Heraeus Biofuge 17RS

Roth Micro Centrifuge SD
Sigma 3-30KS

Thermo Scientific

Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Heraeus Pico 17 Centrifuge

Sorvall RC6+
2.1.2. Reagenzien
Substanz Firma
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) Duchefa

4‘-Demethylpodophyllotoxin

Laborsammlung

4-Cumarsaure

Roth

4-Demethylyatein

Laborbestand

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f3-D-
galactopyranosid (X-Gal)

Fermentas, Roth

6-Benzylaminopurin (BAP)

Duchefa, Sigma

6-Methoxypodophyllotoxin

Laborsammlung

Acetonitril Roth

Agar-Agar C. E. Roeper GmbH
Agarose Cambrex, Roth
Aktivkohle Roth
Ameisensaure Roth
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Substanz Firma
Ammoniumnitrat Roth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich
Ammoniumsulfat Roth
Ampicillin Roth
B-Glucosidase aus Mandeln Roth

B-Peltatin Laborsammlung
Borsaure Roth

Bovine serum albumin (BSA) Roth
Bromphenolblau Merck
Butanol Roth
Calciumchlorid Dihydrat Roth
Catechin Sigma
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) Roth
Chloroform Roth
Chlorogensaure Roth

Chrysin Roth
Cobalt-(Il)-chlorid Merck
Coniferylalkohol Fluka, Sigma
Coomassie Brilliant Blue G-250 Fluka, Serva
Coomassie Brilliant Blue R-250 Fluka, Serva

Deoxypodophyllotoxin (DOP)

Laborsammlung

Diethyldithiocarbamat (DIECA)

Merck

Dimanin® C Pulver Bayer
(Natriumdichlorisocyanuratdihydrat)

Dimethylformamid Merck
Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Borax) Merck
Dithiothreitol (DTT) Serva
Eisen-(ll)-sulfat Heptahydrat Fluka
Eisessig Roth
Eriodictyol Roth
Ethanol Roth
Ethidiumbromid AppliChem
Ethylacetat Roth, AppliChem

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Roth
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Substanz Firma
Galangin (3,5,7-Trihydroxyflavon) Alfa Aesar
Glucose-6-phosphat Merck
Glucose-6-phosphat Dehydrogenase Fluka
Glycerin/Glycerol Roth
Glycin Merck, Roth
Guanidin-Hydrochlorid-Lésung Roth
(55% in Wasser — 5,75 M)

Guanidinthiocyanat Roth
Hefeextrakt Roth
Hesperetin Roth
His-Bind-Resin Novagen
Homoeriodictyol Roth

Hydroxymatairesinol

Laborsammlung

Imidazol Roth

Indol-3-essigsaure (IES) Duchefa

Isoferulasaure Roth

Isopropanol Roth
Isopropyl-f3-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) | Roth

Kaempferol Roth

Kaffeesaure Serva, Alfa Aesar, Merck

Kaliumacetat

Acros organics

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth

di-Kaliumhydrogenphosphat Roth
Kaliumhydroxid Merck
Kaliumiodid Merck
Kaliumnitrat Roth
Kinetin Duchefa
Kupfer-(l)-sulfat Pentahydrat Fluka
N-Lauroylsarcosine Sigma
Luteolin-7-Glucosid Roth
Lysozym aus Huhnereiweil} Fluka
Magnesiumchlorid Hexahydrat Roth, Merck
Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck
Mangan-(ll)-sulfat Pentahydrat Duchefa
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Substanz Firma
Matairesinol Laborsammlung
Methanol Fisher Scientific, Roth
Methyljasmonat Aldrich
myo-Inosit Sigma

NADP Biomol
NADPH Roth
Naphthylessigsaure (NAA) Duchefa
Naringenin Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumcitrat Dihydrat Merck
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat Merck
Natriumhydroxid Roth
Natriummolybdat Dihydrat Fluka
Naturstoffreagenz A Roth
Nicotinsdure Duchefa
N-Z-Amine® A Sigma-Aldrich
PEG 4000 Roth
Petrolether 40°C - 60°C Roth

Phenol (mit Citrat-Puffer gesattigt) Sigma
Phenylalanin Roth
o-Phosphorsaure 85% Roth

Podophyllotoxin

Laborsammlung

Polyclar 10 ISP International Specialty Products
Polyvinylpyrrolidon MW 40000 Sigma

Pyridoxin x HCI Duchefa

Quercetin Dihydrat Roth

Resorcinol Sigma

Roti-Load Roth

Roti-Mark Plus/Standard/Tricolor Roth

Rotiphorese Gel 30 Roth

(30%
Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1)

Acrylamidstammlosung  mit

0,8%

Saccharose

Haushaltszucker (Diadem)

S-Adenosylmethionin (SAM)

Sigma, Carbosynth
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Substanz Firma
Salzsaure Roth
SDS-Pellets Roth
Sinapylalkohol Laborsammlung

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Roth

Thiaminhydrochlorid Roth
trans-Ferulasaure Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth
Trypton/Pepton aus Casein Roth

Xanthin Sigma Aldrich
Xylencyanol Fluka
Zimtsaure Serva
Zink-(I1)-sulfat Heptahydrat Merck

2.1.3. Molekularbiologische Reagenzien und Kits
Reagenz/Kit Firma
BL21(DE3)pLysS Competent E. coli Novagen
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Fermentas
EZ Competent E. coli Qiagen

GeneRuler DNA Ladder Mix

Thermo Scientific

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Kit

Promega

Nucleospin®-Extract Il Kit

Macherey-Nagel

O’GeneRuler 1 kb Ladder ready-to-use

Thermo Scientific

PCR Cloning Kit Qiagen
PEG 4000 Fermentas
PerfeCTa SYBR® Green SuperMix Quanta

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase und
5x Phusion® HF Puffer

New England Biolabs (NEB)

Qiaprep® Spin Miniprep Kit Qiagen
gScript cDNA SuperMix Quanta
Restriktionsenzym Ndel und  CutSmart- | NEB
Puffer
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Reagenz/Kit

Firma

Restriktionsenzyme EcoRI, Pstl, Xhol und
Puffer

Fermentas/Thermo Scientific

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentas/Thermo Scientific

RNase A Fermentas
RNase H Fermentas
SMARTer® RACE 5'/3’ Kit Clontech
SoluBL21™ Competent E. coli Amsbio
T4 DNA Ligase und 10x T4 DNA Ligase | Fermentas
Puffer

Terminale Desoxynucleotidyltransferase | Fermentas

(Tdt) und 5x Tdt-Puffer

TrueStart Taq Polymerase und 10x

TrueStart Taq Puffer

Thermo Scientific

2.2.

2.21.

CB-Mikroelemente

Stammlosungen

KULTURMEDIEN FUR PFLANZEN

Inhaltsstoffe

Konzentration

H3BOs 300 mg/L
ZnS04 x 7 H20 300 mg/L
MnSO4 x 5 H20 100 mg/L
Kl 75 mg/L
Na:MoO4 x 2 H.0 25 mg/L
CuS04 x 5 H0 25 mg/L
CoCl; x 6 H20 25 mg/L
CB-Vitamine

Inhaltsstoffe

Konzentration

Thiaminhydrochlorid

1000 mg/100 ml

Pyridoxin x HCI

100 mg/100 ml

Nicotinsaure

100 mg/100 ml
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MS-Makroelemente

2. Material und Methoden

Inhaltsstoffe Konzentration
KNOs 47,50 g/L
MgSO4 x 7 H20 9,25 g/L
KH2PO4 x H.0 4,25 g/L

CaClz x 2 H.0 11,00 g/L
NHsNO3 41,25 g/L

MS-Mikroelemente

Inhaltsstoffe Konzentration
H3BO3 620 mg/L
ZnS04 x 7 H20 860 mg/L
MnSQO4 x 5 H20 1690 mg/L
Kl 83 mg/L
Na:MoO4 x 2 H20 25 mg/L
CuS04 x 5 H0 2,5 mg/L
CoCl; x 6 H0 2,5 mg/L
FeSO4 x 7 H20 2,78 g/lL
Na; x EDTA 3,73 g/lL
MS-Vitamine

Inhaltsstoffe

Konzentration

Thiaminhydrochlorid

100 mg/100 ml

Pyridoxin x HCI

500 mg/100 ml

Nicotinsaure

500 mg/100 mi
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2.2.2.

Medienzusammensetzung

B5-Medium (Zusammensetzung fur 1 L):

2. Material und Methoden

Inhaltsstoffe Menge
KNOs [250 g/L] 10 ml
MgSOq4 [25 g/L] 10 ml
NaH:PO4 [19,44 g/L] 10 ml
CaCly [15 g/L] 10 ml
(NH4)2S04 [13,4 g/L] 10 ml
FeSO4 + Na x EDTA 10 ml

FeSO4 x 7 H20 [2,56 g/L]

Naz x EDTA x 2 H>O [3,43 g/L]
CB-Mikroelemente 10 ml
2,4-D [200 mg/L] 2ml
Kinetin [20 mg/L] 0,5 mi
CB-Vitamine 1 ml
myo-Inosit 100 mg
Saccharose 209

Der pH-Wert wurde mit 0,5 N KOH auf 5,8 eingestellt.

CB2-Medium (Zusammensetzung fur 1 L):

Inhaltsstoffe Menge
KNOs [250 g/L] 10 ml
MgSO4 [25 g/L] 10 ml
NaH2PO4 [17,2 g/L] 10 ml
CaCl; [15 g/L] 10 ml
(NH4)2S04 [13,4 g/L] 10 ml
FeSO4 + Na xEDTA 10 ml

FeSO4 x 7 H20 [2,56 g/L]

Na, x EDTA x 2 H>O [3,43 g/L]
IES [50 mg/L] 10 ml
2,4-D [200 mg/L] 10 ml
Kinetin [20 mg/L] 10 ml
NAA [50 mg/L] 10 ml
CB-Vitamine 1 ml
myo-Inosit 100 mg
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2. Material und Methoden

Saccharose

20g

N-Z-Amine

29

Der pH-Wert wurde mit 0,5 N HCI eingestellt.

MSLi-Medium (Zusammensetzung fur 1 L; Modifikation des Murashige-Skoog-Mediums):

Inhaltsstoffe Menge

MS-Makroelemente 40 ml

MS-Mikroelemente 10 ml

MS-Vitamine 1 ml

Glycin [200 mg/100 ml] 1ml

NAA [20 mg/100 ml] 2ml

myo-Inosit 100 mg

Saccharose 304g

Der pH-Wert der Lésung wurde durch Zugabe von 0,5 N KOH auf 5,8 eingestellt.

MSLf-Medium (nur flr Linum flavum; Zusammensetzung fir 1 L; Modifikation des Murashige-

Skoog-Mediums):

Inhaltsstoffe Menge
MS-Makroelemente 40 ml
MS-Mikroelemente 10 ml
MS-Vitamine 1ml

Glycin [200 mg/100 mi] 1ml

IES [50 mg/L] 2ml

BAP [200 mg/L] 5 ml

myo-Inosit 100 mg
Saccharose 409

Der pH-Wert der Losung wurde mit 0,5 N KOH auf 5,9 eingestellt.

MSOH-Medium

Entspricht der Zusammensetzung von MS-Li ohne die Zugabe der Hormone.

Alle Medien wurden in flissiger und fester Form verwendet. Zur Herstellung des festen

Mediums wurde 0,9% Agar-Agar zugegeben. Die Medien wurden vor Benutzung autoklaviert.
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2.3. NAHRMEDIEN FUR BAKTERIENKULTUREN

LB-Medium (Zusammensetzung fur 1 L):

Inhaltsstoffe Menge
Trypton/Pepton aus Casein 10¢g
Hefeextrakt 59
NaCl 10¢g

Der pH-Wert wurde mit 0,5 N NaOH auf 7 eingestellt und das Medium vor Benutzung
autoklaviert.

Zugabe von 1% Agar um festes Medium zu erhalten.

SOC-Medium (Zusammensetzung fur 1 L):

Inhaltsstoffe Menge
Trypton/Pepton aus Casein 20g
Hefeextrakt 59
NaCl 0,59
KCI[1 M] 2,5 ml

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH auf 7 eingestellt und auf ein Volumen von 990 ml gefilllt.
Nach dem Autoklavieren wurden 10 ml der sterilen MgCl,-Lésung (1 M) und 20 ml sterile

Glucose-Ldsung (1 M) zugegeben.

2.4. ARBEITEN MIT ZELLKULTUREN

241. Kallus- und Suspensionskulturen

Fir die durchgeflhrten Experimente wurden Kallus- und Suspensionskulturen von Linum
album, Linum flavum und Linum nodiflorum verwendet.

Die Suspensionskulturen von Linum album und Linum flavum waren zu Beginn der Arbeit
schon vorhanden, wahrend die Kulturen von Linum nodiflorum neu angelegt wurden. Das
Wechseln des Mediums wurde wochentlich bzw. fur Linum flavum alle zwei Wochen in einer
sterilen Umgebung durchgefihrt. Dabei wurden 5g Zellen mit einem perforierten Loffel
entnommen und in neues flissiges Medium gebracht.

Das Uberimpfen der Kalluskulturen erfolgte alle vier Wochen. Dazu wurden Zellen entnommen

und auf frisches festes Medium gesetzt.
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2.4.2. Anlegen neuer Kallus- und Suspensionskulturen von Linum

nodiflorum

Die Samen von Linum nodiflorum, die zum Anlegen der neuen Kulturen verwendet wurden,
stammten aus der Turkei.

Als Erstes wurden die Samen 1 min in 70%igem Ethanol inkubiert. Anschliel’end wurden sie
15 min in einer 10%igen Chlor-Lésung eingelegt und danach dreimal in sterilem Wasser
gewaschen. Zur Keimung wurden die desinfizierten Samen auf festes MSOH-Medium gesetzt.
Sobald die Keimlinge gro3 genug waren, wurden sie in Stlicke geschnitten und auf festes
MSLi-Medium gegeben. Nach mehrmaligem Umsetzen war genug Kallus gewachsen, um die
Zellen in flissiges MSLi-Medium zu Uberfuhren. Dazu wurden 3 g der Kalluskultur entnommen.
Aulerdem wurden Kallus- und Suspensionskulturen von Linum nodiflorum zum Vergleich
auch mit CB2- und B5-Medium angelegt. Die Zusammensetzung der einzelnen Medien ist in

Kapitel 2.2 beschrieben.

2.4.3. Lignanextraktion

Die Lignanextraktion wurde durchgefihrt, um einen Uberblick (iber die enthaltene Menge an
Podophyllotoxin und 6-Methoxypodophyllotoxin in den Zellkulturen zu erhalten. Hierzu wurden
die Zellen am siebten Tag geerntet. Diese wurden mit einer Filternutsche unter Vakuum von
dem Medium getrennt, bei -20°C eingefroren und anschlieRend im Gefriertrockner Uber
mehrere Tage getrocknet. Die geernteten Zellen wurden dann im Morser zerkleinert, und
davon wurden dann 200 mg in ein Reaktionsgefal® gefillt. Erst wurde das Pulver mit 2 ml
Methanol gemischt, dann wurde die Suspension fur 30 s im Ultraschallbad behandelt. Dies
wurde nach einer Pause von 30 s wiederholt. Anschliefend wurden 8 ml Wasser zugegeben.
Dieses Wasser war mit Phosphorsaure auf pH 5 eingestellt worden. Zusatzlich wurde zu der
Mischung 1 mg R-Glucosidase (aus Mandeln; 21000 U/mg) zugegeben, um den Zuckerrest
von den vorhandenen Lignanen wahrend einer Inkubation (3,5 h) bei 35°C im Wasserbad
abzuspalten. Zur Extraktion der Lignane wurde Ethylacetat verwendet. Dazu wurden 10 ml
zugegeben und 10 s lang intensiv gemischt. Zur Trennung der Phasen wurde 20 min bei
1000 g zentrifugiert. Die Ethylacetat-Phase wurde in Spitzkolben Uberfuhrt und mittels
Rotationsverdampfer das Losungsmittel entfernt. Das Rucklésen wurde dreimal mit 500 pl

50% Methanol durchgefiihrt. Die Menge an Lignanen wurde via HPLC ermittelt.

HPLC-Analytik

Fir die Analyse der Extrakte wurde folgender Gradient aus Wasser und Acetonitril verwendet.
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Als Saule wurde die Hypersil HyPurity Elite 250 x 4 mm; 5 y C18 mit einer 20 mm Vorsaule

des gleichen Materials benutzt und als Wellenlange wurde 290 nm gewahlt.

Zeit[min] | H,O + 0,01% HsPO4[%] | ACN + 0,01% HsPO4[%] | Fluss [ml/min]
0 60 40 0,8

10 50 50 0,8

25 40 60 0,8

30 60 40 1

35 60 40 1

244, Elicitierung

Die Elicitierung wurde mit beiden angelegten Suspensionskulturen in MSLi-Medium
durchgefuhrt (Ln1 bzw. Ln2). Dazu wurde die Anzahl der Kolben vermehrt und jeweils
Methyljasmonat (100 mM in EtOH) und Ethanol steril filtriert. Am dritten Tag wurden Kolben
mit 50 pl Methyljasmonat und die Kolben zur Kontrolle mit 50 pl Ethanol versetzt. Das Ernten
der Zellen erfolgte nach 0, 12, 24, 48, 96 und 240 h. Fir die Suspensionskultur Ln1 wurde eine
zusatzliche Elicitierung durchgefuhrt, bei der nach 0, 4, 6, 8, 9 und 10 Tagen geerntet wurde.
AnschlieRend wurden die Zellen gefriergetrocknet und eine Lignanextraktion (siehe 2.4.3)

durchgefinhrt.

2.4.5. Kulturcharakterisierung

Zur Charakterisierung wurde die Suspensionskultur Ln1 verwendet. Hierzu wurde die Kultur
vermehrt, sodass gentugend Material fir 14 Tage vorhanden war. Die Suspensionskulturen
wurden, beginnend mit dem Mediumswechsel (Tag 0), taglich geerntet. Zum Ernten bzw.
Abtrennen des Mediums wurden Filternutschen benutzt.

Zur Charakterisierung der Suspensionskultur wurden das Frischgewicht und das Gewicht nach
der Trocknung im Gefriertrockner ermittelt. Von den frischen Zellen wurden auf3erdem Proben
fur einen Enzymrohextrakt und zur RNA-Isolation fur eine Genexpressionsanalyse
entnommen. Die restlichen getrockneten Zellen wurden nach der Messung des
Trockengewichts zur Lignanextraktion benutzt. Mit dem Enzymrohextrakt wurden die
Proteinmenge und die Aktivitat der Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) bestimmt.

Auch mit dem Medium wurden Messungen durchgeflihrt, um die Parameter pH-Wert,

Leitfahigkeit und Zuckergehalt zu bestimmen.
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24.51. Mediumsparameter
Wie schon erwahnt, wurde von dem Medium der Zuckergehalt, Leitfahigkeit und pH-Wert
bestimmt. Die Messung des Zuckergehalts erfolgte mit einem Refraktrometer. Fir die
Leitfahigkeitsmessung mit dem Konduktometer wurde das Medium 1:4 mit Wasser verdinnt.

Zur pH-Messung wurde das pH-Meter benutzt.

245.2. Enzymrohextrakt
Fir den Rohextrakt wurden 5 g der frischen geernteten Zellen entnommen und mit 0,5¢g
Polyclar 10 und 5 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 + 1 mM DTT versetzt. Die Zellen wurden dreimal
30 s mit dem Ultraturrax aufgeschlossen, wobei zwischen den Zyklen die Mischung 30 s auf
Eis gekuhlt wurde. AnschlieRend wurden die festen Zellbestandteile mittels einer
Zentrifugation bei 10000 g und 4°C fir 20 Minuten abgetrennt. Der Uberstand wurde

entnommen, aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

2.4.5.3. Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Eine Beschreibung des
Vorgehens findet sich in Abschnitt 2.6.5. Die einzige Anderung war der Puffer, hier wurde als
Referenz 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 benutzt.

2454, Aktivitat der Phenylalanin Ammoniak-Lyase
Der Enyzmtest zum Feststellen der PAL-Aktivitdt wurde mit den Enzymrohextrakten
durchgefinhrt.
Zusammensetzung:

175 ul Borsaure-Borax-Puffer pH 8,8
50 yI 0,1 M Phenylalanin (in Puffer geldst)
25yl Rohextrakt

Der Borsaure-Borax-Puffer besteht aus 78 mM Borsaure, 30 mM Borax und 20 mM NaCl. Die
Inkubation der Proben erfolgte bei 36°C im Wasserbad fur 0 und 20 min. Die Reaktion wurde
mit 50 pl 6 N HCI gestoppt. Das Ausschutteln wurde insgesamt dreimal mit 500 pl Ethylacetat
ausgefuhrt. AnschlieRend wurde das Ethylacetat durch Abdampfen entfernt. Eine Auswertung

der Ergebnisse wurde mit der HPLC durchgefuhrt.

HPLC-Analyse
Die benutzte Saule war eine Equisil ODS C18 5 u 250 x 4 mm mit einer 20 mm Vorsaule.

Gemessen wurde bei einer Wellenlange von 290 nm und als Laufmittel wurde 50% Methanol
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mit 0,01% Phosphorsaure verwendet. Die Proben wurden in 100 pl 50% Methanol, angesauert

mit 0,01% Phosphorsaure, gelost.

2.45.5. Untersuchung der Genexpression
Fir die Analyse der Expression verschiedener Gene wurde aus den gesammelten Zellen der
unterschiedlichen Tage RNA isoliert und daraus cDNA gewonnen. Mit der hergestellten cDNA
wurde eine quantitative PCR durchgefihrt. Eine Erklarung der Verfahrensweise wird im
Abschnitt 2.5.14 gegeben.

2.4.6. Mikrosomenpraparation

Eine Mikrosomenpraparation wurde durchgefihrt, um die Aktivitdt eines Cytochrom-P450-
Enzyms mit Matairesinol nachzuweisen.

Dafur wurden die Suspensionskulturen von Linum nodiflorum und Linum album am flnften und
sechsten Tag, die Suspensionskulturen von Linum flavum am siebten und am achten Tag
geerntet. Zu Beginn wurde der Morser auf Eis platziert und vorgekuihlt. Die Zellen wurden
abgewogen und mit einem Zehntel der Zellmasse an Polyclar 10 gemischt. Von dem 0,1 M
Tris/HCI-Puffer pH 7,5 mit 1 mM DTT wurde die Menge entsprechend der Einwaage an Zellen
vorbereitet. Ein Teil des Puffers wurde zum Mdrsern zu den Zellen gegeben. Das Homogenat
wurde in einen Zentrifugenbecher gefillt. Mit dem restlichen Puffer wurden Mérser und Pistill
gespult und zu der Suspension in den Zentrifugenbecher gegeben. Anschliel’iend wurde bei
8000 g und 4°C fur 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgemessen und dann in einen

Kolben gefillt. Unter stetigem Rihren wurde tropfenweise 1 M MgCl, zugegeben, die Menge
entsprach % des Volumens des Uberstands. Die Suspension wurde 20 min weitergeriihrt und

bei 20000 g und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde verworfen und das Pellet
im Puffer (s.0.) resuspendiert. Die Suspension wurde in einem Glashomogenisator nach
Potter-Elvehjem homogenisiert, und mittels Bradford-Test (s. 2.6.5) wurde die
Proteinkonzentration bestimmt. Fur die Enzymtests wurde eine Konzentration von
0,625 mg/ml eingestellt. Zusatzlich zu dem Enzymtest mit Matairesinol wurde als

Positivkontrolle ein weiterer Enzymtest mit Zimtsdure durchgefuhrt.
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Test mit Zimtsdure (Gesamtvolumen 500 pl)

400 pl Mikrosomenpraparation

12,5 yl 50 mM Zimtsaure (geldst in 50% EtOH)
5l 50 mM NADPH

5l 1MDTT

5l 0,1 M DIECA

72,5yl 0,1 M Tris/HCI pH 7,5

Test mit Matairesinol (Gesamtvolumen 500 pl)

400 pyl  Mikrosomenpraparation

12,5 yl 5 mM Matairesinol (geldst in 50% MeOH)
5l 50 mM NADPH

5l 1MDTT

5l 0,1 M DIECA

72,5 pl 0,1 M Tris/HCI pH 7,5

Die Proben wurden bei beiden Tests bei 25°C unter Schitteln inkubiert (900 UpM). Als
Inkubationszeiten wurden 0, 10, 20, 30, 60 oder 120 min gewahlt. Die Reaktion wurde mit 50 pl
6 N HCI gestoppt und dreimal mit 500 ul Ethylacetat ausgeschiittelt. Das Loésungsmittel wurde
unter dem Abzug Uber Nacht abgedampft.

Es wurde aullerdem noch ein Test mit langeren Inkubationszeiten (0, 1, 4, 6 und 20 h) und

einem NADPH-regenerierenden System ausgefuhrt.

400 pyl  Mikrosomenpraparation

12,5 yl 5 mM Matairesinol

5l 1MDTT

5l 0,1 M DIECA

5l 500 mM Glucose-6-phosphat

10 I 50 mM NADP

0,9 I Glucose-6-phosphat Dehydrogenase
61,6 yl 0,1 M Tris/HCI pH 7,5

Die Auswertung der Tests erfolgte mittels HPLC. Die Proben wurden dafur in 50% Methanol

rickgelost.
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Fur die Messung der Enzymtests mit Zimtsdure wurde 50% MeOH mit 0,01% HsPO. als
Laufmittel verwendet und eine Wellenlange von 309 nm eingestellt. Als Saule wurde die Equisil
ODS C18 5 u 250 x 4 mm mit einer 20 mm Vorsaule verwendet.

Die Proben des Matairesinol-Enzymtests wurden bei 280 nm vermessen und als Saule wurde
die Hypersil BDS C18 5 p 150 x 4 mm mit einer Vorsaule von 20 mm verwendet. Als Laufmittel
wurde ein Gradient aus Wasser mit 0,1% Ameisensadure und Acetonitrii mit 0,1%
Ameisensaure benutzt (s. unten) bei einem Fluss von 1 ml/min. Die Proben wurden in 50%

Methanol gelést.

Zeit [min] H20 + 0,1% Ameisensaure [%] ACN + 0,1% Ameisensaure [%]
0 95 5

11 75 25

16 60 40

20 0 100

21,5 0 100

22 95 5

28 95 5

2.5. MOLEKULARBIOLOGIE

2.5.1. Isolierung von genomischer DNA

Als Material fur die Isolierung von genomischer DNA (Rogers und Bendich, 1985) dienten die
geernteten Zellen der Suspensionskulturen. Die benutzten Materialien, wie Moérser, Pistill,
Spatel oder Reaktionsgefale, wurden mit flissigem Stickstoff vorgekuhlt. Aulerdem wurde
mit einmal autoklavierten Pipettenspitzen und Reaktionsgefal3en gearbeitet. Die Zellen wurden
in flissigem Stickstoff gemdrsert, dabei wurde darauf geachtet, dass diese nicht auftauten.
Von dem Pulver wurden 200 mg in ein Reaktionsgefaly gefullt und mit 300 pl 2x CTAB-Puffer
(2% CTAB, 100 mM Tris/HCI pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 1,4 M NaCl, 1% Polyvinylpyrrolidon
[MW 40000]) versetzt. Zum leichteren Pipettieren wurde der Puffer vorher auf 65°C erhitzt.
AnschlieRend wurden die Proben bei 65°C fir 20 min inkubiert, und zwischendurch wurde ein-
bis zweimal gemischt. Die Proben wurden 20 min auf Eis abgekuihlt, und danach wurden
300 ul Chloroform zugegeben und gemischt. Zentrifugiert wurde die Suspension fir 5 min bei
13000 g und der Uberstand danach zu 30 ul 10x CTAB-Puffer (10% CTAB, 0,7 M NaCl) in

neue Reaktionsgefalle gefillt. Auch der 10x CTAB-Puffer wurde vorher auf 65°C erhitzt. Das
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Ganze wurde mit 300 pl Chloroform gemischt und erneut unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Von dem Uberstand wurde 250 yl entnommen und zu 250 ul CTAB-
Prazipitationspuffer (1% CTAB, 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8) gegeben. Dann
wurde fiir 10 min bei 13000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
200 ul High Salt TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8, 1 M NaCl) resuspendiert
und nach der Zugabe von 99%igem Ethanol bei -20°C inkubiert. Erneut erfolgte eine
Zentrifugation bei 13000 g fiir 15 min. Nach Entfernen des Uberstands wurde das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 50 pl 0,1 M TE-Puffer mit
100 ug/ml RNase A resuspendiert. Die Losung wurde zum Schluss fir 20 min bei 37°C
inkubiert. Die isolierte DNA wurde dann direkt fur die PCR benutzt.

2.5.2. Isolierung von RNA

Die RNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll der ,Single-Step Methode* von (Chomczynski
und Sacchi, 1987). Vor der Extraktion der RNA wurden die benutzten Spitzen und
Reaktionsgefalte zweimal autoklaviert und alle Arbeiten mit Handschuhen durchgefihrt.
AuRerdem wurden Moérser, Pistill und Spatel bei 200°C fir 2 h gebacken. Diese Mallnahmen
wurden durchgefuhrt, um einen Abbau der RNA durch RNasen zu vermeiden. Die am dritten,
funften oder siebten Tag geernteten Zellen wurden in einem mit flissigem Stickstoff gekihlten
Morser zerkleinert. Dabei durfen die Zellen, wie bei der Isolierung von genomischer DNA, nicht
auftauen. In die Reaktionsgefafle wurden 50 mg Pulver gefullt und dann 500 pl Lésung D (4 M
Guanidinthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat Dihydrat pH 7, 0,5% N-Laurylsarcosin) zugegeben.
Die Proben wurden bei Raumtemperatur 3 min inkubiert, wobei zwischendurch mehrmals gut
gemischt wurde. Danach wurde unter Kihlen weitergearbeitet. Die Mischung wurde mit 50 pl
2 M Natriumacetat-Losung pH 4 versetzt und nochmal sanft gemischt. Nachdem 500 pl Phenol
(mit Citrat-Puffer gesattigt) zugegeben wurde, folgte die Zugabe von 100 ul Chloroform. Dann
wurden die Proben 10 s gut geschuttelt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min auf Eis wurden
die Proben 15 min bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. Von dem Uberstand wurden 400 pl
entnommen und mit 400 pl gekuhltem Isopropanol gemischt. Zur Fallung der RNA wurden die
Proben 15 min bei -20°C gelagert. Erneut wurde bei 12000 g und 4°C fur 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet erst mit 70%igem EtOH und dann mit
unverdunntem EtOH gewaschen. Zwischendurch wurde 5 min bei 7500g und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde bei 37°C getrocknet und dann in 20 pl zweimal autoklaviertem
Wasser gelost. Zur Bestimmung der Menge und Qualitat der extrahierten RNA wurde neben

einer Gelelektrophorese (siehe 2.5.5) noch eine photometrische Messung durchgefihrt.
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2.5.3. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit dem RevertAid-Kit von Fermentas/Thermo Scientific
durchgefuhrt. Dabei wurde mit Handschuhen und zweimal autoklavierten Materialien (Spitzen
und Reaktionsgefalle) gearbeitet. Zur Synthese der cONA wurden 3 ug RNA eingesetzt. Diese
wurden mit 1 pl Oligo(dT)+s-Primer versetzt und dann mit Wasser auf 12,5 ul aufgefullt. Diese
Losung wurde kurz gemischt, zentrifugiert und bei 65°C fur 5 min inkubiert. Danach wurden
die Proben auf Eis abgekuhlt und nochmal kurz zentrifugiert. Anschlieffend wurden folgende

Reagenzien zugegeben:

4yl 5x Reaktionspuffer
0,5 I Ribolock RNase Inhibitor
2yl dNTP-Mix

1yl RevertAid H Minus Reverse Transcriptase

Nach der Zugabe wurde gemischt, zentrifugiert und fiir 1 h bei 42°C inkubiert. Um die Reaktion
zu beenden wurde fir 10 min auf 70°C erhitzt. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert und dann
fur die PCR benutzt.

2.54. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.54.1. Standard-PCR

Diese PCR wurde durchgefuhrt, um Teilsequenzen von Genen zu finden, die an der

Lignanbiosynthese beteiligt sind. Dazu wurden folgende Reagenzien zusammenpipettiert:

5yl 5x GoTag-Reaktionspuffer
3yl MgClz [25 mM]

0,5yl dNTP-Mix [10 mM]

2yl cDNA/gDNA

1yl Primer-f [10 uyM]

1yl Primer-r [10 yM]

0,1 ul GoTaq Polymerase [5 U/ul]
12,4 ul H,0

Dieses Schema wurde durch Andern der Konzentration an MgCl,, Primer und cDNA variiert.
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PCR-Programm:

1. Zyklus
2. - 39. Zyklus
40. Zyklus

94°C
Tm-5°C
70°C
94°C
Tm-5°C
70°C
94°C
Tm-5°C
70°C

AbkuUhlen auf 6°C

2 min
30s
1 min
1 min
30s
1 min
1 min
30s

10 min

2. Material und Methoden

Je nach Primer wurden verschiedene Annealing-Temperaturen bzw. Temperaturgradienten

ausprobiert.

Zur Uberprifung der erfolgreichen Amplifikation der entsprechenden Gensequenz wurde eine
Gelelektrophorese (s. 2.5.5) durchgeflhrt.

254.2. Degenerierte Primer fur Standard-PCR

Alle benutzten Primer wurden von Eurofins MWG Operon geliefert.

Fir die Suche nach Methyltransferasen wurden degenerierte Primer aus bekannten

konservierten Bereichen dieser Enzymklasse ausgesucht. Dabei wurden verschiedene

Kombinationen der Primer ausprobiert:

Primer-Name Sequenz [5’ — 3] Schmelztemperatur Tp,
JR-MT1f TNGTNGAYGTNGGNGGNG 58,2°C
JR-MT2f ARCAYGTNGGNGGNGAYATG | 59,4°C
JR-MT2r CATRTCNCCNCCNACRTGYT | 59,4°C
JR-MT3r GTNCKYTCYTTNCCNCC 55,2°C

Um das CYP-Enzym zu finden, welches an der Umsetzung von Matairesinol zu Pluviatolid

beteiligt ist, wurden folgende degenerierte Primer verwendet:
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2. Material und Methoden

Primer-Name Sequenz [§’ — 3] Schmelztemperatur Tn,
CYP719-1f AARCCNYTNGAYCAYHTNAARA | 55,3°C
CYP719-2f CNYTNGCNATHCCNCAYAA 55,2°C
CYP719-2r TGNGGDATNGCNARNGG 54,8°C
CYP719-3r CYTCNARNGGNGTYTTCAT 54,5°C

AuBRerdem wurden noch CODEHOP-Primer fir die Amplifikation dieses Cytochrom-P450-
Enzyms ausprobiert.

CODEHORP steht fir Consensus-Degenerate Hybrid Oligonucleotide Primer. Die Methode der
CODEHOP-PCR kann benutzt werden, um Gensequenzen zu finden, die entfernt verwandt
sind. Bei der Auswahl der Primer werden aus einem Alignement mehrerer Gensequenzen
verschiedene Blocke konservierter Bereiche gebildet. Aus diesen hochkonservierten
Bereichen wird die ,5’ consensus clamp region® des Primers gewahlt. Das 3’ Ende des Primers
besteht aus der ,3’ degenerate core region®, die aus allen méglichen Sequenzkombinationen
zusammengesetzt ist. Durch diesen Aufbau soll die Bindung der Primer und damit auch die
Effizienz der PCR verbessert werden (Rose et al., 1998).

Primer- Schmelztemperatur
Sequenz [§’ — 3]
Name Tm

CYPneu-1f | GCTAAAGTTCATGGAGCTGTTATGACNRTNTGGA | 67,7°C
CYPneu-1r | TACTTYGGNTAACGAGGAAAACGATAAGGAGT 65,6°C

CYPneu-2r | CCNTACKCNTAAACACGACCTTACCTACAAC 67,5°C

2.54.3. 3 RACE PCR

RACE steht fur Rapid Amplification of cDNA Ends und wird durchgefuhrt, um das 3‘ und das
5° Ende eines bekannten Genfragments zu finden. Bei der 3' RACE macht man sich den
Poly(A)-Schwanz der mRNA zu Nutze. Der Qr-Primer besteht zum einen aus dem Teil, der an
diesen Anhang binden kann, zum anderen aus der Sequenz des aufteren Primers Qo und dem
inneren Primer Qi. Diese Primer konnen dann bei der PCR an die cDNA binden und dann,
zusammen mit den genspezifischen Primern (GSP) das 3' Ende der Sequenz amplifizieren
(Scotto—Lavino et al., 2006a).

Zunachst wurde mit Hilfe des RevertAid Kits cDNA synthetisiert. Wie im Abschnitt 2.5.3. bereits
beschrieben, wurde mit zweimal autoklaviertem Material und Handschuhen gearbeitet, bis die
cDNA hergestellt war. Danach wurde mit einfach autoklaviertem Material weitergearbeitet.
Dabei wurden 5 ug RNA mit H,O auf ein Volumen von 11,5 pl aufgeflllt und nach Mischen
5 min bei 70°C inkubiert.
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2. Material und Methoden

Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden

4yl 5x Reaktionspuffer
0,5 yl Qr-Primer [100 ng/pl]
1 4l RNase Inhibitor

2yl dNTP-Mix [10 mM]

zugegeben. Diese Mischung wurde 5 min bei 25°C inkubiert, und danach wurde 1 pl der
Reversen Transkriptase zugefligt. Die Probe wurde 60 min bei 42°C inkubiert und zur
Inaktivierung der Transkriptase fir 15 min auf 70°C erhitzt. AnschlieRend wurde die Losung
auf Eis abgekuhlt, kurz zentrifugiert und zum Abbau von RNA noch mit 0,3 pl RNase H (5 U)
versetzt. Erneut erfolgte eine Inkubation bei 37°C fir 20 min. Die hergestellte cDNA wurde mit
TE-Puffer 1:5 verdinnt und diese Verdinnung erneut 1:10 mit dem gleichen Puffer verdinnt.
Als nachster Schritt wurde eine PCR durchgefihrt.

1. PCR
5ul  10x TrueStart Taq Puffer
1yl dNTP-Mix [10 mM]
3yl MgClz [25 mM]
1l 3-cDNA-Verdiinnung
2,5yl Qo-Primer [10 pM]]
2,5yl GSP1-Primer [10 uM]
0,5 pl TrueStart Taq Polymerase [5 U/ul]

34,5yl H0O
1. PCR-Programm:

1. Zyklus 95°C 5 min
53°C 2 min
72°C 40 min

2. - 30. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 3 min

31. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 15 min

Abkuhlen auf 6°C.
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Von diesem PCR-Produkt wurden 5 pl 1:20 mit TE-Puffer verdiinnt und fur die nachste PCR

verwendet.

2. PCR

2. PCR-Programm

5ul  10x TrueStart Taq Puffer

1yl dNTP-Mix [10 mM]

3yl MgClz [25 mM]

14l PCR-Produkt-Verdinnung

2,5yl Qi-Primer [10 pM]

2,5yl GSP2-Primer [10 uM]

0,5 yl TrueStart Taq Polymerase [5 U/pl]
34,5 ul HO

Aktivierung 95°C 5 min

1.-29. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 3 min

30. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 15 min

Abkuhlen auf 6°C

Das Ergebnis wurde mittels Gelelektrophorese (s. 2.5.5) ausgewertet.

Primer fir die 3 RACE PCR

Primer-Name Sequenz [5' — 3'] Schmelztemperatur Tn,
Qr-Primer CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACT -
CGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTITTTT

Qo-Primer CCAGTGAGCAGAGTGACG 58,2°C

Qi-Primer GAGGACTCGAGCTCAAGC 58,2°C

LnGSP1 CAGCTTCCCTGTTTCCTCC 58,8°C

Ln-GSP2 CAACATGATAGCGTCGGCG 58,8°C

La-GSP1 CGCCACTGGCAGAATGCA 58,2°C

La-GSP2 CAGTGCTCGTCGCTCCAA 58,2°C
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2544, 5" RACE PCR

Bei der 5° RACE PCR wird cDNA mit dem genspezifischen Primer GPRT hergestellt und
anschliel®end ein Poly(A)-Anhang an das 5° Ende angebracht. Dadurch kann wieder der Q+-
Primer, bzw. die Qo- und Q;-Primer, zur Amplifikation eingesetzt werden (Scotto—Lavino et al.,
2006b).

Zunéchst wurde die cDNA wie fiir die 3° RACE hergestellt. Als einzige Anderung wurden 0,5 pl
GPRT-Primer [100 ng/ul] statt des Qr-Primer zugegeben (siehe 2.5.4.3).

Nachdem die cDNA fertig hergestellt war, wurde sie mit 0,75 yl RNase H (1,5 U) versetzt.
Daraufhin erfolgte eine Inkubation bei 37°C fiir 20 min. Die cDNA wurde dann 1:10 mit TE-
Puffer verdiinnt und mittels NucleoSpin®-Extract Il Kit von Macherey und Nagel aufgereinigt.
Dazu wurden 400 ul NT-Puffer zugegeben und die komplette Lésung auf die Nucleospin®-
Saulen gegeben. Nach der Zentrifugation bei 11000 g fir 1 min wurde der Durchfluss
verworfen. Die gebundene cDNA wurde mit 700 pyl NT3-Puffer gewaschen und erneut bei
11000 g fur 1 min zentrifugiert. Um den restlichen Puffer von den Saulen zu entfernen wurde
fur 2 min bei 11000 g zentrifugiert. Zur Elution der cDNA wurden 15 ul H,O zugegeben, 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert und dann fur 1 min bei 11000 g zentrifugiert. Nun war die cDNA

bereit zum Anhangen des Poly(A)-Schwanzes:

15yl cDNA

4yl 5x Tdt-Puffer

0,5yl dATP [2,5 mM]

0,5 pl terminale Desoxynucleotidyltransferase (Tdt) [20 U/pl]

Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 5 min, und zur Inaktivierung der Transferase wurde auf
70°C fur 10 min erhitzt. Vor der Durchfihrung der ersten PCR wurde die synthetisierte cDNA
nochmal 1:2,5 mit TE-Puffer verdiinnt.

1. PCR
5ul  10x TrueStart Taq Puffer
1yl dNTP-Mix [10 mM]
3ul MgCl; [25 mM]
1yl 5-cDNA-Verdinnung
2,5yl Qr-Primer [10 uM]
2,5yl Qo-Primer [10 pM]
2,5yl 5-GSP1-Primer [10 pM]
0,5 yl TrueStart Taq Polymerase [5 U/pl]

34,54l H0
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1. PCR-Programm

1. Zyklus 95°C 5 min
48°C 2 min
72°C 40 min

2. - 30. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 3 min

31. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 15 min

AbkuUhlen auf 6°C

Je 5 ul des PCR-Reaktionsansatzes wurde 1:20 mit TE-Puffer verdinnt und flr eine zweite
PCR benutzt.

2. PCR
5ul  10x TrueStart Taq Puffer
1yl dNTP-Mix [10 mM]
3yl MgClz [25 mM]
1yl cDNA-Verdlinnung
2,5yl Qi-Primer [10 pM]
2,5yl 5-GSP2-Primer [10 pM]
0,5 pl TrueStart Taq Polymerase [5 U/ul]

34,5yl H0
2. PCR-Programm

Aktivierung 95°C 5 min

1. —29. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 3 min

30. Zyklus 94°C 30s
53°C 30s
72°C 15 min

Abkuhlen auf 6°C

Das Ergebnis wurde mittels Gelelektrophorese (siehe 2.5.5) ausgewertet.
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Primer fur die 5-RACE-PCR

2. Material und Methoden

Primer-Name Sequenz [5’ — 3] Schmelztemperatur Tn,
Qr-Primer CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACT -
CGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTITTI
Qo-Primer CCAGTGAGCAGAGTGACG 58,2°C
Qi-Primer GAGGACTCGAGCTCAAGC 58,2°C
GPRT-Ln190 TGTTCGAGTCCGTTCCCG 58,2°C
GPRT-La257 ATGTTCGCCAGCGTCCCCTC 63,5°C
GSP1-Ln190 CCGCCGACGCTATCATGT 58,2°C
GSP2-Ln190 GCACAACTGGAGCGACGA 58,2°C
GSP1-Ln257 CGGCGACGCCATTTTCATG 58,8°C
GSP2-Ln257 GTCACGATTGGAGCGACG 58,2°C
2545. PCR mit Phusion-Polymerase

Diese PCR wurde

durchgefihrt, um die Volllangen-Sequenzen der gefundenen

Methyltransferasen zu amplifizieren. Diese Polymerase besitzt eine 3'—5'-Exonuclease-

Aktivitat und damit eine ,proof-reading“-Funktion.

4yl 5x Phusion HF Puffer
0,4 ul dNTP-Mix [10 mM]

1
1

Ml Primer-f [10 uM]
plo Primer-r [10 uM]

2yl cDNA
0,2 yI Phusion DNA Polymerase [2 U/pl]
11,4 yl HO
PCR-Programm
1.Zyklus 98°C 30s
2. - 36. Zyklus 98°C 10s
Tm-5°C 30s
72°C 30s
37. Zyklus 72°C 10 min

Abkuhlen auf 6°C

Das Ergebnis wurde mittels Gelelektrophorese (s. 2.5.5) ausgewertet.
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Volllangen-Primer
Diese Primer wurden jeweils mit Restriktionsschnittstellen versehen, um die Sequenzen

anschliel®end in den gewtlinschten Expressionsvektor einzufiigen.

Schmelz-
Primer- Restriktions- | temp. Tm
Name Sequenz mit Schnittstelle [5’ — 3’] enzym ohne

Anhang
MT1-VL-f1 | TTACAT|ATGGGGATAAATCAACAGAG Ndel 53,2°C
MT1-VL-f2 | TTACAT|ATGGAAGATACAGAATCTCG Ndel 53,2°C
MT1-VL-r | TAAC|TCGAGTTATTTTGACCTAACAGACGG | Xhol 51,1°C
VLMt-La-f | ATTCTGCA|GATGGGGTCAACCCCAGAAAC Pstl 59,3°C
VLMt-La-r | TATGJAATTCTCAGGCGGCAGTTTTCAGGA EcoRI 59,3°C

2.5.5. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde mit 0,7%igem Agarose-Gel durchgefuhrt, bei kleineren
Fragmenten wurde ein 1,2%iges Gel verwendet. Das Agarose-Gel (ca. 40 ml pro Geltrager)
wurde mit TBE- (44,5 mM Tris, 44,5 mM Borsaure und 1 mM Na,-EDTA) bzw. TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM Essigsaure und 1 mM Nax-EDTA) hergestellt und mit 0,7 pl - 1 pl 1%iger
Ethidiumbromid-Lésung gemischt. Die Puffer wurden auch als Laufpuffer fur die
Elektrophorese benutzt. Um die Proben in die Taschen des Gels zu fiillen, wurden sie mit 6x
Loading Dye (0,03% Bromphenolblau, 0,03% Xylencyanol, 60% Glycerol und 60 mM EDTA)
versetzt. Als Marker wurde der GeneRuler DNA Ladder Mix bzw. O’GeneRuler 1 kb Ladder
ready-to-use von Thermo Scientific benutzt. Die Elektrophorese wurde bei 110 V fir 45 min -
60 min ausgefuhrt und das Gel danach mit Hilfe des Geldokumentationssystems (UV- bzw.
blau-grinem LED-Licht) ausgewertet.

2.5.6. Gelextraktion

Nachdem die gewlnschten Banden aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten worden waren,
sollte die DNA daraus extrahiert werden. Dazu wurde das NucleoSpin®-Extract Il Kit von
Macherey and Nagel benutzt. Das Gelstick wurde in NT-Puffer (200 pl Puffer pro 100 mg Gel)
geldst, indem es im Puffer bei 50°C fur etwa 10 min inkubiert wurde. Das aufgeldste Gel wurde
auf die Saulen aufgetragen und bei 11000 g flr 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saulen mit je 700 ul NT3-Puffer gewaschen. Nach der Zentrifugation bei
11000 g flr 1 min wurde zum Trocknen der Sdulenmembran eine erneute Zentrifugation bei
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11000 g fur 2 min durchgefuhrt. Zum Eluieren der DNA erfolgte nach Zugabe von 25 yl H.O
eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 1 min. Zentrifugiert wurde schlie3lich bei 11000 g fur

1 min, und die Menge an DNA wurde mit dem Photometer bestimmt.

2.5.7. Ligation

25.71. Ligation in einen Klonierungsvektor
Far die Ligation von PCR-Produkten in einen geeigneten Klonierungsvektor wurde das PCR

Cloning Kit von Qiagen verwendet. Der Ligationsansatz wurde wie folgt zusammenpipettiert:

0,5 yl pDrive Cloning Vector
2yl PCR-Produkt nach Gelextraktion
2,5yl 2x Ligation Master Mix

Der Ansatz wurde bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Je nach DNA-Menge nach der Aufreinigung,
wurde diese Konzentration zusatzlich durch Entfernen des H>O und Ricklésen in 2 yl H2O
erhoht.

2.5.7.2. Ligation in Expressionsvektoren
Zur Vorbereitung der Ligation wurde der Vektor und die einzusetzende DNA mit einem
Restriktionsverdau geschnitten und Uber Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach der
Gelextraktion konnte die Ligation durchgeflhrt werden. Zur Berechnung der Menge an Insert

wurde folgende Formel verwendet, dabei wurden 3 pl linearisierter Vektor eingesetzt.

m(Vektor): Menge an Vektor in ng

m(Vektor) * g(Insert
( )+ 4( ) * 1 = m(Insert) m(Insert): Menge an Insert in ng

g(Vektor)
g(Vektor): GréRe des Vektors in kb
d(Insert): GréRe des Inserts in kb
Zusammensetzung: r: Verhéltnis Insert zu Vektor
3 ul  Vektor
X Ml Insert

1yl 10x T4 DNA Ligase Puffer
1yl T4 DNA Ligase [5 U/pl]
1yl PEG 4000

yul HO

Das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes war 10 pl.

Die Ligationsansatz wurde Uber Nacht oder mehrere Tage bei 4°C inkubiert.
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Als Vektor wurde im Fall der Methyltransferasen LnMT3 und LnMT3s der pET15b-
Expressionsvektor eingesetzt und fir die Kaffeesdaure O-Methyltransferase der pRSET C-

Expressionsvektor.

2.5.8. Herstellung kompetenter Zellen

Fir die Herstellung kompetenter Zellen wurde zunéchst eine Ubernachtkultur mit 2 ml LB-
Medium und 2 pl Tetracyclin (12,5 mg/ml Tetracyclin in EtOH) angelegt. Zellen wurden von
einer alteren Charge entnommen und mittels eines Zahnstochers in das vorbereitete Medium
Uberfuhrt. Die Kultur wurde Uber Nacht bei 37°C und 220 UpM inkubiert. Fir das weitere
Vorgehen wurde 90 ml LB-Medium mit 90 pl Tetracyclin (12,5 mg/ml) versetzt und eine Probe
fur die Bestimmung der ODggo entnommen. Die Suspension wurde komplett zum Medium
gegeben und anschlieftend bei 37°C und 220 UpM inkubiert, bis eine ODgoo von 0,6 erreicht
wurde. Die weiteren Arbeiten wurden auf Eis durchgefiihrt. Zum Trennen der Bakterien vom
Medium wurden sterile Zentrifugationsgefalle benutzt und eine Zentrifugation flir 10 min bei
3000 g und 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen, und die Bakterienpellets
wurden in 10 ml kalter steriler CaCl,-Lésung (100 mM) resuspendiert und in einem Gefal
vereinigt. Nach einer Zentrifugation fur 12 min bei 2500 g und 4°C wurde das Pellet erneut in
10 ml kalter CaCl,-Lésung (100 mM) resuspendiert. Die Suspension wurde 20 min auf Eis
inkubiert und wie oben beschrieben nochmal zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet in
2 ml 100 mM CaCl, mit 15% Glycerin resuspendiert und die Suspension in Portionen (150 ul)
aliquotiert. Nach dem Einfrieren in flissigem Stickstoff wurden die kompetenten Zellen bei
-80°C aufbewahrt. Die Behandlung mit CaCl, dient zur Erhdhung der Permeabilitat der

Membran der Zellen und damit zur besseren Aufnahme der Plasmide bei der Transformation.

2.5.9. Transformation

Vor der Transformation wurde die Ligase durch eine Inkubation bei 65°C flr 15 min inaktiviert.
Zur gleichen Zeit wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Als kompetente Zellen
wurden E. coli EZ (s. 2.5.8) verwendet. Bei der Transformation fir die spatere
Proteinexpression wurden die kompetenten Zellen E. coli BL21(DE3)pLysS oder E. coli
SoluBL21 benutzt. Der erhitzte Ligationsansatz wurde nach Abkuhlen komplett zu den
kompetenten Zellen gegeben und 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend folgte ein
Hitzeschock bei 42°C fir 90 s, um die Aufnahme des Plasmids in die Zellen zu erleichtern.
Danach wurde 2 min auf Eis abgekihlt und 200 ul SOC-Medium (s. 2.3) zugegeben. Als

nachstes folgte eine Inkubation bei 37°C, 750 UpM fir 30 min. Um die Transformation
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abzuschliel3en, wurde die Bakteriensuspension auf die vorbereiteten Platten mit LB-Medium
(s. 2.3) und Ampicillin (100 pyg in 1 ml LB-Medium) verteilt. Bei der Transformation mit dem
pDrive-Vektor wurde das LB-Medium mit 100 yl 0,1 M IPTG und 20 ul X-Gal (50 mg/ml in
Dimethylformamid) zur Blau-Weiss-Selektion versetzt. Dabei werden positive Klone anhand
ihrer weillen Farbe identifiziert, wahrend die Kolonien, die ein leeres Plasmid enthalten,
aufgrund einer intakten R-Galactosidase eine blaue Farbung aufweisen.

Bei allen gentechnischen Aufgaben, bei denen Ampicillin und IPTG verwendet wurde, wurden

sterilfiltrierte Loésungen benutzt.

2.5.10. Ubernachtkulturen

Nach der Transformation wurden von den gewachsenen Bakterienkolonien Ubernachtkulturen
angelegt. Dazu wurde 4 ml LB-Medium mit 20 yl Ampicillin (20 mg/ml) in ein Reagenzglas
geflllt. Um Bakterien von der LB-Platte in das flissige Medium zu Uberfiihren, wurden sterile
Zahnstocher benutzt. Die fertigen Kulturen wurden in den Inkubationsschiuittler gestellt und bei
37°C und 220 UpM fir ungefahr 16 h inkubiert.

Aus diesen Ubernachtkulturen wurden, nach einer positiven Seguenzierung (Seqlap, Eurofins
MWG Operon), Glycerin-Stammkulturen angelegt. Zum Anlegen dieser Kulturen wurden
425 ul Bakteriensuspension mit 75 ul Glycerin gemischt. AnschlieBend wurden diese in

flussigem N eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.5.11. Plasmidpraparation

Um das Plasmid aus den Bakterien zu isolieren, wurde eine Plasmidpraparation durchgefuhrt.
Dazu wurden 1,5 ml Bakteriensuspension der Ubernachtkulturen entnommen und 5 min bei
3000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Vorgang nochmal wiederholt.
Das Pellet wurde in 250 pl Puffer P1 (50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA) mit 100 pg/ml
RNase A resuspendiert. Nach der Zugabe von 250 ul Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS)
wurde die Suspension gemischt und die Lésung wurde klar. Das Hinzufiigen von 350 pul Puffer
N3 (4,2M Guanidin-HCI, 0,9 M Kaliumacetat, pH 4,8) fihrte zu der Bildung eines
Niederschlags, und dieser wurde bei 16000 g fir 10 min abzentrifugiert. Dieser Uberstand
wurde auf die Saulen des Qiaprep® Spin Miniprep Kit von Qiagen gefiillt und bei 16000 g fir
1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das gebundene Plasmid zuerst mit
500 pl Puffer PB (5 M Guanidin-HCI, 30% Isopropanol) und danach mit 750 pl Puffer PE
(10 mM Tris/HCI pH 7,5, 80% Ethanol) gewaschen. Dazwischen erfolgte jeweils eine

Zentrifugation bei 16000 g fir 1 min. Nach dem zweiten Waschschritt wurde der restliche
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Puffer mit einer Zentrifugation bei 16000 g fur 2 min entfernt. Die Saulen wurden in vorbereitete
Reaktionsgefalte gestellt und anschlieend 50 yl H2O zur Elution zugegeben. Vor der
Zentrifugation bei 11000 g flr 1 min, wurde die Saule bei Raumtemperatur fir 3 min inkubiert.
AnschlieRend wurde zur Uberprifung der erfolgreichen Ligation ein Restriktionsverdau (s.
2.5.12) durchgefihrt. Die positiven Proben wurden zum Sequenzieren geschickt (Seqlab,
Eurofins MWG Operon).

2.5.12. Restriktionsverdau

Fur den Restriktionsverdau wurden je nach Plasmid verschiedene Enzyme eingesetzt. Nach
der Zugabe der einzelnen Komponenten wurden die Ansatze bis zu 3 h bzw. Uber Nacht bei

37°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Auswertung mittels Gelelektrophorese (2.5.5).

2.5.12.1. pDrive

Der Verdau des pDrive-Vektors wurde durchgefihrt mit:

16 ul H0
2yl EcoRI-Puffer
1yl EcoRI[10 U/ul]

Die Mischung wurde mit 1 pl Plasmid versetzt und wie oben beschrieben inkubiert.

2.5.12.2. pET15b

Fir diesen Verdau wurden folgende Komponenten zusammengeflgt:

7u HO
0,5 ul Ndel
0,5yl Xhol

2yl CutSmart Puffer

Zu der Losung wurden 3 pl Plasmid gegeben und inkubiert.
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Dieser Verdau wurde ebenfalls durchgefiuihrt, um den Vektor und die einzufigenden

Gensequenzen fir die Ligation vorzubereiten:

14 yl  Vektor od. Insert
2yl Ndel
2yl Xhol
2yl CutSmart Puffer

2.5.12.3. pRSET C

Die Zusammensetzung dieses Verdaus war:

7u HO
0,5yl Pstl
0,5yl EcoRI

2yl Orange Buffer

AnschlieRend wurden 3 ul Plasmid zugefiugt. Der Verdau des Expressionsvektors und des

Genstucks fur die Ligation wurden mit Pstl und EcoRI ausgefuhrt (siehe 2.5.11.2).

2.5.13. SMARTer® RACE 53" Kit

Dieses Kit wurde verwendet, um die 3 und 5 Enden der gefundenen Teilsequenzen zu finden.

2.5.13.1. cDNA-Synthese
Mit Hilfe des SMARTer® RACE 5'/3° Kit von Clontech wurde zuerst cDNA hergestellt. Auch hier
wurde, wie in Abschnitt 2.5.3 erklart, mit zweimal autoklavierten Materialien gearbeitet. Dazu

wurde ein Puffer Mix pipettiert, der bis zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert wurde.
4yl 5x First-Strand Buffer

0,5l DTT [100 mM]
1l dNTPs [20 mM]
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Als Nachstes wurden fur die 5-cDNA Synthese folgende Reagenzien kombiniert:

1yl RNA[10ng -1 ug]
1l 5-CDS Primer A[12 uM]
9ul  HO

Die Lésung fur die Synthese der 3’-cDNA setzte sich folgendermalien zusammen:

1yl RNA[10 ng- 1 ug]
1l 3-CDS Primer A
10yl HO

Beide Loésungen wurden gemischt, kurz zentrifugiert und anschlief3end flr 3 min bei 72°C
inkubiert. Danach erfolgte eine AbklUhlung auf 42°C fur 2 min und eine erneute Zentrifugation.
Zu der Mischung fir die 5-cDNA wurde 1yl SMARTer Il A Oligonucleotide [24 uM]
zugegeben. Weiterhin wurde ein Master Mix hergestellt, von dem 8 pl jeweils zu den 5'- bzw.

3'-cDNA gegeben wurde:

5,5 yl  Buffer Mix
0,5 yl RNase Inhibitor [40 U/ul]
2yl SMARTScribe Reverse Transkriptase [100 U]

Nach dem Mischen und Zentrifugieren wurden die Losungen erst bei 42°C fur 90 min und dann
bei 70°C fir 10 min inkubiert. Um die cDNA fir die Amplifikation vorzubereiten, wurden 90 ul
Tricin-EDTA-Puffer zugegeben.

2.5.13.2. PCR
Zur Durchfuhrung der PCR wurde ein Master Mix fur die 3'- und die 5-cDNA hergestellt.

15,5 ul HO

25yl 2x SeqAmp Buffer
1yl SeqAmp DNA Polymerase
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In ein Reaktionsgefal wurden

2,5l 5'-bzw. 3*-cDNA
5ul  10x Universal Primer A Mix (UPM)
1yl Gene-Specific Primer (GSP)
41,5yl Master Mix
gefullt.

Die Amplifizierung wurde mit zwei verschiedenen Programmen ausprobiert.

1. PCR-Programm

1. - 40. Zyklus 94°C 30s
66°C 30s
72°C 3 min

Abkuhlen auf 6°C.
2. PCR-Programm (touchdown PCR)

1.- 5. Zyklus 94°C 30s
72°C 3 min

6. - 10. Zyklus 94°C 30s
70°C 30s
72°C 3 min

11. - 35. Zyklus 94°C 30s
68°C 30s
72°C 3 min

Abkuhlen auf 6°C.
Die Ergebnisse wurden mittels Gelelektrophorese (siehe 2.5.5) ausgewertet und die

sichtbaren Banden ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 2.5.6). Anschliel’iend wurden die

Ligation und Transformation durchgefuhrt.
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2.5.13.3. Primer
Primer- Schmelz-
Sequenz [§’ — 3'] temperatur
Name T
m

3'GSP190 | GATTACGCCAAGCTTCACACAATCTTCGTCGCTCCAGTTGTGC | > 75°C
5'GSP190 | GATTACGCCAAGCTTTCCCGCCGCCGACGCTATCATGTTGAAG | > 75°C
3'GSP257 | GATTACGCCAAGCTTGCGCCACCGGCAGTATGCACTCGCAC >75°C
5'GSP257 | GATTACGCCAAGCTTAGGCGCTGCCGGCGAAGGGGAAAGTG >75°C

2.5.13.4. In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech)

Ligation und Transformation wurden mit diesem Kit gemacht. Dazu wurden

0,5 I linearized pRACE vector
3,5 yl aufgereinigtes RACE-Produkt
1 ul  In-Fusion HD Master Mix

in ein Reaktionsgefal pipettiert und gemischt. Die Inkubation der Losung erfolgte bei 50°C fir
15 min und wurde dann auf Eis abgekuhlt. Zur Transformation wurden die Stellar Competent
E. coli benutzt. Von diesen Zellen wurden 50 ul mit den 5 yl des Ligationsansatzes versetzt.
Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis, wurde ein Hitzeschock bei 42°C fir 45s
durchgefuhrt. Abgeklhlt wurde fir 1 min auf Eis und dann wurden 450 yl SOC-Medium
zugegeben. Die Suspension wurde 60 min bei 37°C und 300 UpM inkubiert, danach wurde die
Bakteriensuspension 1:10 oder 1:50 mit SOC-Medium verdiinnt. Diese Suspension wurde auf
LB-Platten (2.3) mit Ampicillin verteilt und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die
Ubernachtkulturen und Plasmidpréparationen erfolgten wie in den Abschnitten 2.5.10 und
2.5.11 beschrieben.

2.5.13.5. Restriktionsverdau
Um zu beurteilen, ob die Ligation und Transformation erfolgreich war, wurde ein

Restriktionsverdau durchgeftuhrt.

0,5 ul EcoRI

0,5 pl Hindlll

3yl 2x Tango Buffer
6u  HO
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Diese 10 yl wurden mit 5 yl Plasmid gemischt, Uber Nacht bei 37°C inkubiert und dann mittels
Gelelektrophorese analysiert. Die Proben, die sichtbare Banden zeigten, wurden zum

Sequenzieren geschickt.

2.5.14. Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) wurde durchgefihrt, um die Expression verschiedener
Gene wahrend des Kulturverlaufs der Suspensionskultur zu beurteilen. Dazu wurde erst RNA

von den Proben der Kulturcharakterisierung isoliert (2.5.2).

2.5.141. cDNA-Synthese
Aus der isolierten RNA wurde mit dem gScript cDNA SuperMix von Quanta cDNA synthetisiert.
Als Endkonzentration der RNA in der Losung wurde 0,1 ug gewahlt:

4yl 5x gScript cDNA SuperMix
X ul RNA
y il H20 (frei von Nukleasen)

Gesamtvolumen: 20 pl

Nach dem Mischen und Zentrifugieren wurden die Proben 5 min bei 25°C inkubiert. Dann
wurde 30 min bei 42°C und weitere 5 min bei 85°C inkubiert. AnschlieRend wurde auf 4°C
abgekihlt und die cDNA bei -20°C gelagert. Fir die weiteren Versuche wurde ein Teil der
cDNA mit TE-Puffer 1:5 verdunnt.

2.5.14.2. gPCR

Vor dem Einsetzen der Primer in der eigentlichen gPCR wurde erst eine Standard-PCR

durchgefuhrt. Damit wurde die Qualitat der Primer getestet (siehe 2.5.4.1).
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Primer-Name Sequenz [5’ — 3] Schmelztemperatur Tn,
gActin-f GATGGCCAGGTCATCACC 58,2°C
gActin-r GTTGTAAGTGGTCTCGTGGA | 57,3°C
qCa90MT2-f GCTGGCTGTTTAGTAGAGC | 56,7°C
qCa90MT2-r AACCTTAGACGTGTTCCCAG | 57,3°C
qVL-Mt-f CATTGACCCATCACCTTCC 56,7°C
qVL-Mt-r CCCGGAGGAAGATTGTTGAA | 57,3°C
qCOMT2-f GGGGAAAGTGATAGTGTGC | 56,7°C
qCOMT2-r GGGTTGTGCGCCAACATG 58,2°C

Actin wurde als Haushaltsgen (HKG) bestimmt.

Zunachst wurde die Effizienz der PCR-Reaktion bestimmt. Bei einer Effizienz von 100% soll

die Menge an DNA sich bei jedem Zyklus verdoppeln. Die hier erreichte Effizienz soll Gber

95% liegen. Anschlielend wurde auf dieser Grundlage die cDNA-Verdinnung fir jedes

Primerpaar ausgewahlt. Flr diesen Versuch wurden von den einzelnen Kulturtagen je 10 pl

cDNA entnommen und gemischt. Von dieser Mischung wurden 40 pl 1:4 mit Wasser verdunnt.

Dieser Vorgang wurde wiederholt bis eine Verdinnung von 1:256 erreicht wurde.

Fir die gPCR wurde ein Master Mix hergestellt:

6,25 ul 2x PerfeCTa SYBR® Green SuperMix
0,25 pul Primer-f
0,25 pl Primer-r
0,75 pl H20

Die verschiedenen Master Mixe wurden mit den cDNA-Verdlinnungen gemischt und in
Dreifach-Proben (je 12,5 ul) auf die 96-Well-Platten
Negativkontrollen (NTC) durchgefihrt, indem statt 5 ul cDNA nur Wasser zugegeben wurde.

Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgefihrt.

gPCR-Programm:

50 Zyklen:

95°C 2 min
95°C 15s
52°C 45 s
68°C 1 min

Schmelzkurve: 50°C - 95°C
Abkuhlen auf 6°C
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Nach jedem der 50 Zyklen und nach der Schmelzkurve wurden die Daten erfasst.

Die Daten wurden ausgewertet und die optimale Verdliinnung der cDNA berechnet. Mit diesen
Verdiinnungen wurde in den nachsten Versuchen weitergearbeitet.

Die Versuche wurden unter sterilen Bedingungen mit zweifach autoklavierten Materialien und
Nuklease-freiem Wasser durchgefiihrt.

Anschlieend wurde mit RNA eine PCR durchgefiihrt, um die RNA auf Spuren von gDNA zu
testen. Dazu wurde eine Standard-PCR (2.5.4.1) mit 2 pl RNA und den Actin-Primern genutzt.

2.6. BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

2.6.1. Kaffeesaure O-Methyltransferase (COMT) aus Linum album

und Linum nodiflorum

Die codierende Sequenz der Enzyme war in dem pRSET C-Vektor enthalten und dieser befand
sich in den SoluBL21-Zellen. Die Sequenz der Methyltransferase aus Linum nodiflorum wurde

von Stefan Wolters gefunden und in den Vektor und die Expressionszellen eingeflgt.

2.6.1.1. Proteinexpression
Zur Expression der Methyltransferase wurde eine Ubernachtkultur mit 5 ml LB-Medium und
25 pl Ampicillin (20 mg/ml) angelegt (2.5.10). Am nachsten Tag wurden 500 ml LB-Medium
(mit 100 pug Ampicillin pro 1 ml Medium) mit der Ubernachtkultur angeimpft und die Suspension
bei 37°C und 220 UpM inkubiert, bis eine ODgo zwischen 0,3 und 0,6 erreicht wurde.
AnschlielRend wurde die Proteinexpression mit 500 ul 1 M IPTG induziert und die Suspension
erneut bei 26°C und 220 UpM fir 18 h inkubiert. Um die Bakterien von dem Medium
abzutrennen, wurden sie in mehreren Zentrifugengefaen bei 4°C und 3000 g fir 10 min
abzentrifugiert. Ein Pellet entsprach einer Menge von 160-180 ml Medium. Die geernteten

Bakterienpellets wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.6.1.2. Proteinaufreinigung
Die Bakterienpellets (1 Pellet entspricht etwa 160-180 ml Flussigkultur) wurden auf Eis
aufgetaut und dann in 6 ml His-Tag-Bindepuffer (50 mM KPi pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM
Imidazol) resuspendiert. Um die Zellwand der Bakterien zu zerstéren, wurde erst eine
Spatelspitze Lysozym aus Huhnereiweil} zugegeben und die Suspension 15 min auf Eis
inkubiert. Dann wurde ein Ultraschallaufschluss (Intensitat 100%, Pulse 0,6) durchgeflhrt.

Dieser wurde dreimal fir 30 s unter stidndigem Kihlen und mit Pausen von 30 s ausgeflhrt.
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Danach wurde Zelltrimmer bei 4°C und 10000 g fur 15 min abzentrifugiert. Fir die His-Tag-
Saulen wurden 1,5 ml His-Bind-Resin (gut gemischt) in die Sdulen gegeben und die Flissigkeit
abtropfen lassen. Zum Aquilibrieren des S&ulenmaterials wurde 1 ml His-Tag-Bindepuffer
aufgefiillt und inkubiert. Vor Zugabe des Uberstands wurde der Puffer wieder abgelassen. Der
Uberstand wurde nach der Zentrifugation gleichmaBig auf die His-Tag-Saulen verteilt, und die
Saulen wurden in einer waagerechten Position auf Eis 1 h geschiittelt. Nach der Inkubation
wurden die Saulen wieder aufrecht verwendet und die Flissigkeit durch Tropfen abflielien
gelassen. Der Durchfluss wurde verworfen und das Saulenmaterial anschlielRend mit finfmal
je 2 ml Waschpuffer 1 (50 mM KPi pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) gespult. Danach
wurde das gebundene Protein durch eine Erhdhung der Imidazol-Konzentration dreimal mit je
1,25 ml Elutionspuffer (50 mM KPi pH 8, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) eluiert. Wahrend
der Aufreinigung wurden von dem unléslichen Rickstand, dem Durchfluss, den
Waschfraktionen (W1 und W5) und allen Elutionsfraktionen Proben fir eine SDS-PAGE (2.6.4)
entnommen.

Um unerwinschte Salze aus der Enzymldsung zu entfernen, wurde eine Umpufferung in
20 mM KPi pH 7 mit PD-10 Saulen von GE Healthcare Life Sciences (fUr ein Probenvolumen
von 2,5 ml) durchgefiihrt. Die Enzymlésung wurde nach der Elution mit 1 mM DTT versetzt, in
500 pl aliquotiert und mit 15% Glycerin gemischt. Nach dem Einfrieren mit flissigem N2 wurden

die Enzymldsungen bei -20°C gelagert.

2.6.2. Mutanten der Coniferylalkohol 9-O-Methyltransferase
Als Expressionsvektor diente hier pET15b und als Expressionszellen E. coli BL21(DE3)pLysS.

2.6.2.1. Proteinexpression
Die Expression wurde ebenfalls mit der Herstellung einer Ubernachtkultur begonnen. Dazu
wurden 5ml LB-Medium und 25pul Ampicillin (20 mg/ml) verwendet. Die weitere
Vorgehensweise wird in Abschnitt 2.5.10 beschrieben. Als Nachstes wurden 500 ml LB-
Medium mit 100 ug/ml Ampicillin mit der Kultur angeimpft. Um eine ODsoo von 0,4 zu erreichen,
wurde bei 37°C und 220 UpM im Schiittler inkubiert. Um eine Uberproduktion der
Methyltransferasen zu aktivieren, wurde mit 1 mM IPTG induziert. AnschlieRend wurde bei
37°C und 220 UpM fir 5h inkubiert und danach die Bakterien abzentrifugiert. Die
Zentrifugation fand bei 4°C, 3000 g und 10 min statt. Die Bakterienpellets wurden mit flissigem

N2 eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.
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2.6.2.2. Proteinaufreinigung

Die Aufreinigung wurde begonnen wie in Abschnitt 2.6.1.2 erklart. Nach dem Aufschluss wurde
die Zentrifugation bei 4°C und 5000 g fiir 30 min durchgefiihrt und im Anschluss der Uberstand
auf die His-Tag-Saulen gegeben. Die Saulen wurden mit 1 ml His-Bind-Resin gefiillt und mit
His-Tag-Bindepuffer aquilibriert. Diese gefiillten Saulen wurden 1 h unter Schutteln auf Eis
inkubiert und anschlieBend der Durchfluss verworfen. Gewaschen wurden die Saulen erst
achtmal mit je 2 ml Waschpuffer 1 und danach noch zweimal mit je 1 ml Waschpuffer 2 (50 mM
KPi pH 8, 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol). Das Eluieren des Proteins erfolgte dreimal mit je
1 ml Elutionspuffer. Bei der Aufreinigung wurden Proben des unléslichen Rickstands, des
Durchflusses, der Waschfraktionen (W1, W8 und W10) und der Elutionsfraktionen fir die SDS-
PAGE (2.6.4) gesammelt. Die Umpufferung und der restliche Ablauf erfolgte wie in Abschnitt
2.6.1.2 beschrieben.

2.6.3. Methyltransferasen LnMT3 und LnMT3s

Der Expressionsvektor und die Expressionszellen stimmten mit denen (berein, die fir die

Coniferylalkohol 9-O-Methyltransferase benutzt wurden.

2.6.3.1. Proteinexpression
Die Uberexpression dieser Enzyme wurde ebenso ausgefiihrt wie in Abschnitt 2.6.2.1

dargestellt.

2.6.3.2. Proteinaufreinigung
Die Aufreinigung wurde durchgefihrt, wie in dem Abschnitt 2.6.2.2 geschildert.

2.6.4. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

(SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE wurde nach Lammli (1970) durchgefuhrt. Die Proteine werden dabei

denaturiert und bilden einen Protein-SDS-Komplex. Dieser Komplex ist negativ geladen und
wandert je nach Grofie unterschiedlich weit im elektrischen Feld.

Nach dem Aufreinigen der Proteine wurde mit den gesammelten Proben eine SDS-PAGE
durchgefihrt, um die Qualitdt und Reinheit zu beurteilen. Das Polyacrylamidgel wurde

hergestellt, indem zuerst das Trenngel und auf dieses das Sammelgel gegossen wurde.
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Zusammensetzung Trenngel:

1,25 ml Trenngel-Puffer (1,5 M Tris/HCI pH 8,8)

1,45 ml H-O

2,05 ml Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamidstammldésung mit
0,8% Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1)

0,2 ml SDS (10%)

8 ul TEMED

35 ul Ammoniumpersulfat APS (10%)

Der Radikalstarter APS wurde als Letztes zugegeben, und die Lésung wurde, nach dem
Mischen, in die Form geflullt. Das Gel wurde mit 0,5 ml n-Butanol bedeckt, um den
Luftsauerstoff fern zu halten und die Oberflache zu glatten. Nach Ausharten des Trenngels

wurde das Butanol entfernt und das Sammelgel gemischt.

Zusammensetzung Sammelgel:

625 yl Sammelgel-Puffer (0,5 M Tris/HCI pH 6,8)
1,4 ml HO

375 ul Rotiphorese Gel 30

100 uyl SDS (10%)

5ul  TEMED

20 yl - APS (10%)

Das Sammelgel wurde Uber das Trenngel geschichtet und ein Taschenkamm eingesetzt. Nach
Auspolymerisieren wurde es Uber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt. Das Gel wurde in die
Elektrophorese-Apparatur eingesetzt und diese mit Laufpuffer (192 mM Glycin, 25 mM
Tris/HCI, 0,1% SDS, pH 8,3) geflllt. Von den gesammelten Proben wurden 10 yl enthommen
und mit 5 pl Roti-Load 4x versetzt. Die Proben wurden 10 min bei 95°C denaturiert und in die
Geltaschen geflllt. Die enthaltenen Proteine wurden etwa 2h bei 150V und 100 mA
aufgetrennt.

Um die Banden im Gel sichtbar zu machen, wurde das Gel in einer Coomassie-Farbeldsung
(112,5 ml Methanol, 112,5 ml H.O, 25 ml Eisessig, 0,125% Coomassie Blau R-250) 1 h unter
Schutteln gefarbt. Anschlielend wurde das Gel mit einer Entfarbe-Lésung (450 ml Methanol,
450 ml H20, 100 ml Eisessig) entfarbt.
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2.6.5. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Ermittlung der Proteinmenge erfolgte mit dem Bradford-Assay (Bradford, 1976). Dabei
bildet das in der Bradford-Lésung enthaltene Coomassie Blau G-250 mit Proteinen einen
Komplex, der das Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Die Bradford-
Lésung setzte sich aus 100 mg Coomassie Blau G-250, 50 ml EtOH, 100 ml o-Phosphorsaure
(85%) und 850 ml H.O zusammen.

Fur den Assay wurde 2 ml Bradford-Lésung in eine Klvette geflllt und mit 20 ul Probe versetzt
und gemischt. Nach 15 Minuten Inkubation wurde die photometrische Messung durchgefuhrt.
Zur Referenz wurden 20 pl Puffer (20 mM KPi pH 7) anstelle der Probe gegeben. Zur
Erstellung einer Kalibriergeraden wurden verschiedene Konzentrationen von BSA (0,25

mg/ml, 0,5 mg/ml und 1 mg/ml) eingesetzt.

2.6.6. Enzymtests mit Mutanten der Coniferylalkohol 9-O-

Methyltransferase
2.6.6.1. Herstellung des Coniferylalkohol-9-Methylethers (Ca9Me)

Die Herstellung des Standards Ca9Me wurde mit mehreren Enzymtests des Ca90OMT-

Wildtyps begonnen.

Zusammensetzung:

10 Coniferylalkohol [10 mM in MeOH]
10 ul SAM [25 mM]
X Ml Enzym [40 pg Protein]
y 001 MKPipH7 +1 mMDTT
400 pl

Der Test wurde 4 h bzw. 5 h bei 30°C im Wasserbad inkubiert und die Reaktion mit 400 pl
Ethylacetat beendet. Insgesamt wurde dreimal mit 400 pl Ethylacetat ausgeschuttelt und
anschlieend das Losungsmittel entfernt.

Zur Auswertung wurde eine Dunnschichtchromatographie durchgefiihrt. Als Laufmittel wurde
eine 1:1-Mischung aus Ethylacetat und Petrolether (Siedebereich 40°C-60°C) und als DC-
Platte eine Kieselgel 60 F254 von Merck benutzt. Bei einer Wellenlange von 254 nm wurde
die Bande von Ca9Me durch Fluoreszenzléschung identifiziert. Das Kieselgel wurde von der

DC-Platte getrennt und in einem Reaktionsgefal gesammelt.
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Je 100 mg Kieselgel wurden mit 1 ml Methanol gemischt, um das Ca9Me zu extrahieren. Nach
einer Zentrifugation bei 16000 g fiir 15 min, wurde der Uberstand entnommen und in einem
Rundkolben gesammelt. Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Der Uberstand
wurde mittels Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand in 1 ml Methanol riickgeldst.
Der Gehalt der Lésung wurde mit dem Photometer bestimmt. Dazu wurde die Probe 1:200
verdinnt und bei einer Wellenlange von 268 nm in einer Quarzklvette vermessen. Bei einer
zu geringen Konzentration an Ca9Me wurde erneut das Methanol entfernt und der Rickstand
in weniger Methanol rickgelost. Zur Berechnung der Konzentration wurde der

Extinktionskoeffizient € von log € = 4,09 (Naito et al., 1992) und das Lambert-Beer‘sche Gesetz

angewendet:
E: Extinktion
E=¢+cx*d c: Konzentration
€: Extinktionskoeffizient
d: Schichtdicke der Kiivette
2.6.6.2. Enzymtests

Zu Beginn wurden mehrere Enzymtests durchgefihrt, um die Aktivitat der Mutanten C271A,
C271S, D272N und Y162F zu beurteilen.

10 Coniferylalkohol [10 mM]
10 pl SAM [25 mM]
X Ml Enzym-Ldsung
y ul 0,01 MKPipH7 +1 mMDTT
400

Die Proteinkonzentration und die Inkubationszeit wurden variiert, und die Inkubation erfolgte
im Wasserbad bei 30°C. Die Reaktion wurde mit 400 ul Ethylacetat abgestoppt und die
Produkte noch weitere zwei Mal mit 400 pl Ethylacetat ausgeschuttelt. Das Losungsmittel
wurde entfernt und die Proben fur die Messung in 40% Methanol rickgeldst

Fir die Mutanten C271A und C271S wurden die Kn-Werte bestimmt. Zuerst wurde dafir die
optimale Enzymkonzentration bzw. optimale Inkubationszeit mit Enzymtests ermittelt.
Ausgewertet wurden alle Enzymtests Uber HPLC. Als Laufmittel diente 40% Methanol mit
0,01% Phosphorsaure angesauert, und es wurde bei einer Wellenlange von 280 nm
gemessen. Die Saule war eine Equisil ODS C18 (5 p, 250 x 4 mm) mit einer 20 mm-Vorsaule

desselben Materials.
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Bestimmung des Kn-Wertes
Der Km-Wert wird ermittelt, um die Affinitat des Substrats zum Enzym zu messen. Der Wert
wird definiert als die Substratkonzentration, bei der eine halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit
erreicht wird. Um diesen Wert zu bestimmen, wurde die Konzentration eines Substrats
(Coniferylalkohol bzw. SAM) verandert, wahrend das jeweils andere Substrat in
gleichbleibender sattigender

Konzentration eingesetzt wurde.

2.6.7. Enzymtests mit Kaffeesaure O-Methyltransferasen

Getestet wurden neben den LnCOMT1 und LnCOMT2 aus Linum nodiflorum, auch die
LaCOMT aus Linum album. Hier war das Ziel, die Substrate der Enzyme zu identifizieren.
Der Enzymtest hatte insgesamt ein Volumen von 250 ul und setzte sich folgendermalien

Zusammen:

10 SAM [25 mM]
X Ml Substrat [Endkonzentration: 200 uM]
150 ul Enzymldsung
y 001 MKPipH7 +1 mMDTT
250 ul

Alle Tests wurden bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Als Inkubationszeiten wurden 0, 30 und
60 min gewahlt. Beendet wurden die Reaktionen mit 20 yl 6 N HCI und anschlie3end dreimal
mit je 500 ul Ethylacetat ausgeschdittelt. Das Losungsmittel wurde entfernt und die Proben bei
-20°C aufbewahrt.

Die Proben wurden in 100 pl 50% Methanol gelést und mittels HPLC analysiert. Als Laufmittel
diente 50% Methanol mit 0,01% Phosphorsaure und die in 2.6.6.2 beschriebene Saule
benutzt. Die Wellenldngen, bei denen gemessen wurde, werden im Abschnitt 2.6.7.1

angegeben.
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26.7.1. Substrate
LnCOMT:
Substrat Losungsmittel Wellenldange [nm]
B-Peltatin Methanol 280
4’-Demethylpodophyllotoxin Methanol 280
4-Cumarsaure Methanol 333
4-Demethylyatein Methanol 280
Chlorogensaure Methanol 330
Ferulasaure Methanol 325, 330
Hydroxymatairesinol Methanol 280
Isoferulasaure Methanol 325, 330
Kaffeesaure Methanol 325, 330
Matairesinol 50% Methanol 280
Sinapylalkohol Methanol 280
LaCOMT:
Substrat Losungsmittel Wellenlange [nm]
Ferulasaure Methanol 325, 330
Isoferulasaure Methanol 325, 330
Kaffeesaure Methanol 325, 330
Matairesinol 50% Methanol 280
2.6.7.2. Dunnschichtchromatographie

Far die DC wurden Enzymtests mit der LnCOMT und Kaffeesaure durchgefiihrt. Die Proben
wurden O und 6 h inkubiert, und das weitere Vorgehen entsprach der Beschreibung im
Abschnitt 2.6.7. Das Laufmittel fir die DC setzte sich aus Chloroform, Methanol und
Ameisensaure im Verhaltnis 85:15:1 (Mabinya et al., 2006) zusammen. Die DC-Platte war eine
Kieselgel 60 F254 Platte von Merck.

Nach Entwicklung der Platte wurde sie zur Detektion mit Naturstoffreagenz A (1% in Methanol)
und PEG 4000 (5% in Methanol) bespriht. Eine Auswertung erfolgte unter UV-Licht bei
366 nm.
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2.6.7.3. Enzymtests LaCOMT

1. Optimale Proteinkonzentration

Fir diesen Enzymtest wurde die Menge an Protein variiert. Es wurden 0, 5, 10, 15, 20 und
30 ug Protein in den Tests eingesetzt.

Der Standardtest wurde umgeandert, sodass eine Endkonzentration von 1,25 mM SAM und
2 uM Kaffeesaure erreicht wurde. Die Inkubationszeit betrug 5 min bei einer Temperatur von
30°C. Die weitere Durchfiihrung entsprach dem oben beschriebenen Vorgehen.

Alle Proben wurden in 100 yl 40% Methanol geldst. Im Unterschied zur oben genannten
HPLC-Methode wurde als Laufmittel 40% Methanol mit 0,01% Phosphorsaure gewahit.

2. Optimale Inkubationszeit
Bei diesem Test wurden die Inkubationszeiten verandert. Gewahlt wurden 0, 2, 5, 10, 15, 20,
25 und 30 min. Als Proteinmenge wurden 10 ug eingesetzt und die restlichen Parameter

wurden nicht verandert.

3. Optimaler pH-Wert

Ein erster Enzymtest wurde mit einem Britton-Robinson-Puffer (0,04 M H3BO3, 0,04 M H3zPOu,
0,04 M Essigsaure eingestellt mit 0,2 M NaOH) durchgeflhrt, der auf verschiedene pH-Werte
von 2 bis 12 eingestellt war. Wiederholt wurde der Test mit einem KPi-Puffer, eingestellt auf
die pH-Werte 6 bis 8. Die eingesetzte Proteinmenge war 10 yg, aulerdem wurde eine

Endkonzentration von 20 uM Kaffeesaure und eine Inkubationszeit von 5 min gewahlt.

4. Optimale Inkubationstemperatur

Die Inkubationstemperatur wurde hier verandert, dabei wurden 0°C (Eis), 10°C, 15°C, 20°C,
25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C und 60°C gewahlt. Der Test wurde im Thermomixer
von Eppendorf durchgefuhrt. Die eingesetzte Menge an Protein und Kaffeesaure entsprachen

dem vorherigen Test.

5. Bestimmung des Kn-Wertes
Siehe 2.6.6.2.
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2.6.8. Enzymtests mit den Methyltransferasen LnMT3 und LnMT3s

Die Methyltransferasen LnMT3 und LnMT3s wurden in Linum nodiflorum gefunden. Die zwei
Methyltransferasen unterscheiden sich in ihrem Startcodon, das aus der ermittelten Sequenz
nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Ziel der durchgefihrten Enzymtests war die
Identifizierung des Substrats und ob ein Unterschied in der Aktivitdt der beiden
Methyltransferasen besteht.

Der Standardenzymtest bestand aus folgenden Komponenten:

10 pl SAM [25 mM]
X Ml Substrat [Endkonzentration: 200 uM]
150 pl Enzymlésung [LnMT3: 60-67,5 ug; LnMT3s: 52,5-57 ug]
y ul 0,1 MKPipH7 +1 mMDTT
250 pl

Die Proben wurden im Wasserbad bei 30°C und fur unterschiedliche Zeiten (0, 30, 60 min bzw.
0 h - 5 h) inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 yl 6 N HCI beendet und dreimal mit 500 pl
Ethylacetat ausgeschuttelt. Nach Entfernen des Losungsmittels, wurden die Proben bei -20°C
gelagert.

Die Auswertung der Enzymtests erfolgte mit einer HPLC. Das Laufmittel war 50% Methanol
angesauert mit 0,01% Phosphorséaure, die Saule eine Equisil ODS C18 (siehe 2.6.6.2) und die
eingestellte Wellenlange variierte je nach Substrat.

Die Auswertung der Tests mit Flavonoiden als Substrat wurde mittels HPLC mit einem
Gradienten durchgefthrt. Laufmittel A war Wasser mit 0,1% Ameisensaure und als Laufmittel
B diente Acetonitril, auch mit 0,1% Ameisensdure angesauert. Die Saule war die HyPURITY
Elite C18 5 p 250 x 4 mm.

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%] Flussrate [ml/min]
0 95 5 0,8
40 0 100 0,8
45 0 100 0,8
45,1 95 5 0,8
55 95 5 0,8
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2.6.8.1. Substrate:

Substrat Losungsmittel Wellenldange [nm]
B-Peltatin Methanol 280
4-Cumarsaure Methanol 333
4-Demethylyatein Methanol 280
Catechin Methanol 276, 280
Chlorogensaure Methanol 330
Chrysin Methanol 314
Eriodictyol Methanol 290
Ferulasaure Methanol 330
Galangin Methanol 266; 268
Hesperetin Methanol 290
Homoeriodictyol Methanol 290
Hydroxymatairesinol Methanol 280
Kaempferol Methanol 260
Kaffeesaure Methanol 330
Luteolin-7-Glucosid Methanol 350
Matairesinol 50% Methanol 280
Naringenin Methanol 290
Quercetin-Dihydrat Methanol 370
Resorcin Wasser 280
Sinapylalkohol Methanol 280
Xanthin Basisches Wasser 270

Bei dem Enzymtest mit Xanthin wurde die Vorgehensweise geandert, indem mit 250 pl

Methanol abgestoppt wurde und diese Lésung anschlielend direkt fur die HPLC-Messung

benutzt wurde. Das Laufmittel wurde zwischen 10% und 50% Methanol mit 0,01%

Phosphorsaure variiert.

2.6.9. LC-MS

Die Analyse verschiedener Enzymtests wurde zusatzlich mittels LC-MS durchgeflhrt. Dies

diente zur weiteren ldentifikation der entstandenen Produkte.

Als Saule wurde die Multospher 120 RP 18 (5 u 250 x 2 mm von CS-Chromatographie Service

GmbH) verwendet. Die mobile Phase bestand aus einem Gradienten aus Wasser angesauert
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mit 0,1% Ameisensaure und Acetonitril mit 0,1% Ameisensaure. Es wurde mit einer positiven

lonisation gemessen.

Zeit [min] | H20 + 0,1% ACN + 0,1% Flussrate Temperatur [°C]
Ameisensaure [%)] Ameisensaure [%] [ml/min]

0,00 95 5 0,25 20

40,00 100 0,25 20

45,00 100 0,25 20

45,10 95 5 0,25 20

55,00 95 5 0,25 20
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1.  ANLEGEN VON KALLUS- UND SUSPENSIONSKULTUREN

Zu Beginn wurden von Linum nodiflorum Kallus- und Suspensionskulturen angelegt, um mit
diesen Zellen weitere Untersuchungen durchzufuhren. Dabei ist es gelungen, zwei Kulturen in
MSLi-Medium (Ln1 und Ln2) und jeweils eine Kultur in CB2- und B5-Medium (Ln CB2 bzw. Ln
B5) anzulegen. Diese sollten anschliefiend beziglich ihres Lignangehalts verglichen werden.
Von den Arten Linum album und Linum flavum existierten bereits Suspensionskulturen, sodass

diese flr die Experimente verwendet wurden.

3.2. LIGNANEXTRAKTION

Zur Untersuchung des Lignangehalts der angelegten Kulturen, wurden die Zellen an Tag 7
geerntet. Diese Zellen wurden gefriergetrocknet und fir die Lignanextraktion verwendet.
Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Extraktion flr verschiedene Suspensionskulturen von
Linum nodiflorum. Eine Extraktion der Kulturen in MSLi wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
durchgefuhrt. Die Lignane wurden einmal kurz nach Anlegen der Kulturen von Ln1 und Ln2
am 12.11.2013 und danach nochmal von Ln1 am 06.11.2016 und Ln2 am 04.11.2016 geerntet.
Die Auswertung der Extraktion zeigte, dass Ln2-131112 als einzige Kultur Podophyllotoxin
(PTOX) enthalt. Die Konzentration entspricht 0,144% des Trockengewichts (TG). Hinsichtlich
des Lignans 6-Methoxypodophyllotoxin (MPTOX) lie3 sich feststellen, dass es in allen
Suspensionskulturen zu finden ist. Die héchste Menge ist ebenfalls in Ln2-131112 mit 0,047%
des TG zu finden. Die Kulturen Ln B5 und Ln CB2 enthielten von den untersuchten Lignanen
nur MPTOX, dieses aber nur in sehr geringen Mengen. Dies deutet darauf hin, dass sich die
Medien B5 und CB2 hier negativ auf die Bildung dieser Lignane in den Kulturen auswirkten.
Die Konzentration von Desoxypodophyllotoxin (DOP) war in der Suspensionskultur Ln1-
131112 am groBten. Hier ist der Gehalt 0,084% des TG. In der Kultur Ln2-131112 liegt sie bei
nur 0,016% des TG.

Im Vergleich zu den im Jahr 2013 geernteten Zellen konnten in Ln1-161106 und Ln2-161104
nur noch Spuren der Lignane nachgewiesen werden. In Ln1-161106 konnte nur MPTOX und
in Ln2-161104 MPTOX und DOP gefunden werden. Diese Abnahme der Konzentration ist auf
das Alter der Kulturen und die damit verbundene Selektion zu schnell wachsenden Zellen, die

weniger Stoffe produzieren, zurtickzufiihren.
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In der Literatur wurde in Suspensionskulturen von Linum nodiflorum eine héhere Konzentration
an 6-Methoxypodophyllotoxin beschrieben. Hier akkumulierte die Kultur bis zu 0,6% des TG
an Tag 12 und bis zu und 0,18% des TG an Tag 20, wobei die Kulturen nur etwa 0,05% des
TG an DOP enthielten (Konuklugil et al., 1999; Petersen und Alfermann, 2001). Im Vergleich
dazu enthalten die getesteten Kulturen wenig MPTOX und die Kultur Ln2 mehr PTOX als
MPTOX. Die geringe Konzentration der Endprodukte MPTOX und PTOX in Ln1-131112 kann
durch eine verminderte Umsetzung der Vorstufe DOP erklart werden. Es muss letztlich auch
bertcksichtigt werden, dass die Literaturdaten von deutlich alteren Kulturen stammen. Eine
spatere Ernte der in dieser Arbeit beschriebenen Kulturen hatte mdglicherweise hdhere
Lignangehalte ergeben.

0,16
0,14
0)
© 0,12
@ mlnt- 131112
© 0,10
° mLn2- 131112
5 0,08 Ln B5
50,06 Ln CB2
5 mLn1- 161106
20,04 mLn2 - 161104
0,02

PTOX MPTOX DOP

ABBILDUNG 13

Gehalt an Podophyllotoxin (PTOX), 6-Methoxypodophyllotoxin (MPTOX) und Desoxypodophyllotoxin (DOP) der
einzelnen Suspensionskulturen von Linum nodiflorum.

Die Lignanextraktion wurde auch fir die Suspensionskulturen von Linum album und Linum
flavum durchgefihrt. In der Kultur von Linum album wurden keine der getesteten Lignane
gefunden. Die Ursache dafur kann auch hier das Alter der Suspensionskultur sein. In den
Zellen von Linum flavum wurde nur MPTOX mit einer Menge von 0,04% des Trockengewichts
gefunden. Dies stimmt mit der Literatur Uberein, die zeigten, dass Linum flavum-Kulturen
hauptsachlich MPTOX akkumulieren (van Uden et al., 1990; Wichers et al., 1990).
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3.3. ELICITIERUNG

In Pflanzen erfullen Lignane vor allem bei der Abwehr von Infektionen und Fral3feinden eine
wichtige Rolle (Nakatani et al., 1988; Lewis und Davin, 1999; Harmatha und Dinan, 2003; Gao
et al., 2004). Um in Suspensionskulturen die Menge an Sekundarstoffen zu erhéhen, werden
sogenannte Elicitoren eingesetzt, die Abwehrmechanismen auslésen und damit auch eine
vermehrte Bildung von bestimmten Sekundarstoffen. Zur Elicitierung kdnnen verschiedene
Stoffe benutzt werden, wobei bei den hier durchgefihrten Elicitierungsversuchen
Methyljasmonat zum Einsatz kam. Die Untersuchungen wurden mit den zwei Linum
nodiflorum-Suspensionskulturen in MSLi-Medium durchgeflihrt. Die hier dargestellten
Versuche sind als Vorversuche anzusehen, die bei einem positiven Effekt wiederholt und

statistisch abgesichert worden waren.

3.3.1. Linum nodiflorum Suspensionskultur 1

Die Suspensionskultur Ln1 wurde nach der Zugabe des Methyljasmonats (MedJa; 100 M)
bzw. des Lésungsmittels Ethanols (EtOH) als Kontrolle an den Zeitpunkten O h, 12 h, 24 h,
48 h, 96 h und 240 h geerntet.

In der Abbildung 14 werden die Ergebnisse flir Podophyllotoxin dargestellt. Der Verlauf zeigte
keine Erhdhung der Konzentration durch Elicitorzugabe. Die Resultate fur
6-Methoxypodophyllotoxin und Desoxypodophyllotoxin (Abbildung 15 und Abbildung 16)
zeigten einen ahnlichen Verlauf der EtOH- und MeJa-Gruppe und keine eindeutige Erhdhung

der Menge an Lignanen durch die Elicitorzugabe.
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ABBILDUNG 16

Verlauf des Gehalts an Desoxypodophyllotoxin in
Suspensionskulturen von Linum nodiflorum (Ln1) nach
EtOH- und MeJa-Zugabe.

Eine zweite Elicitierung wurde durchgefuhrt, um die Entwicklung zwischen 96 h und 240 h
Inkubation naher zu untersuchen. Fur diesen Versuch wurde eine neu angelegte
Suspensionskultur verwendet, da die alte Kultur auf Grund einer Infektion vernichtet worden
war. Dies erklart vor allem die unterschiedliche Konzentration an Lignanen, insbesondere an
Desoxypodophyllotoxin im Vergleich zur ersten Elicitierung.

In Abbildung 17 ist der Verlauf des Podophyllotoxingehalts zu sehen. Hier war ein deutlicher
Unterschied zwischen der elicitierten Kultur und der Kontrollkultur zu erkennen. In der
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Kontrollgruppe konnte eine héhere Konzentration von Podophyllotoxin gefunden werden.
Erklarbar ist dieses Phanomen durch eine mdgliche Stimulation der Produktion anderer Stoffe,
die in der Analyse der Chromatogramme nicht identifiziert werden konnten. Hinsichtlich der
Konzentration an 6-Methoxypodophyllotoxin zeigt die Abbildung 18 einen ahnlichen Verlauf
der beiden Kulturen, wobei an den Tagen 4 und 10 ein leicht erhdhter Gehalt in der Kultur mit
Elicitor erkennbar ist. Fir den Desoxypodophyllotoxin-Gehalt war ein Unterschied an Tag 10
zu beobachten, mit einer hdheren Konzentration nach Elicitierung (siehe Abbildung 19). Der

generelle Verlauf der Kurven war jedoch bei beiden Gruppen ahnlich.
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ABBILDUNG 19

Verlauf des Gehalts an Desoxypodophyllotoxin in
Suspensionskulturen von Linum nodiflorum (Ln1) nach
EtOH- und MeJa-Zugabe.

3.3.2. Linum nodiflorum Suspensionskultur 2

Die Untersuchung der zweiten Suspensionskultur Ln2 erfolgte gemaf der ersten Elicitierung
von Ln1. Podophyllotoxin zeigte in Abbildung 20 den gleichen Verlauf der Proben mit MeJa
und EtOH, wobei die Kultur mit Meda ab 48 h eine leicht erhohte Konzentration um etwa
0,015% aufwies. In Abbildung 21 Iasst sich keine eindeutige Wirkung des Elicitors auf den
Gehalt von 6-Methoxypodophyllotoxin erkennen. Desoxypodophyllotoxin zeigte wie
Podophyllotoxin eine Erhdhung der Konzentration nach Elicitorzugabe ab einer Inkubationszeit
von 48 h. Dabei blieb aber der Verlauf der MeJa- und EtOH-Gruppe mit einem Maximum nach
96 h ahnlich (Abbildung 22).
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ABBILDUNG 22

Verlauf des Gehalts an Desoxypodophyllotoxin in
Suspensionskulturen von Linum nodiflorum (Ln2) nach
EtOH- und MeJa-Zugabe.

In der Literatur wurde bei der Elicitierung einer Suspensionkultur von Linum nodiflorum eine
Erhéhung des MPTOX-Gehalts von 1,4% des Trockengewichts an Tag 10 erreicht (Berim et
al., 2005). Bei van Firden et al. (2005), die die Elicitierung bei Linum album-Kulturen
durchgefihrt hat, zeigte sich schon ein Anstieg der Konzentrationen von PTOX und MPTOX
innerhalb des 1. Tages nach der Zugabe von MeJa zu den Kulturen. Hier erreichte man einen
Anstieg des PTOX-Gehalts um das 2- bis 10-fache des Ausgangswerts an Tag 12 (abhangig
von der jeweiligen Kultur). Schlussfolgern lasst sich aus diesen Ergebnissen, dass die
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Elicitierung bei den von uns angelegten Kulturen nicht den gewunschten Effekt hatte und bei
keiner der getesteten Kulturen eine signifikante Erhéhung des PTOX-, MPTOX- oder DOP-
Gehalts stattfand.

3.4. KULTURCHARAKTERISIERUNG

Die Kulturcharakterisierung wurde mit der Suspensionskultur Ln1 Gber einen Zeitraum von 14
Tagen (Tag 0 bis Tag 13) durchgeflhrt. Diese Untersuchung hatte das Ziel, die Entwicklung

der Kultur in dieser Zeit zu beobachten.

3.4.1. Mediumsparameter

Als Mediumsparameter wurden Leitfahigkeit, Zuckergehalt und pH-Wert ermittelt. Die
Ergebnisse der Bestimmungen werden in Abbildung 23 gezeigt.

Der pH-Wert des Mediums stieg von 5,5 auf einen Wert von 7,15 an Tag 7 an. Danach sank
er auf 6,5 ab und stieg bis zum Ende der Charakterisierung kontinuierlich an.

Im Gegensatz dazu nahm der Zuckergehalt des Mediums von 3% stetig ab, bis am 7. Tag 0%
erreicht wurde. Dies lasst sich durch die Aufnahme von Zucker als Energiequelle erklaren. Ab
Tag 10 stieg die Kurve wieder leicht bis auf 0,3% an. Zu beachten ist, dass bei der Bestimmung
des Zuckergehalts Uber den Brechungsindex auch andere Substanzen bertcksichtigt werden,
die lichtbrechende Eigenschaften besitzen. Diese werden nach dem Absterben von Zellen
freigesetzt, sodass der Wert am Ende wieder leicht ansteigt.

Die Leitfahigkeit des Mediums sank kontinuierlich und hatte an Tag 11 mit 2,04 mS/cm seinen
tiefsten Wert, danach stieg die Kurve wieder auf 2,56 mS/cm leicht an. Auch dieser Verlauf ist
durch die Aufnahme von lonen in die Zellen und die Freisetzung nach dem Absterben der
Zellen zu erklaren.

In Bezug auf diese Werte bestatigt sich, dass die Uberimpfung der Zellen an Tag 7 den

optimalen Zeitpunkt fir das Uberfiihren in neues Medium darstellt.
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ABBILDUNG 23

Verlauf der Mediumsparameter pH-Wert, Zuckergehalt und Leitfahigkeit wahrend der Kulturcharakterisierung der
Suspensionskultur von Linum nodiflorum (Ln1).

3.4.2. Zellparameter

Als Zellparameter wurden das Frischgewicht und das Gewicht nach der Gefriertrocknung
bestimmt.

In Abbildung 24 sind die Kurven des Frisch- und des Trockengewichts zur besseren
Vergleichbarkeit gemeinsam aufgetragen. Hier ist zu erkennen, dass das Trockengewicht der
Zellen ein Maximum von 0,85 g pro Kolben an Tag 7 erreicht hat. Danach fiel das Gewicht auf
etwa 0,57 g ab. Das Frischgewicht zeigte das Maximum einen Tag spater als das
Trockengewicht mit 12,16 g pro Kolben an Tag 8. Anschliel3end sank auch das Frischgewicht
wieder ab.

Dieser Verlauf passt mit dem im Kapitel 3.4.1 beschriebenen Kurvenverlauf zusammen.
Sobald der Gehalt an Zucker das Minimum erreicht, kdnnen die Zellen nicht mehr wachsen
und nehmen nach Tag 7 an Trockengewicht ab. Das Frischgewicht reagiert aufgrund der

Wassereinlagerung in den Zellen erst spater auf den Mangel an Nahrstoffen.
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ABBILDUNG 24

Vergleich des Frischgewichts (linke y-Achse) und des Trockengewichts (rechte y-Achse) der Suspensionskultur
von Linum nodiflorum (Ln1) Gber einen Zeitraum von 14 Tagen.

3.4.3. Lignangehalt

Ein weiterer Teil der Charakterisierung war die Bestimmung der Menge an Lignanen wahrend
des Kulturzeitraums von 14 Tagen.

In Abbildung 25 werden die Ergebnisse fir die Endprodukte Podophyllotoxin und
6-Methoxypodophyllotoxin und die Vorstufe Desoxypodophyllotoxin gezeigt. Insgesamt
konnten von diesen Lignanen nur geringe Mengen festgestellt werden. Hinsichtlich des
Podophyllotoxins konnte die Hochstmenge von 0,027% des TG an Tag 1 der
Charakterisierung gemessen werden. Ab dem 3. Tag der Untersuchung wurde kein PTOX
mehr nachgewiesen. Im Vergleich dazu wurde an Tag O nur 0,005%
6-Methoxypodophyllotoxin gemessen, der Gehalt sank auf eine Konzentration von 0,002% am
6. Tag. Danach wurde ein Anstieg auf 0,013% an Tag 10 beobachtet und anschlieend sank
die Menge an MPTOX wieder. Die Konzentration von Desoxypodophyllotoxin startete bei
0,043% des TG. Nach einem Abfall der Konzentration wurde das Maximum an Tag 9 mit
0,045% erreicht und an Tag 12 konnte nur eine Menge von 0,014% des TG gemessen werden.
Abbildung 26 zeigt den Verlauf des Gehalts an R-Peltatin und Matairesinol wahrend des
Untersuchungszeitraums. Die Menge an Matairesinol erreichte ein Maximum an Tag 9 mit
0,26% des TG und sank danach wieder ab. Die Konzentration von R-Peltatin stieg
kontinuierlich bis auf etwa 0,49% des TG an Tag 10 an und blieb bis zum Ende ungefahr

gleich. Der Wert an Tag 13 musste erst auf Reproduzierbarkeit getestet werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Kurven zeigen, dass von der Kultur entweder PTOX oder MPTOX als Endprodukte
hergestellt werden, da wahrend die Menge an PTOX abnimmt die Konzentration an MPTOX
zunimmt. Der niedrige Gehalt an MPTOX lasst sich auch durch den hohen Gehalt an R-Peltatin
in den Zellen erklaren. 3-Peltatin stellt eine Vorstufe dieses Lignans dar. Die fehlende
Umsetzung der Vorstufe zu MPTOX kdnnte auf eine niedrige Aktivitat der entsprechenden
Enzyme zurlckzufihren sein. Eine Untersuchung der Aktivitat der R-Peltatin O-

Methyltransferase fuhrte zu keinem auswertbaren Ergebnis.
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ABBILDUNG 25

Lignangehalte der Suspensionskultur Ln1 Gber einen Zeitraum von 14 Tagen. Abgebildet sind die Werte fir
Podophyllotoxin, 6-Methoxypodophyllotoxin und Desoxypodophyllotoxin.
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ABBILDUNG 26

Lignangehalte der Suspensionskultur Ln1. Verlauf der Menge an den Lignanen R-Peltatin und Matairesinol Gber
den Zeitraum von 14 Tagen.

3.4.4. Proteingehalt

Die Uberpriifung des Proteingehalts wurde mit einer Bradford-Lésung durchgefiihrt (Bradford,
1976). Dieser erfasst alle in dem Rohextrakt enthaltenen Proteine.

Die Konzentration stieg von 3,23 mg/ml auf etwa 5,05 mg/ml an Tag 3 an (Abbildung 27). Das
Maximum wurde an Tag 6 erreicht mit 5,14 mg/ml. Nach dem 7. Tag sank der Proteingehalt
wieder und erreichte am letzten Kulturtag der Charakterisierung 0,85 mg/ml. In der Phase des
Wachstums wird eine héhere Menge an Proteinen fir den Grundstoffwechsel bendtigt. Mit
dem Beginn der Abnahme der Zellmenge und der geringeren Verflugbarkeit von notwendigen

Nahrstoffen, nimmt auch der Proteingehalt ab.
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ABBILDUNG 27

Verlauf des Proteingehalts in Zellrohextrakten wahrend der Kulturcharakterisierung.

3.4.5. PAL-Aktivitat

Die Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) katalysiert die Reaktion von Phenylalanin zu
Zimtsaure. Die Reaktion wird in Abbildung 28 gezeigt. Dieser Schritt spielt eine wichtige Rolle
in der Produktion von Coniferylalkohol, welches unter anderem Ausgangsstoff fir die

Produktion von Lignanen ist.

O O
OH PAL SN OH
NH,
Phenylalanin Zimtsdure

ABBILDUNG 28

Reaktion der Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL)

Der Verlauf der spezifischen Aktivitat der PAL zeigte zwei Maxima (Abbildung 29). Ein
Maximum wurde am 1. Tag gemessen mit 53,09 pkat/kg und das zweite Maximum an Tag 6
mit 49,69 pkat/kg. AnschlieBend nahm die Aktivitat des Enzyms kontinuierlich ab. Dies passt
zeitlich zu der in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Abnahme des Proteingehalts und
dem Absterben der Zellen.

Das Maximum an Tag 1 kann auf die Uberfiihrung der Zellen in neues Medium und dem

resultierenden ,Verdiinnungseffekt zurlickzufiihren sein. Dieses Phanomen und der gezeigte
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Verlauf wurden schon friher bei Untersuchungen der PAL-Aktivitat beobachtet (Hahlbrock und
Schréder, 1975; Hahlbrock, 1976; Seidel et al., 2002).
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ABBILDUNG 29

Ergebnisse der Bestimmung der Aktivitdt der Phenylalanin Ammoniak-Lyase in Proteinrohextrakten aus
Suspensionszellen von Linum nodiflorum Gber einen Zeitraum von 14 Tagen.

3.4.6. Genexpressionsanalyse verschiedener Methyltransferasen

Die Ermittlung der Genexpression der verschiedenen Methyltransferasen in Linum nodiflorum
wurde mit Hilfe der gqPCR durchgefihrt. Die Berechnung der Resultate erfolgte nach der
2(2ACH.Methode. Als Haushaltsgen wurden Actin und der Elongationsfaktor 1-alpha (EF1a)
ausgesucht. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde nur Actin verwendet, da fir EF1a mehrere
Peaks in den Schmelzkurven zu sehen waren und dies zeigte, dass mehrere Produkte
entstanden sind. Die Ergebnisse wurden in Bezug auf den Tag 0 berechnet.

Ungliicklicherweise wurde nach den Versuchen bei der Uberprifung der RNA eine
Verunreinigung mit DNA festgestellt. Dies hat vor allem Einfluss auf die spateren Tage bei

denen mehr L6sung eingesetzt werden musste, um eine RNA-Menge von 2 ug zu erhalten.

Die relative Expression des Enzyms Ca90MT hatte ein Maximum an Tag 5, mit einer etwa
200-fach hdheren Expression als an Tag 0 (Abbildung 30). Anschlieend sank die Expression
wieder. Ca90OMT zeigt im Vergleich mit den anderen Methyltransferasen eine sehr viel hdhere
Expression. Dies kdnnte auf eine wichtige Aufgabe innerhalb der Pflanze hinweisen. Da die
Funktion des Methylethers von Coniferylalkohol noch unbekannt ist, kann in Betracht gezogen
werden, dass eventuell Coniferylalkhol nicht das eigentliche Substrat dieses Enzyms ist.

Die Resultate fir die anderen Methyltransferasen sind in Abbildung 31 zusammengefasst.
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Die neu gefundene Methyltransferase LnMT3/LnMT3s zeigte zunachst eine erhohte
Expression an Tag 1 von fast dem Doppelten des 0. Tages. Nachdem die relative Expression
sank, stieg sie an Tag 5 auf ein Maximum von Uber dem 2,5-fachen des Tags 0. An Tag 6
erfolgte eine rasche Abnahme, bevor sie erneut leicht anstieg. AnschlieRend sank die
Expression wieder unterhalb des Wertes von Tag 0. Im Gegensatz dazu hatte die Kaffeesaure
O-Methyltransferase LnCOMT ihre maximale Expression an Tag 7. Hier war der Wert etwa
2,5-mal groler als der Ausgangswert an Tag 0. Nach Erreichen des Maximums sank die
Expression am 8. Tag auf das Level des Anfangs bzw. danach unterhalb des Ausgangswerts
von 1. Das Absinken der Expression lasst sich wieder mit dem Mangel an Nahrstoffen und
dem Absterben der Zellen erklaren. Die Methyltransferase LnCOMT kann zu einem gewissen
Mal} Kaffeesdure umsetzen, die u.a. an der Synthese des Monolignols Sinapylalkohol, z.B. fur
die Ligninbiosynthese, beteiligt ist (Zhong, 1998; Dixon et al., 2001). Der Verlauf der
Expression von LnCOMT passt zu dem Verlauf der Kurve der PAL-Aktivitat, die Zimtsaure als
eine Vorstufe von Kaffeesaure produziert. Hinsichtlich der Methyltransferase LnMT3 ist die
genaue Funktion unbekannt.

Diese Ergebnisse geben einen ersten Einblick in die Expression der verschiedenen
Methyltransferasen. Aber da ein groRerer Einfluss der kontaminierenden DNA auf die

Resultate nicht ausgeschlossen werden kann, missen diese durch weitere Tests verifiziert

werden.
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ABBILDUNG 30

Bestimmung der relativen Genexpression der Methyltransferase Ca90OMT in Suspensionszellen von Linum
nodiflorum (Ln1) wahrend der Kulturcharakterisierung.
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ABBILDUNG 31

Ergebnisse der Ermittlung der relativen Genexpression der Methyltransferasen LnMT3/LnMT3s und der
Kaffeesdure O-Methyltransferase (LnCOMT) in Suspensionszellen von Linum nodiflorum (Ln1) im Laufe einer
Kulturperiode.

3.5. CYTOCHROM-P450-ENZYME

Die Reaktion von Matairesinol zu Pluviatolid wurde erstmals in Podophyllum-Arten gefunden
(Marques et al., 2013). Dieser Schritt wird als Teil der Biosynthese beschrieben, bei der
Epipodophyllotoxin als Endprodukt entsteht. Katalysiert wird die Reaktion von CYP719A23/24
(s.0).

Um nachzuweisen, dass CYP-Enzyme auch in Linum-Arten den Methylendioxy-Ring bilden,
wurde eine Mikrosomenpraparation durchgefuhrt. Es wurden verschiedene Bedingungen
ausprobiert, u.a. Anderung des Erntetags der Zellen, Inkubationszeit und unterschiedliche
Linum-Arten. Mit Matairesinol konnte hierbei keine Aktivitat beobachtet werden.

Zur Uberprifung der Funktionsfahigkeit der isolierten Mikrosomen, wurden gleichzeitig
zusatzliche Tests mit Zimtsdure durchgefuhrt. Zimtsdure wird dabei von der Zimtsaure 4-
Hydroxylase, einem CYP-Enzym, zu 4-Cumarsaure umgesetzt. Da diese Kontrolle zu einem
positiven Ergebnis flhrte, kann man davon ausgehen, dass die Mikrosomenpraparation
erfolgreich war.

Als weitere Mdglichkeit wurde versucht, mit molekularbiologischen Methoden diese Enzyme

nachzuweisen. Dazu wurden aus den bekannten Sequenzen der CYP-Enzyme Primer
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(degenerierte und CODEHOP-Primer) hergestellt, die fur die PCR benutzt wurden. Bei diesem
Versuch konnte auch kein positives Ergebnis erreicht werden.

Es ist fraglich, ob dieser Schritt in dieser Form in Linum-Arten stattfindet oder eventuell von
anderen Enzymen durchgefihrt wird. Um dies aufzuklaren, sind weitere Untersuchungen

notwendig.

3.6. CONIFERYLALKOHOL 9-O-METHYLTRANSFERASE

Die Coniferylalkohol 9-O-Methyltransferase (Ca90OMT) konnte erstmals von Berim et al. (2007)
in verschiedenen Linum-Arten, u.a. Linum nodiflorum, beschrieben werden. Dieses Enzym
katalysiert die S-Adenosylmethionin (SAM)-abhangige Methylierung von Coniferylalkohol zu
Coniferylalkohol 9-O-Methylether (Abbildung 32) und hat eine GroRRe von etwa 41 kDa. Die

Methylierung erfolgt hierbei nicht an der phenolischen, sondern an der aliphatischen

Hydroxylgruppe.
OH OCH;
= =
CaQ0MT
—’.
H,CO H,CO
OH OH
Coniferylalkohol Coniferylalkohol 9-O-Methylether

ABBILDUNG 32
Reaktion der Methyltransferase Ca9OMT.

Die Struktur des Enzyms und der mogliche Reaktionsmechanismus wurden von Wolters et al.
(2013) beschrieben. Bei dem Enzym Ca90OMT handelt es sich um ein Homodimer. Jedes
Monomer besitzt eine Dimerisierungsdomane am N-Terminus und eine katalytische Domane
am C-Terminus (Abbildung 33). Die Besonderheit des Enzyms ist das Fehlen des Histidin-
Rests, welcher in anderen bekannten Methyltransferasen das katalytische Zentrum darstellt.
An dieser Stelle befindet sich bei der Ca9OMT ein Cystein-Rest (Cys?'").
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ABBILDUNG 33
Struktur des Homodimers Ca90OMT. Monomer A bunt dargestellt mit dem N-Terminus in Blau und dem C-

Terminus in Rot (aus Wolters et al., 2013).

In Bezug auf die Reihenfolge der Bindung der Substrate zeigte sich, dass zuerst
Coniferylalkohol bindet und dann SAM. Mit der Bindung von SAM andert sich die Konformation
des Enzyms, wobei die Anderung notwendig fiir den Ablauf der Reaktion ist. Der beschriebene
Reaktionsmechanismus beginnt mit der Bindung von Coniferylalkohol mit der 9-OH-Gruppe in
Richtung des Aspartats an Position 272 (siehe Abbildung 34). Mit der Bindung von SAM andert
sich die Konformation und das Tyrosin reicht in Richtung der Bindetasche. So entsteht eine
stabile Konformation, die das SAM umgibt und zusatzlich kommt es zu einer Wechselwirkung
zwischen diesem Tyrosin (Tyr'®?), dem Aspartat (Asp?’?) und einem H,O-Molekiil. Das Asp?'?
deprotoniert die 9-OH-Gruppe des Coniferylalkohols und ein nucleophiler Angriff auf die
aktivierte Methylgruppe des SAM kann stattfinden. Sobald das Asp?’? protoniert ist, wird die
Wechselwirkung mit H,O und Tyr'®? geschwacht und Tyr'®? bewegt sich wieder aus der
Bindetasche heraus. So kdnnen SAH und der gebildete Coniferylalkohol 9-O-Methylether die
Bindetasche verlassen.

Eine Mutagenese des Enzyms wurde ebenfalls von Wolters et al. (2013) durchgefuhrt. Dabei
wurde Cystein (Cys?’") gegen Alanin bzw. gegen Serin (C271A und C271S) ausgetauscht.
AuBerdem wurden die Aminosauren Asparaginsaure (Asp?’?) in Asparagin (D272N) und
Tyrosin (Tyr'®2) in Phenylalanin (Y162F) geandert.

Fir diese Mutanten wurde in dieser Arbeit versucht, die kinetischen Parameter zu bestimmen.
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ABBILDUNG 34
Bindung von Coniferylalkohol (Gelb) in der Bindetasche von Ca9OMT (Wolters et al., 2013).
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3.6.1. Herstellung des Coniferylalkohol 9-O-Methylether-Standards

Fir die Auswertung der Enzymtests der Ca9OMT-Mutanten musste ein Ca9Me-Standard
hergestellt werden. Dazu wurden Enzymtests mit dem Ca90OMT-Wildtyp durchgefiihrt. Die
Abbildung 35 zeigt die Resultate dieser Tests. Nach der erfolgreichen Extraktion von Ca9Me
wurde die Konzentration der Losung bestimmt und der Standard konnte fir die weiteren

Versuche verwendet werden.

<4+—— (Ca9Me

CA WOh W 5h

ABBILDUNG 35
Ergebnis der Diinnschichtchromatographie der Inkubationen von Wildtyp-Ca9OMT (W) mit Coniferylalkohol (CA)
zur Isolierung von Coniferylalkohol 9-O-Methylether.

W Oh: Test nach 0 h Inkubation
W 5h: Test nach 5 h Inkubation

3.6.2. Ca90MT-Mutante C271A

Bei dieser Mutante wurde die polare Aminosaure Cystein gegen das unpolare Alanin
ausgetauscht.

Die Abbildung 36 zeigt die SDS-PAGE des heterolog exprimierten und Uber His-Tag
aufgereinigten Proteins. Darauf waren nach erfolgreicher Aufreinigung eindeutige Banden der
richtigen GroRe in den Elutionsfraktionen zu erkennen.
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ABBILDUNG 36

SDS-Page der heterolog exprimierten C271A-Mutante bei Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie

UR: Unléslicher Riickstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W8: Waschfraktion 8; W10: Waschfraktion 10;
E1-3: Elutionsfraktionen 1-3

Zur Ermittlung des Kn-Werts fur Coniferylalkohol wurden zuerst die Proteinmenge und die
Inkubationszeit flr optimale Reaktionsbedingungen bestimmt. Daraufhin wurden 20 ug Protein
eingesetzt und eine Inkubationszeit von 5 min gewahlt. Das erhaltene Diagramm mit Variation
der Coniferylalkoholkonzentration wird in Abbildung 37 gezeigt. Zusatzlich wurden die
Ergebnisse nach Lineweaver-Burk bzw. Hanes-Woolf aufgetragen (Abbildung 38). Die
berechneten Werte werden in Tabelle 3 gezeigt. Hierbei wurden neben der Berechnung des
Km-Wertes mittels nichtlinearer Regression auch die Berechnungen nach den
Linearisierungsverfahren (lineare Regression) durchgefuhrt. Die Abweichungen der
berechneten Werte sind hierbei vermutlich auf den erneuten Anstieg der
Umsatzgeschwindigkeit bei einer Substratkonzentration von 500 uM zurtckzufihren. Zur
besseren Vergleichbarkeit werden die Werte unter Abschnitt 3.6.3 zusammen mit C271S
besprochen.
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ABBILDUNG 38
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A) Lineweaver-Burk-Diagramm der Daten aus Abb. 37
B) Hanes-Woolf-Diagramm der Daten aus Abb. 37
Beide Diagramme zeigen die Auswertung der Tests von C271A mit dem Substrat Coniferylalkohol.

TABELLE 3

[S)/v [uM*kg/pkat]

B)

2%0
[S] [uM]

500

Kinetische Parameter von C271A mit dem Substrat Coniferylalkohol (CA). Der Km-Wert und vmax wurde mit Hilfe

der nichtlinearen Regression berechnet. Zum Vergleich wurden die Ergebnisse zusatzlich nach linearer Regression

(Lineweaver-Burk bzw. Hanes-Woolf) berechnet (n=4).

Enzym Kn CA | Km CA [pM] nach | K., CA [uM] Vmax Katalytische
[uM] Lineweaver- nach Hanes- | [ukat/kg] Effizienz
Burk Woolf [Vnax/Km]
C271A 8,91 4,72 16,76 95,37 10,70
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3.6.3. Ca90MT-Mutante C271S

Die Mutante C271S besitzt an der Position 271 statt des Cysteins die Aminosaure Serin. Bei
beiden handelt es sich um polare Aminosauren.

Die Abbildung 39 zeigt das Ergebnis einer SDS-PAGE nach erfolgreicher Aufreinigung. Die
Banden in den Elutionsfraktionen waren deutlich zu erkennen und entsprachen der

gewlnschten GroRe.

ABBILDUNG 39

SDS-PAGE der heterolog exprimierten C271S-Mutante bei Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie

UR: Unléslicher Rickstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W8: Waschfraktion 8; W10: Waschfraktion 10;
E1-3: Elutionsfraktionen 1-3

Die Bestimmung des Kn-Werts wurde auch mit einer Proteinmenge von 20 pyg und einer
Inkubationszeit von 5 min durchgefihrt. Die Auswertung der Ergebnisse wird in den Abbildung
40 und Abbildung 41 gezeigt. Bei den Graphen handelt es sich zum einen um die direkte
Auftragung der Werte und zum anderen um die linearisierten Darstellungen. Mittels Hanes-
Woolf war es nicht gelungen bei Berlcksichtigung aller Substratkonzentrationen einen
entsprechenden Kn-Wert zu berechnen (Tabelle 4). Dieses Problem lasst sich durch die
sinkende Umsatzgeschwindigkeit bei einer Substratkonzentration von 500 uM erklaren, was
auf eine Substrathemmung hinweist. Ohne diesen Wert lie} sich ein Wert von 3,01 uM
berechnen.
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ABBILDUNG 41
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A) Lineweaver-Burk-Diagramm der Daten aus Abb. 40
B) Hanes-Woolf-Diagramm der Daten aus Abb. 40
Beide Diagramme zeigen die Ergebnisse fiir C271S mit dem Substrat Coniferylalkohol.

TABELLE 4

[S)/v [uM*kg/pkat]

B)

250
(51 [uM]

500

Kinetische Parameter fir C271S mit dem Substrat Coniferylalkohol. Km-Wert und vmax wurden nach nichtlinearer

Regression bzw. zum Vergleich nach linearer Regression ermittelt (n=4).

Enzym Kmn CA | Kn CA [pM] nach | K, CA [uM] Vmax Katalytische
[uM] Lineweaver- nach Hanes- | [ukat/kg] Effizienz
Burk Woolf (Vmax/Km)
C271S 2,58 2,95 (3,01) 128,6 49,84
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Vergleicht man die Kin-Werte der Mutanten C271A und C271S, ist zu erkennen, dass der Wert
im Fall von C271S mit etwa 2,58 uM niedriger ist als der von C271A mit naherungsweise
8,91 uM. Da der Kn-Wert ein Mal} fir die Affinitat des Substrats zu einem Enzym ist, sprechen
die Ergebnisse flr eine hohere Affinitdt des Coniferylalkohols zu C271S. Die Abbildung 42
zeigt den Vergleich der Kurven der zwei Mutanten und spiegelt dieses Resultat wider. Deutlich
ist neben dem niedrigeren Kn-Wert auch die héhere maximale Reaktionsgeschwindigkeit der
Mutante C271S zu bemerken.

Die entsprechenden Parameter des Wildtyps von Ca90OMT liegen bei 7,23 uM und einer
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit von 707,5 pkat/kg (Berim et al.,, 2007). Die Mutante
C271S zeigt eine leicht hohere Affinitat zu Coniferylalkohol als der Wildtyp, wahrend im
Gegensatz dazu C271A eine geringere Affinitdt als der Wildtyp aufweist. Die maximalen
Reaktionsgeschwindigkeiten fur beide Mutanten (C271S: 128,6 pkat/kg; C271A: 95,4 ukat/kg)
sind sehr viel niedriger als die des Ca90OMT-Wildtyps und damit nimmt mit den Mutationen
auch die Enzymeffizienz ab.

Die Resultate bestatigen die Annahme von Wolters et al. (2013), dass die Aminosaure Cystein
keine entscheidende Rolle bei der Aktivitdt des Enzyms Ca9OMT spielt. Dennoch scheint der

Austausch gegen das unpolare Alanin einen gréfieren Einfluss auf die Effizienz des Enzyms

zu haben.
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ABBILDUNG 42
Vergleich der Substrat-Sattigungs-Kurven fiir das Substrat Coniferylalkohol der Mutanten C271A und C271S.

Hinsichtlich der kinetischen Parameter fir das Substrat SAM wurden diese nur fur die Mutante
C271S bestimmt. Fir die Bestimmung der Parameter flir SAM wurde nach entsprechenden

Tests 20 ug Enzym eingesetzt und eine Inkubationszeit von 15 min gewahlt. Die Ergebnisse
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sind in der direkten Auftragung und der linearisierten Form in Abbildung 43 und Abbildung 44
dargestellt. Die dazugehoérigen Werte sind in der Tabelle 5 angegeben.

Bei der Betrachtung der linearisierten Auftragungen (Abbildung 44) fallt auf, dass die Punkte
keine Gerade bilden. Dies fuhrt auch zu Abweichungen bei den verschiedenen Berechnungen
der Km-Werte. Der pseudohyperbole Verlauf der Graphen erinnert an eine negative
Kooperativitat. Wolters et al. (2013) konnte allerdings nachweisen, dass bei dem Ca90OMT-
Wildtyp die Bindung von SAM verbessert wird, sobald Coniferylalkohol zuerst gebunden wird.
Auch wurde keine negative Kooperativitat bei dem Wildtyp des Enzyms festgestellt. Es bedarf
weiterer Untersuchungen des Bindungsmechanismus, um festzustellen, ob der Austausch der
Aminosauren zum Auftreten des Effekts fuhren kann.

Der Kn-Wert der C271S-Mutante flir SAM lag ndherungsweise bei 85,31 uM und vmax betrug
359,5 pkat/kg. Die kinetischen Parameter des Wildtyps wurden von Berim et al. (2007)
bestimmt. Der Kn-Wert fur SAM lag bei etwa 18,54 uM und vmax lag bei 690,99 pkat/kg.
Vergleicht man diese Werte, zeigt sich, dass die Affinitdt des Enzyms zu SAM mit dem
Austausch des Cysteins durch Serin deutlich abnimmt. Dies steht im Gegensatz zu der

verbesserten Affinitat fur das Substrat Coniferylalkohol.
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ABBILDUNG 43
Direkte Auftragung der spezifischen Aktivitat der Ca9OMT-Mutante C271S gegen die Konzentration an SAM.
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ABBILDUNG 44

A) Lineweaver-Burk-Diagramm der Werte aus Abb. 43
B) Hanes-Woolf-Diagramm der Werte aus Abb. 43
Beide Diagramme bilden die Ergebnisse von C271S mit dem Substrat SAM ab.

TABELLE 5

Kinetische Parameter fiir C271S mit dem Substrat SAM. Kn-Wert und vmax wurden nach nichtlinearer Regression
bzw. zum Vergleich nach linearer Regression (Km-Werte) ermittelt (n=4).

Enzym Km SAM Kmn SAM [uM] nach Kmn SAM [uM] nach Vmax
[MM] Lineweaver-Burk Hanes-Woolf [ukat/kg]
C271S 85,31 30,19 124,46 359,5

3.6.4. Ca90MT-Mutante D272N

Bei der Methyltransferase D272N wurde eine Mutagenese an der Position 272 durchgefihrt.
Hierbei wurde die saure Aminosaure Asparaginsaure in die neutrale Aminosaure Asparagin
verandert. Ebenso wie die vorherigen Mutanten konnte diese erfolgreich aufgereinigt werden.
Die gewlnschten Banden sind in den Elutionsfraktionen der SDS-PAGE in der Abbildung 45

zu sehen. Mit dem erhaltenen Enzym wurden die Enzymtests ausgeflihrt.
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ABBILDUNG 45

SDS-PAGE der heterolog exprimierten D272N-Mutante bei Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie

UR: Unléslicher Rickstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W8: Waschfraktion 8; W10: Waschfraktion 10;
E1-3: Elutionsfraktionen 1-3

Die Ergebnisse der Enzymtests werden in den unten gezeigten Chromatogrammen (Abbildung
46 und Abbildung 47) dargestellt. Zuerst wurde eine Proteinmenge von 200 ug eingesetzt, um
eine Aktivitat des Enzyms festzustellen. Dabei wurde nach 60 min keine Umsetzung des
Coniferylalkohols beobachtet. Zur genaueren Beurteilung der Aktivitat von D272N wurde die
Proteinmenge erhdht und eine Inkubationszeit von 24 h ausprobiert. Hier konnte ebenfalls
keine Bildung von Ca9Me ermittelt werden. Der zusatzliche Peak, der in dem Chromatogramm

zu finden ist, konnte nicht identifiziert werden.
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ABBILDUNG 46 ABBILDUNG 47

Enzymtest mit 200 ug Enzym und einer Inkubationszeit Enzymtest mit 400ug Enzym nach einer
von 60 min. Zum Vergleich ist der Standard des Inkubationszeit von 24 h. Zum Vergleich mit einem
Ca9Me in Blau abgebildet. Test des Wildtyps abgebildet (blau).
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Der von Wolters et al. (2013) beschriebene Reaktionsmechanismus geht davon aus, dass das
Aspartat als Akzeptor fur das Proton der 9-OH-Gruppe fungiert. Durch den Austausch der
Aminosaure gegen Asparagin geht diese Funktion verloren und damit auch die Moéglichkeit

des nucleophilen Angriffs auf SAM. Die hier gezeigten Resultate bestatigen dies.

3.6.5. Ca90MT-Mutante Y162F

Y162F besitzt eine Mutation an der Position 162. Hier wurde Tyrosin gegen Phenylalanin
gewechselt. Die Aufreinigung des Enzyms wurde erfolgreich durchgefuhrt. Die Ergebnisse
sind unten abgebildet (Abbildung 48). In dem Bild sind deutliche Banden im gewiinschten

Bereich in den Elutionsfraktionen zu erkennen.

UR D W1 W8 E1 E2 E3

ABBILDUNG 48

SDS-PAGE der heterolog exprimierten Y162F-Mutante bei Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie
UR: Unléslicher Riickstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W8: Waschfraktion 8; E1-3: Elutionsfraktionen 1-3

Das Enzym wurde mehrfach seine Aktivitat getestet. In Abbildung 49 ist ein Chromatogramm
des Tests mit 300 pug Protein und nach verschiedenen Inkubationszeiten dargestellt.

Bei Y162F wurde im Gegensatz zu der Mutante D272N eine niedrige Umsetzung von
Coniferylalkohol zu dem Methylether beobachtet. Eine Ermittlung der kinetischen Parameter
dieser Mutante war aber aufgrund der geringen Aktivitat nicht moglich.

In Bezug auf den Reaktionsmechanismus nimmt man an, dass das Tyrosin mit dem Aspartat
an Position 272 eine Wechselwirkung eingeht und fur eine stabile Konformation nach der SAM-
Bindung sorgt. Durch die Anderung zu der Aminoséure Phenylalanin wird die Interaktion mit
dem Aspartat gestort und ein fester Halt der Substrate wird verhindert (Wolters et al. 2013).
Diese Resultate bestatigen ebenfalls diese Annahme. Das Stéren dieser Wechselwirkungen

fuhrt zu einer deutlichen Abnahme der Aktivitat.
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ABBILDUNG 49

Chromatogramme der Enzymtests von Y162F (300 ug) mit Coniferylalkohol nach verschiedenen
Inkubationszeiten (Inkubationszeit: 30 min (schwarz), 60 min (blau) und 120 min (griin)).

3.7. KAFFEESAURE O-METHYLTRANSFERASE

3.7.1. Kaffeesaure O-Methyltransferase aus Linum nodiflorum

Die Sequenz der Methyltransferase (LnCOMT) war zu Beginn dieser Arbeit schon bekannt und
im Expressionsvektor pPRSET C und Expressionsstamm SoluBL21 vorhanden (Stefan Wolters,

unveroffentlicht).

Nukleotidsequenz von LhnCOMT:

ATGGGCTCAGCACCGGAAACCCAGATGACCCCAACCGTGGTCTCCGACGAGGAAGCCAACCTATTCGCTAT
GCAGCTAGCCAGCGCCTCCGTCCTACCCATGGTCCTCAAATCCGCCCTCGAGCTCGACCTCCTTGAAATCAT
CTCCAAGGCCGGCCCCGGCGCTTACCTTTCCCCTTCCGACATCGCCGCCCAGCTCCCCACCAAGAACCCAG
AAGCCCCCGACATGCTCGACCGCATCTGCCGCCTCCTCGCTTCCTACTCCGTCCTCACCTGCTCCGTCCAAA
CCCTCCCAAACGGCGCCGTCCAGCGGCTCTACGGCGCCGCCCCTGTCTGCAAGTTCCTCACCAAGAACGAG
GACGGCGTCTCCATCGCCGCCCTTGCTCTCATGAACCAGGACAAGGTCCTAATGGAGAGCTGGTATCATTTG
AAAGATGCGGTGTTGGATGGAGGGATCCCGTTCAACAAGGCGTATGGGATGACGGCGTTCGAGTACCACGG
CACCGATCCGAGATTCAACAAGGTGTTCAACAAGGGGATGTCTGATCACTCCACCATTACGATGAAGAAGCT
CTTGGAGAGCTACACGGGATTCGACGGCCTGGAATCGCTGGTGGGTGTCGGCGGCGGAACTGGTGCTGTA
CTCAGCATGATCCTGTCGAAGCATCCTTCGATTAAGGGGATTAATTTCGATCTCCCTCATGTTATCGCCGATG
CCCCGCCTCTCCCTGGCGTCAAGCACGTTGGCGGCGACATGTTCGCCTCCGTCCCTTCCGGCGACGCCATT
TTCATGAAGTGGATATGTCACGATTGGAGCGACGAGCACTGCTTGAAGTTCCTGAAGAACTGCTACGAGGCG
CTGCCGGCGAAGGGGAAAGTGATAGTGTGCGAGTGCATACTGCCGGTGGCGCCGGACGCGAGCCTGGCGA
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CGAAGAACGTGGTACACATAGACTGCATCATGTTGGCGCACAACCCAGGAGGGAAAGAGAGGACACAGTCG
GAGTTCGAGTCGCTGGCAAAGGGCGCCGGCTTCAAGGGCTTCAAGGTTCTCTGCTCTGCTTTCAACACCTAT
GTCATGGAGTTCCTCAAAACTGCCGCCTGA

Aminosauresequenz von LnCOMT:
MGSAPETQMTPTVVSDEEANLFAMQLASASVLPMVLKSALELDLLEIISKAGPGAYLSPSDIA
AQLPTKNPEAPDMLDRICRLLASYSVLTCSVQTLPNGAVQRLYGAAPVCKFLTKNEDGVSIA
ALALMNQDKVLMESWYHLKDAVLDGGIPFNKAYGMTAFEYHGTDPRFNKVFNKGMSDHST
ITMKKLLESYTGFDGLESLVGVGGGTGAVLSMILSKHPSIKGINFDLPHVIADAPPLPGVKHV
GGDMFASVPSGDAIFMKWICHDWSDEHCLKFLKNCYEALPAKGKVIVCECILPVAPDASLAT
KNVVHIDCIMLAHNPGGKERTQSEFESLAKGAGFKGFKVLCSAFNTYVMEFLKTAA-

Das Ziel war die Identifikation des Substrats dieses Enzyms. Die Abbildung 50 zeigt das
Ergebnis einer SDS-PAGE der gesammelten Proben wahrend der Aufreinigung durch
Metallchelat-Chromatographie. Hier waren in den Elutionsfraktionen deutliche Banden zu

sehen, die auch mit der GroRRe des Proteins (~44 kDa) Ubereinstimmen.

ABBILDUNG 50

SDS-PAGE der heterolog exprimierten LnCOMT bei der Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie
UR: Unléslicher Ruckstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W5: Waschfraktion 5; E1-3: Elutionsfraktionen 1-3
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Substrate, die mit LnCOMT getestet wurden. Die Pfeile zeigen Hydroxylgruppen, die methyliert werden kdnnen.

Nach der erfolgreichen Aufreinigung wurden Enzymtests mit verschiedenen in Frage
kommenden Substraten durchgefiihrt (Abbildung 51). Das einzige dieser Substrate, welches

von LnCOMT umgesetzt wurde, war Kaffeesdure. Als Reaktion wurde die Umsetzung zu

Ferulasaure angenommen (Abbildung 52).
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ABBILDUNG 52

OCH,
OH

Ferulasaure

Vermutete Reaktion der Methylierung von Kaffeesdure durch LnCOMT.

99



3. Ergebnisse und Diskussion

Weitere Tests mit denaturiertem Protein (10 min, 95°C) wurden durchgefihrt, dabei zeigte sich
keine Umsetzung der Kaffeesaure und damit konnte eine enzymatisch ablaufende Reaktion
bestatigt werden. Um das Endprodukt zu identifizieren, wurden verschiedene Methoden
benutzt. Als erstes wurde eine Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Das Ergebnis wird
in Abbildung 53 gezeigt. Neben dem Produkt des Enzymtests wurden zum einen Kaffeesaure
und Ferulasdure, zum anderen Mischungen des Enzymtests mit den entsprechenden
Standards aufgetragen. Dies diente zur besseren ldentifizierung des Produkts. Auf der DC-

Platte war zu erkennen, dass aus Kaffeesaure Ferulasaure entstanden war.

Ferulasaure

ABBILDUNG 53

Ergebnis der Dinnschichtchromatographie von LnCOMT mit Kaffeesaure (KS) und Ferulasdure (FS).
Inkubationszeit betrug 0 h und 6 h; neben den Standards wurde zusatzlich noch eine Mischung mit den Proben aufgetragen.

Zusatzlich zu diesem Test wurde eine LC-MS-Messung zur Bestimmung des Endprodukts
durrchgefiihrt. Die Auswertung ist in Abbildung 54 und Abbildung 55 dargestellt. In den UV-
Chromatogrammen bzw. den Extracted-lon-Chromatogrammen (EIC) fur die Masse von
Ferulasaure ([M+H]") ist ein Peak zu erkennen, der mit dem des Standards Ubereinstimmt.
Auflerdem war dieser Peak auch in den Chromatogrammen von LnCOMT ohne Inkubation
(0 h) nicht sichtbar. Isoferulasaure, welches die gleiche Masse wie Ferulasaure besitzt, konnte
aufgrund einer anderen Retentionszeit als Produkt ausgeschlossen werden.

Aus diesen Resultaten lasst sich bestatigen, dass Kaffeesaure ein Substrat von LnCOMT ist
und zu dem Produkt Ferulasdure umgesetzt wird. Die Aktivitat des Enzyms war zu gering, um
einen Kn-Wert fir LnCOMT mit Kaffeesaure zu bestimmen. In Kapitel 3.7.3 wird ein genauerer
Vergleich von LnCOMT mit der homologen Methyltransferase aus Linum album gegeben.
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ABBILDUNG 54

Ergebnis der LC-MS-Analyse von LnCOMT-Enzymtests mit Kaffeesaure als Substrat:

UV-Chromatogramme nach 0 h (lila) und 6 h (blau) Inkubation. Auerdem wird in Gelb das Chromatogramm des
Ferulasaure-Standards gezeigt.

Der schwarze Pfeil zeigt den Peak des entstandenen Produkts.
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ABBILDUNG 55

Ergebnis der LC-MS-Analyse von LnCOMT-Enzymtests mit Kaffeesdure als Substrat:

Extracted lon Chromatogramm fiir die Masse von Ferulasaure ((M+H]*) nach 0 h (lila) und 6 h (blau) Inkubation.
Das Chromatogramm in Gelb zeigt das Resultat fir den Standard Ferulasaure.

Der schwarze Pfeil kennzeichnet den Peak des entstandenen Produkts.

3.7.2. Kaffeesaure O-Methyltransferase aus Linum album

Auf der Suche nach Methyltransferasen, die in der Lignanbiosynthese involviert sind, wurde
die Kaffeesaure O-Methyltransferase in Linum album (LaCOMT) gefunden. Die nachsten

Kapitel beschreiben den Weg von der Sequenz bis hin zum funktionsfahigen Enzym.
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3.7.21. Molekularbiologie
Fir die Identifikation von Methyltransferasen in Linum-Arten wurden zunachst degenerierte
Primer hergestellt. Diese wurden aus mehreren bekannten konservierten Bereichen, u.a. den
SAM-Bindestellen, ausgesucht und sind in der Abbildung 56 dargestellt (Ibrahim et al., 1998;
Joshi und Chiang, 1998).

5' LVDVGGGxG EHVGGDMF GGKERT 3

Primer 3 Primer 4

ABBILDUNG 56

Primerdesign flr die Suche nach Methyltransferasen

Die durchgefuhrte PCR fuhrte zu einem Fragment von 257 bp aus Linum album. Nachdem die
3‘ bzw. 5° RACE PCR zunachst nicht funktionierte, konnten mit dem SMARTer® RACE-Kit die
beiden Enden der Sequenz erfolgreich identifiziert werden. Anschlieend wurde die

Volllangensequenz amplifiziert, die eine Lange von 1101 bp besitzt (Abbildung 57).

A B C
1031 bp
1031 bp 1031 bp

500 bp

52°C
50°C 55°C

3'-Ende 5-Ende
66°C 66°C

M

ABBILDUNG 57

A) Genfragment der LaCOMT nach einer PCR mit Temperaturgradienten
B) 3*- und 5‘-Ende der LaCOMT

C) Volllange (VL) der LaCOMT

(M: Marker)
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Volllangensequenz von LaCOMT:

ATGGGGTCAACCCCAGAAACCCAGATGACCCCAACCGTGGTCTCCGACGAGGAAGCCAACCTATTCGCTAT
GCAGCTAGCCAGTGCCTCCGTCCTACCCATGGTCCTCAAATCCGCCCTCGAACTCGACCTCCTCGAAATCAT
CGCCAAGGCCGGCCCCGGCGCTTACCTTTCCCCTTCCGACATCGCCGCCCAACTCCCCACCAAGAACCCAG
AAGCCCCCGATATGCTTGATCGCATCTGCCGTCTCCTCGCTTCCTACTCCGTTCTCACCTGCTCGATCCAAA
CCCTCCCCGACGGCTCCGTCCAGCGCCTCTACGGCGCCGCCCCTGTCTGCAAGTTCCTCACCAAGAACGAG
GACGGCGTCTCCATCGCCGCCCTCGCTCTCATGAACCAGGACAAGGTCCTCATGGAGAGCTGGTACCATTT
GAAAGATGCGGTGTTGGATGGAGGGATCCCGTTCAACAAGGCGTATGGGTTGACGGCGTTCGAGTACCACG
GCACCGACCCGAGATTCAACAAGGTGTTCAACAAGGGGATGTCTGATCACTCCACCATTACGATGAAGAAGA
TCTTGGAGAGCTACACCGGCTTCGACGGCCTGGAATCGCTGGTGGATGTCGGCGGCGGGACTGGAGCTGT
ACTCAGCATGATCCTGTCGAAGCATCCTTCGATCAAGGGGATCAACTTCGATCTCCCCCATGTTATCGCCGA
TGCCCCGACACTACCTGGCGTGCAGCACGTTGGCGGCGACATGTTCGCCTCCGTCCCCTCCGGCGACGCC
ATTTTCATGAAGTGGATATGTCACGATTGGAGCGACGAGCACTGCCTGAAGTTCCTGAAGAACTGCTACGAG
GCGCTGCCGGCGAAGGGGAAAGTGATAGTGTGCGAGTGCATACTGCCGGTGGCGCCGGACGCGAGCCTG
GCGACGAAGAACGTGGTCCACATCGACTGCATCATGTTGGCGCACAACCCAGGAGGGAAAGAGAGGACGC
AGTCGGAGTTCGAGTCGCTGGCCAAGGGCGCCGGCTTCAAGGGCTTCAGGGTCCTCTGCTCTGCTTTCAAC
ACCTACGTCATGGAGTTCCTGAAAACTGCCGCCTGA

Aminosauresequenz von LaCOMT:
MGSTPETQMTPTVVSDEEANLFAMQLASASVLPMVLKSALELDLLEIIAKAGPGAYLSPSDIA
AQLPTKNPEAPDMLDRICRLLASYSVLTCSIQTLPDGSVQRLYGAAPVCKFLTKNEDGVSIAA
LALMNQDKVLMESWYHLKDAVLDGGIPFNKAYGLTAFEYHGTDPRFNKVFNKGMSDHSTIT
MKKILESYTGFDGLESLVDVGGGTGAVLSMILSKHPSIKGINFDLPHVIADAPTLPGVQHVGG
DMFASVPSGDAIFMKWICHDWSDEHCLKFLKNCYEALPAKGKVIVCECILPVAPDASLATKN
VVHIDCIMLAHNPGGKERTQSEFESLAKGAGFKGFRVLCSAFNTYVMEFLKTAA-

Die gefundene Nukleotidsequenz zeigte eine hohe Identitdt mit LnCOMT von 95,5%. In
Tabelle 6 sind Vergleiche mit weiteren Methyltransferasen zusammengefasst. Dabei ist zu
erkennen, dass die LaCOMT-Sequenz ebenfalls hohe Ahnlichkeit mit anderen Kaffeeséure O-
Methyltransferasen besitzt, davon findet sich die héchste Identitat von 84,7% mit einer COMT

von Linum usitatissimum.
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TABELLE 6
Erste Ergebnisse fiir die Analyse der gefundenen LaCOMT-Sequenz mittels NCBI Nucleotide BLAST.

Beschreibung Sequenz Accession Identitat

Linum usitatissimum caffeic acid O-methyltransferase | KC832865.1 84,7%

mRNA, complete cds

Eucalyptus camaldulensis caffeic O-methyltransferase 1 | GU109375.1 78,5%

mRNA, complete cds

Eucalyptus urophylla caffeic acid O-methyltransferase | KF467169.1 78,4%

mRNA, complete cds

Punica granatum cultivar Hongyushizi caffeic O- | KJ713968.1 77,4%
methyltransferase (COMT) mRNA, complete cds

3.7.2.2. Identifizierung des Substrats
Nachdem das Einflihren der Sequenz in den Expressionsvektor pRSET C und den
Expressionsstamm SoluBL21 erfolgreich durchgefuhrt worden war, konnte mit der Expression
und Aufreinigung begonnen werden. Das Enzym hat eine GroRe von etwa 40 kDa ohne His-
Tag. Die SDS-PAGE (Abbildung 58) zeigte in den Elutionsfraktionen Banden in erwarteter
GroRe. Dies zeigte, dass die Aufreinigung gelungen war und es wurde genigend Enzym

erhalten, um mit der Identifizierung des Substrats fortzufahren.

ABBILDUNG 58

SDS-PAGE der heterolog exprimierten LaCOMT bei Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie
UR: Unléslicher Riickstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W5: Waschfraktion 5; E1-3: Elutionsfraktionen 1-3

Aufgrund der Ahnlichkeit der Sequenz der gefundenen Methyltransferase mit der von LnCOMT
und durch die Analyse Uber die NCBI-Datenbank, wurde die Aktivitat zuerst mit Kaffeesaure
ausprobiert. Weitere Substrate, die mit der LaCOMT getestet wurden, werden in Abbildung 59

gezeigt.
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Getestete Substrate mit der Methyltransferase LaCOMT. Die Pfeile kennzeichnen Hydroxylgruppen, die

methyliert werden kdnnten.

Die Chromatogramme der Tests mit Kaffeesaure sind unten abgebildet (siehe Abbildung 60).

Das Enzym hat nach 60 min die Kaffeesaure fast komplett zu Ferulasdure umgesetzt. Aus

diesem Ergebnis lasst sich schlieRen, dass Kaffeesdure das Substrat dieses Enzyms ist.

Zusatzlich zeigte die Methyltransferase noch geringe Aktivitdt mit Isoferulasdure (siehe

Abbildung 61), jedoch nicht mit Ferulasdure. Damit zeigt LaCOMT eine Praferenz fur die

Hydroxylgruppe in der meta-Position.

mAl

450 e (ffeesiure

4mmm Ferulasiure

ABBILDUNG 60

Minutes

Chromatogramm von LaCOMT mit Kaffees&ure (200 pM) nach 0 min (griin), 30 min (blau) und 60 min (schwarz)

Inkubation.
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ABBILDUNG 61

Chromatogramm des Enzymtests von LaCOMT mit Isoferulasaure (200 uM) nach einer Inkubationszeit von
60 min.

3.7.2.3. Temperaturoptimum
Zur Charakterisierung des Enzyms mit dem gefundenen Substrat Kaffeesaure wurde mit der
Bestimmung des Temperaturoptimums begonnen. Es zeigt sich eine Steigerung der
spezifischen Aktivitat von der Durchfihrung auf Eis bis zum Maximum von etwa 831,5 pkat/kg

bei 40°C. Danach nimmt die spezifische Aktivitat kontinuierlich ab.
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ABBILDUNG 62

Bestimmung des Temperaturoptimums fiir LaCOMT.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.7.2.4. pH-Optimum

Bei der Bestimmung des pH-Optimums der LaCOMT wurden verschiedene Puffer verwendet.
Zuerst wurde der Britton-Robinson-Puffer benutzt, bei dem ein pH-Bereich von 2 bis 12
eingestellt werden kann. Das Enzym zeigte ab einem pH von 5 erste Aktivitat und erreichte
ein Maximum von etwa 649 ukat/kg bei pH 6. Danach sank die Aktivitdt deutlich ab und ab
pH 9 war keine Aktivitdit mehr zu beobachten (Abbildung 63). In Abbildung 64 sind die
Ergebnisse fir die Enzymtests in Kaliumphosphat-Puffer (KPi) zu sehen. Hier war auch ein
Maximum bei pH 6 mit 498,4 ukat/kg zu erkennen, jedoch war der Unterschied zu der Aktivitat
bei pH 7 mit 490,4 pkat/kg nicht so deutlich wie im Britton-Robinson-Puffer.

700 600
2600 2 500
© ©
ESOO = 400
= 400 =
B = 300
é 300 é
< 200 < 200
D 8 100
8 100 a
%) i )

0 L 0
2 3456 7 8 9101112 6 7 8

pH-Wert pH-Wert

ABBILDUNG 63 ABBILDUNG 64

Ermittlung des pH-Optimums der LaCOMT in Britton-  Ermittlung des pH-Optimums der LaCOMT in KPi-Puffer.
Robinson-Puffer.

3.7.2.5. Enzymkinetik

Die Bestimmung der kinetischen Parameter Kn-Wert und vmax fir LACOMT erfolgte fur die
Substrate Kaffeesdure und SAM. Die Tests wurden bei pH 7 und 30°C in Kaliumphosphat-
Puffer durchgefuhrt.

Die Resultate fur das Substrat Kaffeesaure (KS) werden in Abbildung 65 und Abbildung 66
gezeigt. Die Ermittlung des Kn-Werts fur KS Uber nichtlineare Regression ergab einen Wert
von 90,75 uM und eine Umsatzgeschwindigkeit von 4,89 mkat/kg. Die berechneten Werte sind
in der Tabelle 7 zu sehen.
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ABBILDUNG 65

Spez. Aktivitat [mkat/kg]

3. Ergebnisse und Diskussion

0.0

0.5

Substratkonzentration [mM]

Michaelis-Menten-Diagramm von LaCOMT mit dem Substrat Kaffeesaure.

10+
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A)
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ABBILDUNG 66

250
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1/[S] [1/mM]

0.25+

1.0

B)

0.00+
0.0

A) Auswertung der Daten aus Abb. 65 nach Lineweaver-Burk
B) Auswertung der Daten aus Abb. 65 nach Hanes-Woolf
Abgebildet sind bei beiden Diagrammen die Ergebnisse von LaCOMT mit Kaffeesaure als Substrat.

TABELLE 7

0:5
(51 {m]

1.0

Kinetische Parameter fir LaCOMT mit Kaffeesdure als Substrat. Km-Wert und vmax wurden nach nichtlinearer

Regression bzw. zum Vergleich nach linearer Regression ermittelt (n=4).

Enzym Kn KS | Km KS [uM] nach | Kn KS [pM] Vmax Katalytische
[uM] Lineweaver- nach Hanes- | [ukat/kg] Effizienz
Burk Woolf [Vmax/Km]
LaCOMT 90,75 95,5 93,5 4893 53,92
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Fir SAM als Substrat werden die Ergebnisse der Tests in der folgenden Abbildung 67,
Abbildung 68 und Tabelle 8 gezeigt. Der Kn-Wert liegt bei etwa 17,35 yM, wobei die
Abweichung des Wertes berechnet tber Hanes-Woolf aufgrund des Einflusses des Wertes
von 2,5mM zustande kommt. Wie in Abbildung 67 2zu sehen ist, sinkt die
Umsatzgeschwindigkeit bei der letzten Substratkonzentration ab. Dieser Verlauf kann durch

eine Substrathemmung verursacht werden.

Spez. Aktivitat [mkat/kg]

0 L] L] L] I I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Substratkonzentration [mM]

ABBILDUNG 67
Michaelis-Menten-Diagramm von LaCOMT mit SAM als Substrat.

A
2.0 )
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X ()]
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T 0.5 @
0-ol T 1 0-0 L] T T T 1
0 250 500 00 05 10 15 20 25
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ABBILDUNG 68

A) Auswertung der Daten aus Abb. 67 nach Lineweaver-Burk
B) Auswertung der Daten aus Abb. 67 nach Hanes-Woolf
Beide Diagramme zeigen die Ergebnisse von LaCOMT mit SAM als Substrat.
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TABELLE 8

3. Ergebnisse und Diskussion

Kinetische Parameter von LaCOMT mit dem Substrat SAM. Km-Wert und vmax wurden nach nichtlinearer Regression

bzw. zum Vergleich nach linearer Regression ermittelt (n=4).

Enzym Km SAM Kmn SAM [uM] nach Kmn SAM [uM] nach Vmax
[uM] Lineweaver-Burk Hanes-Woolf [ukat/kg]
LaCOMT 17,35 16 7,5 5012

Vergleicht man die Kn-Werte der Substrate, erkennt man, dass SAM eine héhere Affinitat zu
LaCOMT als Kaffeesaure hat. Die Umsatzgeschwindigkeiten liegen fur beide Substrate in
derselben GroRenordnung. Bekannte Werte von anderen Kaffeesaure O-Methyltransferasen
sind in Tabelle 9 aufgefuhrt, wobei die aufgefihrten Werte zum Teil fur COMTs sehr

unterschiedlich sind.

TABELLE 9

Kinetische Parameter von Kaffeesaure O-Methyltransferasen aus anderen Pflanzen.

Enzym Accession- | Kn KS | Vmax KS | Km SAM | vimax SAM | Quelle

Nr. [uM] | [pukat/kg] | [uM] [ukat/kg]
COMT aus | AAD38189 | 47 19500 64 - (Gang et al., 2002)
Ocimum
basilicum
COMT aus | AAB46623 43 830 - - (Zubieta et al,
Medicago sativa 2002)
COMT aus | XM_480185 | 69 5500 51 5200 (Lin et al., 2006)
Oryza sativa
COMT aus | EF413031 68,75 |2380 + |- - (Ma und Xu, 2008)
Triticum +4,21 | 220
aestivum
COMT aus | AAD10253.1 | 10,3 2700 (Louie et al., 2010)
Lolium perenne
COMT aus | - 187 44000 - - (Wu et al., 2013)
Brachypodium
distachyon
(BACOMT4)
COMT aus | EF546435 220 5416 2,12 40000 (Dwivedi et al,
Leucaena 2014)
leucocephala
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Die Kn-Werte fiur Kaffeesaure sind bei den oben gezeigten Beispielen niedriger als bei
LaCOMT, hier haben nur die COMTs aus B. distachyon und L. leucocephala eine geringere
Affinitat zu Kaffeesaure. Der Wert der Umsatzgeschwindigkeit fur Kaffeesaure liegt bei O.
sativa und L. leucocephala in einem ahnlichen Bereich wie bei LaCOMT. Der Kn-Wert fur SAM
von LaCOMT liegt im Bereich zwischen dem von L. leucocephala mit einer hohen Affinitat von
2,12 ukat/kg und O. sativa mit 51 pkat/kg.

3.7.3. Vergleich der Kaffeesaure O-Methyltransferasen aus L.

nodiflorum und L. album

Die Methyltransferasen aus L. nodiflorum und L. album besitzen eine hohe Ahnlichkeit, wenn

man die Aminosauresequenz vergleicht.

Alignment der Sequenzen von LnCOMT und LaCOMT:

LnCOMT MGSAPETQMTPTVVSDEEANLFAMOLASASMLPMVLKSALELDLLEIISKAGPGAYLSPS 60

LaCOMT MGSTPETQMTPTVVSDEEANLFAMOQLASASMLPMVLKSALELDLLEIIAKAGPGAYLSPS 60
KKK o KKK KK KKK KKK KKK KKK KKK KK A KKK A KKK KKK KA KKK A KKK 2 Kk kKKK &K KK

LnCOMT DIAAQLPTKNPEAPDMLDRICRLLASYSVLTCSVQTLPNGAVQRLYGAAPVCKFLTKNED 120

LaCOMT DIAAQLPTKNPEAPDMLDRICRLLASYSVLTCSIQTLPDGSVQRLYGAAPVCKFLTKNED 120
KA KKK KKK A KKK KKK KKK KK AR KK AR K KK s Kk kK ok o KKKk KKK KKK K&K KK &K K K

LnCOMT GVSIAALALMNQDKVEMESWYHLKDAVLDGGIPEFNKAYGMTAFEYHGTDPRENKVENKGM 180

LaCOMT GVSIAALALMNODKVEMESWYHLKDAVLDGGIPEFNKAYGLTAFEYHGTDPRENKVENKGM 180
KA KK KKK KKK KKK KKK KKK K KKK KKK KKK KA K o kKKK A KK KA KK KKK KKK KK

LnCOMT SDHSTITMKKLLESYTGEFDGLESLVGVGGGTGAVLSMILSKHPSIKGINFDLPHVIADAP 240

LaCOMT SDHSTITMKKILESYTGFDGLESLVDVGGGTGAVLSMILSKHPSIKGINFDLPHVIADAP 240
KA KK KKK KKK kA KKK KA KK KA KKK Kok k& Kk k& Kk k&K k& &Kk & &K K K&K K K&K K K& KK

LnCOMT PLPGVKHVGGDMFASVPSGDAIFMKWICHDWSDEHCLKFLKNCYEALPAKGKVIVCECIL 300

LaCOMT TLPGVQHVGGDMFASVPSGDAIFMKWICHDWSDEHCLKFLKNCYEALPAKGKVIVCECIL 300
R R R R R R R R R R R R SRy

LnCOMT PVAPDASLATKNVVHIDCIMLAHNPGGKERTQSEFESLAKGAGFKGFKVLCSAFNTYVME 360

LaCOMT PVAPDASLATKNVVHIDCIMLAHNPGGKERTQSEFESLAKGAGFKGFRVLCSAFNTYVME 360
ok kK ok K kK kK ok K kK ok kR kK ok K ok Kk kK R Rk Kk Kk kR R Kk Rk kK s Kk kR R K Rk kR Ak

LnCOMT FLKTAA 366

LaCOMT FLKTAA 366

* Kk k ok Kk k

Im Alignment sind die konservierten Bereiche von Methyltransferasen nach Zubieta et al.
(2002) gekennzeichnet. Aminosauren, die rot unterlegt sind, nehmen an der Bildung des
Dimers teil. In Grin sind die Aminosauren angezeigt, die fur die Substratbindung und in Gelb
die Aminosauren, die fir die SAM-Bindung verantwortlich sind. Die in Blau dargestellten
Aminosauren sind an der Katalyse beteiligt. Die Abbildung 69 zeigt die Chromatogramme der
Enzymtests von LaCOMT und LnCOMT mit Kaffeesaure. Hier ist ein deutlicher Unterschied in

der Aktivitat zu erkennen. Es ist bekannt, dass schon die Anderung nur einer Aminoséure zur
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3. Ergebnisse und Diskussion

Veranderung der Substratspezifitdt flhren kann (Frick und Kutchan, 1999). Eine erneute
Sequenzierung, um Sequenzierfehler und Mutationen auszuschlieen, bestatigte die gezeigte
Sequenz von LnCOMT. Ein Unterschied in einem der konservierten Bereiche zeigt sich in dem
Motiv der SAM-Bindestelle an Position 206. Bei LaCOMT findet man an dieser Stelle die saure
Aminosaure Aspartat, wahrend sich bei LnCOMT ein Glycin befindet. Weitere Versuche, wie
z.B. die Anderung des Glycins in ein Aspartat durch Mutagenese, kénnten zeigen, ob diese
Veranderung zu dem Aktivitatsverlust beitragt.

Aulerdem zeigten in der Literatur beschriebene Kaffeesdure O-Methyltransferasen
zusatzliche oder auch bessere Aktivitat mit anderen Substraten. Dazu gehéren z.B. 5-
Hydroxyferulasaure, Flavonoide, 5-Hydroxyconiferaldehyd (Bugos et al., 1991; Gauthier et al.,
1998; Inoue et al., 2000; Parvathi et al., 2001). Enzymtests mit diesen Substanzen kdénnten
zeigen, ob die Methyltransferasen noch andere Substrate umsetzen kénnen und ob LnCOMT

ein anderes Substrat besser umsetzen kann.

Peakflache :7418404

'd

mAU

Minutes

ABBILDUNG 69

Vergleich der Chromatogramme von LnCOMT (blau) und LaCOMT (schwarz) mit dem Substrat Kaffeesaure
nach einer Inkubationszeit von 60 min (LnCOMT: 72 ug Protein; LaCOMT: 34,5 ug Protein).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.8.  METHYLTRANSFERASEN LnMT3 UND LnMT3s

Auf der Suche nach Methyltransferasen, die an der Lignanbiosynthese beteiligt sind, wurde
eine weitere Methyltransferase aus Linum nodiflorum gefunden. In den folgenden Abschnitten
werden die Ergebnisse der molekularbiologischen Identifizierung und der anschlie3enden

Substratsuche dargestellit.

3.8.1. Molekularbiologie

Fur die Suche nach dieser Methyltransferase wurden ebenfalls die oben beschriebenen
degenerierten Primer verwendet (s. 3.7.2.1). Die PCR lieferte ein Genfragment von 190 bp.
Diese Sequenz konnte mit Hilfe des SMARTer® RACE-Kits verlangert werden (siehe
Abbildung 70).

C | Proben einer
1 anderen

Versuchsreihe

—

11031 bp

1031 bo
1031 bp

500 bp 500b
p

ABBILDUNG 70
Weg von dem Genfragment aus Linum nodiflorum zur Volllange von LnMT3 (M: Marker).

A) Teilsequenz der Methyltransferase
B) 3‘-Ende der Sequenz
C) 5-Ende der Sequenz

Die erhaltene Volllangensequenz enthielt zwei Methioninreste, die als Startcodon in Frage
kamen, sodass zwei Volllangen (LnMT3 und LnMT3s) amplifiziert wurden. In den unten
gezeigten Sequenzen ist das Startcodon der Methyltransferase LnMT3 in Blau gekennzeichnet
und das Startcodon von LnMT3s pink gefarbt. Die Sequenzen hatten eine Lange von 1113 bp
bzw. 1068 bp. Dies entspricht einer Masse von etwa 40,27 kDa bzw. 38,61 kDa.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Komplette Nucleotidsequenz von LnMT3 und LnMT 3s:

ATGGGGATAAATCAACAGAGCAGAGAAAACAGAGGAGGAACAAAARIIBGAAGATACAGAATCTCGTACCGGC
CAGGCCGAGCTACTAGAGCACATGTTAGCCTACGTTGTCTCCATGTCCCTCAAAGCCGCCGTCGACCTCCG
CCTCCCCGACATCATCCAATCCCACGGCGGCTCCGCCACTCTGTCCCAGCTAGTCTCCGCCATTGACCCATC
ACCTTCCCCGGACGTCTCCACCCTGGTCCGCATCATGCGCCTGTTAGTCCGCAAAAACATCTTCTCCCTTCA
ACAATCTTCCTCCGGGGAGCCGCGCTATGGCCTGACACGAGTCTCCAAATGGTTGGTCGGTGGGTCCGGCG
AACAGCAGCAGCAGCGGGGCAGTCTAGCCCCTGTTCTGCTGTACGACAACCACCCTTTATCCGTGACCCCG
TGGCACCACCTCAGCGAATGCGTTAGGGAAGGCGGCAACGCGTTCGAGAAGGCTCACGGCTGCGGGATCT
TCGAGTTCGCCTCCGGTCACCCGGAGTTTAATCGACTGTTCAACGAAGGGATGGCGTCGGCGACGCCGATT
ATGACTCCGGCGATGGCGTTGCTGGATTACGAGGGACATGGGTTCGGGTCGCTGGGTTCGCTGGTTGACGT
GGCCGGCGGGATTGGAGAGAACCTTACTGAGATTTTGAAGTTGCATCCTCATTTGAAAGGGATTAATTTTGAC
TTGCCGCACGTGGTGGCCACGGCGCCGCCGTGCGACGGGGTGACGCACGTTGGTGGCGACATGTTCGAGT
CCGTTCCCGCCGCCGACGCTATCATGTTGAAGTGGATATTGCACAACTGGAGCGACGAAGATTGTGTGAGG
ATTCTGAAGAACTGTAGGAAAGCGATACCGGAGGAAACAGGGAAGCTGATTATAGTGGACATGGTGATCGAT
CCGGCGGGGAAGAGCGCTTTCGACGATGCGGGTTTGGTGGTGGATCTGCTGATGATGGTGCAGACTTCTGG
TAAAGAGAGAACAGAGGATGAATGGAAGAAGATATTGGAAGGAGGAGGGTTTCCTAGGTATAAGATCATCAA
GATCCCATGCTTGTCCTCCATTATCGAAGCTTATCCTAATTGA

Aminosauresequenz von LnMT3 und LnMT3s:
MGINQQSRENRGGTKMIEDTESRTGQAELLEHMLAYVVSMSLKAAVDLRLPDIIQSHGGSAT
LSQLVSAIDPSPSPDVSTLVRIMRLLVRKNIFSLQQSSSGEPRYGLTRVSKWLVGGSGEQQQ
QRGSLAPVLLYDNHPLSVTPWHHLSECVREGGNAFEKAHGCGIFEFASGHPEFNRLFNEG
MASATPIMTPAMALLDYEGHGFGSLGSLVDVAGGIGENLTEILKLHPHLKGINFDLPHVVATA
PPCDGVTHVGGDMFESVPAADAIMLKWILHNWSDEDCVRILKNCRKAIPEETGKLIIVDMVID
PAGKSAFDDAGLVVDLLMMVQTSGKERTEDEWKKILEGGGFPRYKIIKIPCLSSIIEAYPN-

Die Sequenzen zeigten Ahnlichkeiten von 51-62% mit verschiedenen Methyltransferasen,
darunter auch eine Matairesinol O-Methyltransferase, aber einen eindeutigen Hinweis auf das
Substrat des Enzyms lieferte der Vergleich nicht (Tabelle 10).

Die Sequenzen konnten anschlieRend erfolgreich in den Expressionsvektor pET15b und den

Expressionsstamm BL21(DE3)pLysS eingefugt werden.
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TABELLE 10
Ergebnisse fiir die Analyse der gefundenen Nukleotidsequenz von LnMT3 mittels NCBI Nucleotide BLAST.

Beschreibung Sequenz Accession Identitat
Vitis vinifera cultivar Carmenere O-methyltransferase OMT2 | KC533535.1 62,1%

(OMT2) mRNA, OMT2-1 allele, complete cds
Eriobotrya japonica EJOMT3 mRNA for O-methyltransferase, | LC127203.1 61,3%
complete cds
Papaver somniferum (R,S)-reticuline 7-O-methyltransferase | AY268893.1 53,2%
MRNA, complete cds
Anthriscus sylvestris MROMT gene for matairesinol O- | AB820127.1 51,9%

methyltransferase, complete cds

Alignment der Aminosauresequenz von LnMT3 mit der Matairesinol O-Methyltransferase aus

Anthriscus sylvestris:

LnMT3s —————- MEDTESRTGQAELLEHMLAYVVSMSLKAAVDLRLPDIIQSHGGSATLSQLVSAT 54
AsOMT MSTFIGEDISAMFQGLAKCFHHIYASLDIVAIRCALELHIPDVINNHDGPITLSQIARGI 60
. X ke e ke Kk . cess  Keskeakkake K Kk kkkk.  _*
LnMt3s DPSPSPDVSTLVRIMRLLVRKNIFS-LOQOSSSGEPRYGLTRVSKWLVGGSGEQQQQORGSL 113
AsOMT NSSS-LNFDGLSHLMMFLVKRQIFDQVHQPEIEEPLYTLNPCSKWLIQNPK-—-———— TTI 113
A LK sk kK eaakKk ek kK ok K Kkkk ..
LnMT3s APVLLYDNHPLSVTPWHHLSECVREGGNAFEKAHGCGIFEFASGHPEFNRLEFNEGMASAT 173
AsOMT APYVMMVTNSSLRLLLENLSKCIAEGGTTAMKAFGVDFWSFLSVNPHVNDIFNEGMACGT 173
L e Cekkeke kkok e KKk se Kk ok ok K kKK KKK K
LnMT3s PIMTPAMALLDYEGHGFGSLGSLVDVAGGIGENLTEILKLHPHLKGINFDLPHVVATAPP 233
AsOMT RITMDALM-SKYR--FDGLKGTLVDVGGGLGAAINDIVTAYPHIKGINFDLPQVISTAPT 230
* *: .*. * *:****.**:* :.:*:. :**:********:*::***
LnMT3s CDGVTHVGGDMFESVPAADAIMLKWILHNWSDEDCVRILKNCRKAIPEETGKLIIVDMVI 293
AsOMT YVGVTHVGGDMFKAIPPADSIFMKSVLHDWSDSDCVQILKKCRDSIPGKTGKIIIVDTIL 290
**********:::* **:*::* :**:***.***:***:**.:** :***:****
LnMT3s DPAGKSAFDDAGLVVDLLMM-VQTSGKERTEDEWKKILEGGGFPRYKIIKIPCLSSIIEA 352
AsOMT HRGGDDVFEYTRIAHDLMMFSLFENGKERTEVEWKKILNEAGFYRYNVIQIPAIESIIEV 350
.*._.*: . s . **:*: H .‘k*‘k*** ******: .‘k* **::*:**.:.****_
LnMT3s YPN 355

AsOMT YSD 353

*

Im Alignment sind in Gelb die Aminosauren der SAM-Bindestellen und in Blau die
Aminosauren, die katalytisch aktiv sind, gezeigt (Zubieta et al., 2001; Zubieta et al., 2002).
Diese Bereiche sind konserviert und wurden fir die Suche nach neuen Methyltransferasen
benutzt.

Eine Ermittlung des richtigen Startcodons war aufgrund der Aktivitat nicht moglich, deswegen

wurde versucht das richtige Methionin mittels der Consensus-Sequenz zu finden. Diese
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Sequenz umgibt das ATG-Codon und hat Einfluss auf die Translation, da sie von Ribosomen
erkannt wird. Fur Dikotyledonen wurde aaA(A/C)aAUGGCu als Consensus-Sequenz
beschrieben (Lutcke et al., 1987; Joshi et al., 1997).

5'-Ende der Sequenz:
ATCAACGCAGAGTACATGGGGATAAATCAACAGAGCAGAGAAAACAGAGGAGGAACAAAARIIBGAAGATACA

Das Startcodon von LnMT3 ist in Blau und das Startcodon von LnMT3s ist in Pink markiert.
Vergleicht man die Sequenz mit der Consensus-Sequenz, lasst sich eine hohe
Ubereinstimmung firr die Umgebung des spateren Startcodons erkennen (CAAAAATGGAA).
Dieses Ergebnis fuhrt zu der Vermutung, dass es sich bei diesem Methionin um das eigentliche
Startcodon handelt.

3.8.2. Identifizierung des Substrats

Um Enzymtest durchzuflihren, wurden beide Proteine exprimiert und aufgereinigt. Die Analyse
der verschiedenen Proben der Aufreinigung ist unten abgebildet. In den Elutionsfraktionen
waren deutlich Banden zu erkennen, die der Grofle der Enzyme (LnMT3: ~40,27 kDa;
LnMT3s: ~38,61 kDa) entsprechen (Abbildung 71 und Abbildung 72). Alle getesteten
Substrate der beiden Methyltransferasen sind in Abbildung 73 gezeigt.

ABBILDUNG 71 ABBILDUNG 72
SDS-PAGE der heterolog exprimierten LnMT3 bei SDS-PAGE der heterolog exprimierten LnMT3s bei
Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie Aufreinigung durch Metallchelat-Chromatographie

UR: Unléslicher Riickstand; D: Durchfluss; W1: Waschfraktion 1; W8: Waschfraktion 8; W10: Waschfraktion 10;
E1-3: Elutionsfraktionen 1-3
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ABBILDUNG 73

Strukturformeln der mit den Methyltransferasen LnMT3 und LnMT3s getesteten Substrate. Mit blauen Pfeilen sind
die Hydroxy-Gruppen gekennzeichnet, die methyliert werden kénnen.
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Beide

Methyltransferasen waren in der Lage, dieselben Substrate umzusetzen. Die umgesetzten

Von den getesteten Substraten =zeigte sich nur mit Flavonoiden Aktivitat.

Flavonoide waren Quercetin, Hesperetin, Chrysin und Luteolin-7-Glucosid. Fir die
Berechnung der spezifischen Aktivititen der Enzyme mit den verschiedenen Substraten
standen keine Referenzen der Produkte zur Verfigung. Deshalb wurden zur ersten
Einordnung der Ergebnisse die spezifischen Aktivitaten unter der Annahme berechnet, dass
sich die Absorption nach der Methylierung nicht verandert. Zudem wurde versucht, den
Umsatz der Ausgangsstoffe zu berechnen. Dies war aber aufgrund von Abweichungen bei den
gemessenen Substratmengen nicht fir alle Proben mdglich.

Die Werte deuten auf einen besseren Umsatz des Flavanons Hesperetin im Vergleich zu den
anderen Substraten, bei denen es sich um Flavonole (Quercetin) oder Flavone (Chrysin,
Luteolin) handelt hin. Luteolin-7-Glucosid wurde nur im geringen Mal} methyliert. Ein Test mit
Luteolin kénnte eine hdhere Aktivitdt zeigen, da die Glucose bei Luteolin-7-Glucosid
mdglicherweise durch eine sterische Hinderung die Umsetzung verschlechtert. Diese
Ergebnisse liefern nur Hinweise auf die Aktivitat. Eine eindeutige Berechnung kann nur mit

entsprechenden Referenzen durchgefuhrt werden.

Substrat Spez. Aktivitat mit | Spez. Aktivitdt mit | Umsatz [%] | Umsatz [%]
LnMT3 [nkat/kg] LnMT3s [nkat’kg] | LnMT3 LnMT3s

Quercetin - 1,29 - -

Hesperetin 13,65 12,66 34,80 22,74

Chrysin 1,83 2,32 21,48 -

Luteolin-7- 0,15 0,19 11,00 -

Glucosid

Von Hesperetin wurde zusatzlich eine LC-MS-Analyse durchgefuhrt, um einen Hinweis auf die
Position der methylierten Hydroxy-Gruppe zu erhalten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 74
bis Abbildung 77 gezeigt. Im UV-Chromatogramm und im Extracted-lon-Chromatogramm fur
die Masse 317,1025 (Masse des methylierten Produkts, [M+H]") ist nach 1 h ein deutlicher

Peak zu erkennen.
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ABBILDUNG 74

UV-Chromatogramm fir die Enzymtests von LnMT3 mit Hesperetin nach Oh (A) und 1 h (B) bei einer
Wellenlange von 290 nm. Das Produkt ist durch den schwarzen Pfeil gekennzeichnet.
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ABBILDUNG 75

Extracted-lon-Chromatogramm (EIC) der Enzymtests von LnMT3 mit Hesperetin nach 0 h (A) und 1 h (B) fiir die
Masse des einfach methylierten Produkts (Pfeil)

Zur |dentifizierung der mdglichen Methylierungsposition wurden die MS/MS-Spektren genutzt.
In Abbildung 76 sind die Ergebnisse fir den Enzymtest nach einer Inkubationszeit von 0 h
gezeigt. Hier ist ein Peak fur das Ausgangs-lon [M+H]* von Hesperetin von etwa 303 (m/z =
Masse zu Ladung) zu erkennen. Zuséatzlich sind im MS/MS-Spektrum Fragmente der m/z von
153,0192 und 177,0543 zu sehen. Die Ergebnisse nach 1 h Inkubationszeit sind darunter
abgebildet (Abbildung 77). Hier ist ein Peak flir das Ausgangs-lon des methylierten Produkts
von Hesperetin mit einer m/z von etwa 317 [M+H]* zu sehen. Das MS/MS-Spektrum enthalt
weiterhin Peaks fir Fragmente der m/z 153,0188 und 191,0697. Vergleicht man die Spektren
der unterschiedlichen Inkubationszeiten, fallt auf, dass das lon von 153 (m/z) in beiden
auftaucht, und somit keine zusatzliche Methylgruppe aufweist. Das Fragment einer m/z von

191, das nach einer Inkubationszeit von 1 h entsteht, entspricht dem lon von 177 aus
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Abbildung 76 mit der zusatzlichen Masse von CHa. Eine mégliche Struktur der Fragmente aus
den MS/MS-Spektrum von Hesperetin ist aus der Literatur bekannt und in Abbildung 78 zu

sehen (Tsimogiannis et al., 2007; Baranowska et al., 2017).
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ABBILDUNG 76
Ergebnisse des Enzymtests von LnMT3 mit Hesperetin nach 0 h:

A) MS-Spektrum
B) MS-MS-Spektrum
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Ergebnisse des Enzymtests von LnMT3 mit Hesperetin nach 1 h:

A) MS-Spektrum
B) MS-MS-Spektrum
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Struktur von Hesperetin und die vorgeschlagenen Strukturen der korrespondierenden Fragmente aus dem
MS/MS-Spektrum. Der Pfeil kennzeichnet die OH-Gruppe die methyliert wird und somit ergibt sich eine m/z von
etwa 191 (nach Baranowska et al., 2017).

Diese Ergebnisse deuten auf eine Methylierung in 3'-Position des B-Rings hin. Das
entstandene Produkt ist 5,7-Dihydroxy-3‘,4‘-dimethoxyflavanon. Eine zusatzliche Bestatigung
der methylierten Hydroxy-Gruppe kénnte durch NMR erreicht werden. Aufgrund der Aktivitat
mit Chrysin nach langerer Inkubationszeit (3 h), kdnnten die Methyltransferasen in der Lage
sein, auch andere Hydroxy-Gruppen zu methylieren. Dagegen scheint eine Methylierung der
4‘-Position des B-Rings nicht moglich.

Da die Zusammensetzung der Flavonoide von Linum nodiflorum nicht bekannt ist, ist ein
direkter Abgleich nur mit anderen Arten moglich. Bekannt sind Glykoside von Quercetin, z.B.
aus Linum album und Linum capitatum. Neben diesen wurden Luteolin-Glykoside in L.
capitatum und L. usitatissimum und Chrysin-Glykoside in L. album gefunden (Ibrahim und
Shaw, 1970; Dubois und Mabry, 1971; lli¢ et al., 2004; Noori und Talebi, 2017).

Bisher wurden schon mehrere Flavonoid 3‘-O-Methyltransferasen in der Literatur beschrieben.
Eine Methyltransferase aus Chrysosplenium americanum war in der Lage, Quercetin und
Luteolin in der 3‘-Position zu methylieren, zeigte aber auch Aktivitat mit 5-Hydroxyferulasaure
oder Kaffeesaure. Eine weitere Methyltransferase aus C. americanum konnte die 3‘- und 5'-
Position von methylierten Quercetin-Derivaten verwenden (Gauthier et al., 1996, 1998).
Methyltransferasen, die Flavonoide spezifisch nur an 3'-Position methylieren, aber keine
Aktivitat mit Phenylpropanoiden zeigen, wurden ebenfalls beschrieben. Dazu gehdrt die 3'-O-
Methyltransferase aus Oryza sativa, die u.a. Quercetin, Luteolin und Eriodictyol methylieren
kann oder die Methyltransferase aus Mentha x piperita, die neben Luteolin und Quercetin auch
Hesperetin, wenn auch nur im geringeren Mal}, umsetzen kann (Willits et al., 2004; Kim et al.,
2006).
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Die Beobachtung, dass die Methyltransferasen LnMT3 und LnMT3s Flavonoide umsetzen
kénnen, spricht nicht gegen eine Beteiligung an der Lignanbiosynthese. Als Beispiel dient die
Matairesinol O-Methyltransferase, gefunden in Carthamus tinctorius, die neben der Aktivitat
mit Matairesinol zusatzlich das Flavonoid Apigenin umsetzen konnte (Umezawa et al., 2013).
Aufgrund der schlechten Verflugbarkeit konnten hier nicht alle in der Lignanbiosynthese
auftretenden Substrate (z.B. Thujaplicatin) getestet werden. Weitere Versuche mit diesen
Lignanen konnten zeigen, ob man eine Teilnahme dieses Enzyms an der Lignanbiosynthese

ausschlielen kann.
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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen von Methyltransferasen aus Linum-Arten

Lignane sind in der Pflanzenwelt weit verbreitet und dienen in der Pflanze vor allem zur Abwehr
von Schadlingen. Interessant sind Lignane durch ihre ausgepragte biologische Aktivitat. Ein
Beispiel fur einen medizinisch eingesetzten Stoff ist das Aryltetralinlignan Podophyllotoxin
(PTOX), das cytotoxische Aktivitat besitzt. Es wird zur Behandlung von Feigwarzen eingesetzt,
wird aber auch in der Produktion der PTOX-Derivate Etoposid und Teniposid genutzt. Diese
Arzneistoffe werden zur Therapie verschiedener Krebs-Arten angewendet. Die Gewinnung
des Podophyllotoxins erfolgt aus den Arten Podophyllum hexandrum und Podophyllum
peltatum (Berberidaceae). Die Biosynthese von Aryltetralinlignanen wird in die friihen und
spaten Schritte eingeteilt. Wahrend die frihen Reaktionsschritte mittlerweile komplett
identifiziert werden konnten, sind bezlglich der spaten Schritte einige Enzyme und Reaktionen
unbekannt. Eine Enzymklasse, die hier von Interesse ist, sind Methyltransferasen. Bei diesen
Enzymen wird eine Methylgruppe, die von einem Methylgruppendonor zur Verfigung gestellt
wird, auf ein Substrat Gbertragen.

Die Experimente in dieser Arbeit wurden mit Suspensionskulturen von Linum nodiflorum,
Linum album und Linum flavum aus der Familie Linaceae durchgefuhrt, da sie
Aryltetralinlignane akkumulieren kénnen.

Zu Beginn wurden Samen aus Linum nodiflorum zum Keimen gebracht und damit Kallus- und
Suspensionskulturen in verschiedenen Medien angelegt. Von den anderen Linum-Arten waren
schon die Suspensionskulturen vorhanden. In den Kulturen in CB2- und B5-Medium wurden
weniger Lignane gebildet als in MSLi-Medium. Von den zwei Kulturen in MSLi-Medium
akkumulierte Ln1 hauptsachlich Desoxypodophyllotoxin  (DOP), aber auch 6-
Methoxypodophyllotoxin (MPTOX) und Ln2 lieferte PTOX als Hauptlignan neben MPTOX und
DOP. Zusatzlich wurden mit dem Elicitor Methyljasmonat (MeJa) Versuche mit beiden
Suspensionskulturen Ln1 und Ln2 durchgefihrt, um die Produktion der Lignane zu erhéhen.
Die Ergebnisse zeigten aber nicht die gewlinschte Wirkung auf den Gehalt der Lignane.

Die Suspensionskultur Ln1 wurde Uber einen Zeitraum von 14 Tagen in Form einer
Kulturcharakterisierung untersucht. Dabei wurden Daten zu Medium (Zuckergehalt, pH-Wert,
Leitfahigkeit), Zellparameter (Frisch- und Trockengewicht), Lignan- und Proteingehalt,
Phenylalanin ~ Ammoniak-Lyase-Aktivitat, sowie die Genexpression verschiedener
Methyltransferasen gesammelt.

Neben den Untersuchungen zu den Suspensionskulturen wurden mehrere Methyltransferasen
molekularbiologisch identifiziert und biochemisch charakterisiert. Die Coniferylalkohol 9-O-

Methyltransferase katalysiert die Methylierung von Coniferylalkohol an der aliphatischen
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Hydroxy-Gruppe. Wolters et al. (2013) hat von diesem Enzym Mutanten hergestellt, um den
Reaktionsmechanismus zu identifizieren. In dieser Arbeit wurden Kn-Wert und die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit der Mutanten C271A und C271S ermittelt. Der Kn-Wert lag flr
C271A bei etwa 8,91 uM und fir C271S bei 2,58 uM.

Ein weiteres zu charakterisierendes Enzym war die Kaffeesdaure O-Methyltransferase aus
Linum nodiflorum (LnCOMT). Es konnte gezeigt werden, dass diese Methyltransferase
Kaffeesaure zu Ferulasdure umsetzt. Die Aktivitat war aber fir eine Bestimmung der
kinetischen Parameter zu gering.

Im Zuge der Identifizierung von Enzymen, die an der Lignanbiosynthese beteiligt sind, wurde
der Fokus auf Methyltransferasen gelegt. Aus den bekannten konservierten Bereichen dieser
Enzyme wurden degenerierte Primer erstellt, die Uber eine PCR Teilsequenzen von
Methyltransferasen aus Linum album und Linum nodiflorum lieferte.

Die Methyltransferase aus Linum album (LaCOMT) zeigte eine hohe Aktivitat mit Kaffeesaure
und eine geringere mit Isoferulasaure. Mit Kaffeesdure hatte das Enzym ein
Temperaturoptimum von 40°C und ein pH-Optimum von 6. Der ermittelte Kn-Wert flr
Kaffeesaure lag bei etwa 90,75 uM und flir SAM bei 17,35 uM. Der Vergleich zwischen
LaCOMT und LnCOMT ergab zwar eine Identitat von 95,5% (Nukleotidsequenz), trotzdem
wurde ein deutlicher Unterschied in der Aktivitat beobachtet.

Nach erfolgreicher Sequenzierung der Volllange der Methyltransferase LnMT3 aus Linum
nodiflorum zeigte sich, dass zwei Methionincodons als Startcodon in Frage kamen. Deshalb
wurden zwei Methyltransferasen (LnMT3 und LnMT3s) isoliert, kloniert und exprimiert. Beide
Enzyme wurden auf ihre Aktivitat getestet und setzten die gleichen Substrate um, weshalb
eine Auswahl des richtigen Startcodons nicht mdglich war. Die umgesetzten Substrate waren
die Flavonoide Hesperetin, Quercetin, Chrysin und in einem geringeren Maf3 auch Luteolin-7-
Glucosid. Bei Hesperetin konnte die Methylierung der 3‘-Hydroxygruppe nachgewiesen
werden. Nicht alle Substrate aus der Lignanbiosynthese waren verflgbar, deshalb mussen in
Zukunft weitere Tests zeigen, ob LnMT3/LnMT3s nicht doch an der Lignanbiosynthese
beteiligt sind.
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SUMMARY

Investigations on methyltransferases in Linum species

Lignans are widely distributed throughout the plant kingdom and play a role in the defense
against herbivores and microorganisms. These compounds are of interest due to their distinct
biological activity. An example for a medically used lignan is the aryltetralin lignan
podophyllotoxin (PTOX) that has cytotoxic properties. It is applied against warts but also serves
in the production of the PTOX derivatives etoposide and teniposide. These drugs are utilized
in cancer therapy. The phosphate derivative of etoposide (Etopophos®) is also used because
it shows a better solubility. PTOX is extracted from Podophyllum hexandrum and P. peltatum
(Berberidaceae). The biosynthetic pathway of aryltetralin lignans can be divided into the early
and late steps. The early steps have been completely elucidated, whereas from the late steps
only few enzymes and reactions are known. An enzyme class which especially is of interest
are methyltransferases. These transfer a methyl group from a methyl group donor to the
substrate.

The experiments described in this work were conducted with suspension cultures of Linum
nodiflorum, L. album and L. flavum belonging to the family Linaceae. These Linum species
accumulate aryltetralin lignans.

To start the investigations, seeds from Linum nodiflorum were germinated and callus and
suspension cultures were established from these shoots in different media. Suspension
cultures from the other plants already existed. The established cultures in CB2 and B5 medium
produced less lignans than those in MSLi medium. Regarding the two cultures in MSLi
medium, Ln1 mainly produced deoxypodophyllotoxin (DOP) but  also
6-methoxypodophyllotoxin (MPTOX). Ln2 accumulated PTOX as principal lignan apart from
MPTOX and DOP. Additionally, experiments were performed with the elicitor methyl jasmonate
to observe the possible enhancement of the lignan amount in suspension cultures Ln1 and
Ln2. The results did not show the desired effects on the lignan content.

Suspension culture Ln1 was examined in a culture characterization over a period of 14 days.
Data were collected concerning the medium (sugar content, pH value, conductivity), cell
parameters (fresh and dry weight), lignan and protein content, phenylalanine ammonia-lyase
activity and the gene expression of various methyltransferases.

Besides the investigations on the suspension cultures, a biochemical characterization of
different methyltransferases was also conducted. Coniferyl alcohol 9-O-methyltransferase
catalyzes the methylation of an aliphatic hydroxy group. Wolters et al., (2013) produced

mutants of this enzyme to identify the reaction mechanism. The task was to determine the Kn,
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value and maximal reaction rate of the mutants C271A and C271S. The K, value for C271A
was about 8.91 uM and for C271S 2.58 uM.

The second enzyme from Linum nodiflorum that was characterized was a putative caffeic acid
O-methyltransferase (LnCOMT). It was shown that it catalyzes the reaction from caffeic acid
to ferulic acid. Yet, the activity was too low to determine any biochemical parameters.

In the process of identifying enzymes involved in lignan biosynthesis, the focus was on
methyltransferases. Degenerate primer from conserved regions were used in PCR and two
partial sequences of methyltransferases from Linum album and Linum nodiflorum were
received.

The methyltransferase from Linum album (LaCOMT) showed a high activity with caffeic acid
but also a lower activity with isoferulic acid. The optimal temperature with caffeic acid was 40°C
and the optimal pH was 6. The calculated K, value was 90.75 uM for caffeic acid and for SAM
17.35 yM. The comparison of LaCOMT and LnCOMT showed an identity of 95.5% (nucleotide
sequence), but a considerable difference in their activity was detected.

After successfully obtaining the full-length sequence of the methyltransferase LnMT3 from
Linum nodiflorum, two possible start codons were identified. For this reason, two
methyltransferases (LnMT3 and LnMT3s) were isolated, cloned and expressed. Both enzymes
were tested to check their activity, and both converted the same substrates. A clarification of
the actual start codon was not possible. The utilized substrates were the flavonoids hesperetin,
quercetin, chrysin and to a lower extent luteolin-7-glucoside. Regarding hesperetin a
methylation of the 3’-hydroxy group was proven. Tests could not be performed with all
substrates from the lignan biosynthesis due to their unavailability, though future tests can show

whether LnMT3/LnMT3s are involved in this biosynthesis.
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5. ANHANG

5.1. ABKURZUNGEN

2,4-D
ACN
APS
BAP
BSA
Ca9Me
Ca9o0MT
CODEHOP
COMT
CTAB
CYP

DC
DIECA
dNTP
DOP
DTT
EDTA
EtOH

FG
GPRT
GSP
HKG

IES
IPTG

kb

KPi
LaCOMT
LnCOMT
Meda
MeOH
MPTOX
NAA

5. Anhang

2,4-Dichlorphenoxyessigsaure

Acetonitril

Ammoniumperoxodisulfat

6-Benzylaminopurin

Bovine serum album = Rinderserumalbumin
Coniferylalkohol 9-O-Methylether

Coniferylalkohol 9-O-Methyltransferase
Consensus-Degenerate Hybrid Oligonucleotide Primer
Kaffeesdure O-Methyltransferase
Cetyltrimethylammoniumbromid

Cytochrom P450

Dunnschichtchromatographie
Diethyldithiocarbamat

Desoxynukleotide

Desoxypodophyllotoxin

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Frischgewicht

Genspezifischer Primer fir die Reverse Transkriptase
Genspezifischer Primer

Haushaltsgen

Indol-3-essigsaure
Isopropyl-R3-D-thiogalaktopyranosid

Kilobasen

Kaliumphosphat-Puffer (K;HPO4/KH2PO,)
Kaffeesdure O-Methyltransferase aus Linum album
Kaffeesdure O-Methyltransferase aus Linum nodiflorum
Methyljasmonat

Methanol

6-Methoxypodophyllotoxin

Naphthylessigsaure
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NADP
NADPH
NTC
ODe0o
PAL
PEG
PTOX
RACE
SAM
SDS
Tdt

TG
TEMED
X-Gal

5. Anhang

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat, oxidiert
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat, reduziert
Non-Template Control; Negativkontrolle

Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm

Phenylalanin Ammoniak-Lyase
Polyethylenglycol
Podophyllotoxin

Rapid amplification of cDNA ends
S-Adenosylmethionin

Natriumlaurylsulfat

Terminale Desoxynucleotidyltransferase

Trockengewicht

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-R-D-galactopyranosid

AbkuUrzungen Aminosauren

A

I oG m m o O

< s<A4nmnxIPOUVZZTrC X

Alanin, Ala
Cystein, Cys
Asparaginsaure, Asp
Glutaminsaure, Glu
Phenylalanin, Phe
Glycin, Gly
Histidin, His
Isoleucin, lle

Lysin, Lys

Leucin, Leu
Methionin, Met
Asparagin, Asn
Prolin, Pro
Glutamin, GIn
Arginin, Arg

Serin, Ser
Threonin, Thr
Valin, Val
Tryptophan, Trp
Tyrosin, Tyr
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5.2. CHROMATOGRAMME
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5.3. VEKTORKARTEN

5.3.1. pDrive Cloning Vector

Accbbl (Zoo)
Kpnl (270)
f Sphl (z73)
' Pstl {25833
" Mlul (zgs5)
) f,/ _SnaBI (z93)
S 7 BamHI (299)
A 7 7 EcoRI (306)
C S 7 7 EcoRI (321)
— - sall {327}
— ___—hAccl (328)
~_——HinclII (329
— HindIII (333}
— Xhol (339}
----_____'_‘ AvrIl - 5tyl (345)
—__ Nhel {350}
—__ Xbal {356)
—_ Eco?21 (367)
T BstXI (369
..___'_El::uDlI]'ElI (37
_~_ Apal (378)
T~ Sacl (384)
Mot (337)

pDrive Cloning Vector
3851 bp
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5.3.2. pRACE

{2636 EcoRI HindIII (1)
) ,

pRACE (linearized)

2656 bp

142



5. Anhang

5.3.3. pET15b

(5706 EcoRI BspDI_- Clal {z4)
(5635) AatIl / HindIII (z9)
(5633 Zral . NV BlpI (267}
{5517) Sspl. / BamHI (319)
T S PaeR7I - PspXI - Xhol (324)
(5193) Seal o N, L/ /7 Ndel (331)
(5083) Pwul LK

__———|His-Tag coding sequence|

— Mool (339)
—_Xbal i4z8)
—_ BolIl (494}
. SgrAl (535

“_sphl (891}

EcoMI (751}
_———— Mlul {1218)

T BolI* (12300
—_— BstEIT (1397
~__ PspOMI (1423}

Apal (1427

“BssHII (1627)

(4958) Pstl .

(4774) Bsal .
(4713) AhdI._

pET15b

(42360 AlWNI — 5705 bp

_ " Hpal (1722)
(3820) Peil

(3704) BspQI - Sapl

(3591) BStZ171 N
{3590% Accl /| 1 N N
(3572) BsaAl | N Y
_ .' \ . Eagl (zzg4)
{35651 PFIFI - Tth111I | NFUL (2319)
BfuAl - BspMI (2399)

. Bsml (z704)

I Mscl* (2791
{z9z26) BpulDI FspAl (zg01)

“pshal (2061)
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5.3.4. pRSETC

BamHI (200}
Xhol {z09)
| / _BglII (213)
;7 - PstI (221)

o —— Pyull (222
=——  Kpnl - Ncol (z29)
———_EcoRI (234)

T BstBI (z38)
“HindIII (241}

pRSET ¢
2895 bp
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Vortrage und Posterprasentationen:

Lignan biosynthesis in different Linum species

Botanikertagung in Tubingen, 2013 (Poster)

Methyltransferases involved in the lignan biosynthesis of Linum nodiflorum

Erster Eduard Strasburger-Workshop der Deutschen Botanischen Gesellschaft in Nurnberg,
2014 (Vortrag)

Methyltransferases in lignan biosynthesis

Botanikertagung in Freising, 2015 (Poster)

Methyltransferases found in Linum species

Doktorandentagung der Sektion Pflanzliche Naturstoffe der Deutschen Botanischen
Gesellschaft in Meisdorf, 2016 (Vortrag)

Identification of methyltransferases in Linum species
DPhG-Doktorandentagung in Frankfurt, 2017 (Kurzvortrag und Poster)
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