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The most certain way to succeed is always to try just one more time.
(Thomas A. Edison)
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Coleus blumei

Coleus blumei Benth. (syn. Solenostemon scutellarioides L. Codd., engl.: painted nettle)
gehdrt zur Familie der Lamiaceae (Unterfamilie: Nepetoideae) und ist in Sudostasien und
Malaysia beheimatet (Rogers 2008). Der spezifische Artname ,scutellarioides” bedeutet
schildformig (Harrison 2012). Die Buntnessel (siehe Abbildung 1) ist eine krautige Pflanze
(60-75 cm Hohe) mit fur Lamiaceae typisch vierkantigem Stangel und dekussierten,
zugespitzten Blattern. Die lila gefarbten Lippenbliten erscheinen in einer Traube zwischen
Juli und September (Bajaj 1994). Halpern et al. (2004) schilderten einen psychogenen Effekt
von Coleus blumei. In der Tat wurden Bléatter von Coleus blumei und Coleus pumilus anstatt
Salvia divinorum von einigen Mazateken-Vdlkern in Mexiko aufgrund ihrer halluzinogenen
Wirkung gekaut (Wasson 1962; Schultes und Hofmann 1992). Obwohl in der Pflanze Ros-
marinsaure (RA) und Kaffeesdure nachgewiesen wurden (Petersen und Alfermann 1988;
Petersen et al. 1993; Petersen et al. 1994; Bauer et al. 2009; Vukovi¢ et al. 2013), handelt es
sich jedoch um keine Arzneipflanze aus dem europaischen Arzneibuch (Ph.Eur). Die
dekorative Pflanze wurde 1935 von Fischnich erstmalig erwahnt. Spéater fungierte sie als
eine der ersten Suspensionskulturen, die zur Untersuchung der Biosynthese und Produktion
der RA etabliert wurde (Razzaque und Ellis 1977; Zenk et al. 1977). Es existieren zahlreiche
Sorten, deren Blatter unterschiedliche Farbungen aufweisen (Rogers 2008).

Abbildung 1: Coleus blumei


http://de.wikipedia.org/wiki/Nepetoideae
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vukovi%C4%87%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23265315
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1.2 Glechoma hederacea

Glechoma hederacea L. (efeublattriger, gewohnlicher Gundermann, Gundelrebe, engl.:
creeping charlie, grill-over-the-ground, siehe Abbildung 2) ist eine krautige, mehrjahrige
Pflanze. Sie blluht von April bis Juni und erreicht eine Wuchshéhe von 10-40 cm. Glechoma
gehort zur Familie der Lamiaceae (Unterfamilie: Nepetoideae). Der Spross ist vierkantig,
haufig blauviolett gefarbt und haarig. Die Blatter sind kreuzgegenstandig, wobei die Blatt-
spreite als rundlich-nierenformig bezeichnet wird und bei geringer Lichtexposition recht
grol3e AusmalRe annehmen kann (Abbildung 3). Die Bliten sitzen als zwei- bis funfblitige
Scheinquirle in den Achseln der Laubblatter. Die violette Blitenkrone ist zweilippig und 15-22
mm lang, die Unterlippe ist dreizipflig, wahrend die Oberlippe vorn schwach ausgerandet ist.
Verbreitet ist die Gundelrebe in ganz Europa bis nach Sibirien, China und Amerika. Als
pharmazeutisch interessante Inhaltsstoffe sind atherisches Ol (a-, R-Pinen, Menthol,
Limonen), Sesquiterpene (Glechomafuran, Glechomanolid), Triterpene (Ursolséure, Oleanol-
saure), Phenolcarbonsduren (Rosmarinsaure, Chlorogensaure, Kaffeesaure, Ferulasaure,
Sinapinsaure), Flavonoide (Glykoside des Apigenins, Luteolins, Quercetins) und Alkaloide
(Hederacin A und B) zu nennen (http://www.medizinalpflanzen.de/systematik/6_droge/gle-
com-h.htm).

Abbildung 2: Glechoma hederacea Abbildung 3: Laubblatt von Glechoma hederacea

Schon seit Jahrhunderten wird Glechoma-Extrakt in der Volksmedizin bei Gallensteinleiden,
Harnsteinleiden, Entziindungen, Erkaltung, Asthma und bei Odemen eingesetzt (Kim et al.
2011). AuRRerdem konnten Kovéts et al. (2011) die starkste antimikrobielle Aktivitat des
Glechoma-Extrakts in Extrakten von 12 Lamiaceae-Spezies nachweisen. Ha et al. zeigten
2011 einen depigmentierenden Effekt eines Glechoma-Extrakts auf UV-induzierte Hyper-
pigmentierung. Auch Qiao et al. (2012) demonstrierten eine Hemmung der Melanogenese in
B16-Melanozyten durch einen Glechoma-Extrakt, der dabei nicht zytotoxisch wirkte.
Mdglicherweise konnte Glechoma als pflanzliches Additiv in Cremes gegen Pigment-
stérungen eingesetzt werden. Weitere Studien konnten einen antientzindlichen Mechanis-
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mus bei Krankheiten zeigen, welche eine verstarkte Makrophagenproduktion auslésen
(Milovanovic et al. 2010).

Glechoma hederacea kann als interessantes Untersuchungsobjekt angesehen werden, da
die Gundelrebe Chlorogensaure (CA), RA und Kaffeesaure akkumuliert (Petersen et al.
2009). Demzufolge kdnnen verschiedene Hydroxycinnamoyltransferasen, welche zur Biosyn-
these dieser Sekundarstoffe unabdingbar sind, aus ein und derselben Pflanzenart analysiert
werden.

1.3 Melissa officinalis

Die Zitronenmelisse (Melissa officinalis L., engl.: lemon balm) gehort zur Familie der
Lamiaceae (Unterfamilie: Nepetoideae). Sie kann eine Hohe von ca. 1 m erreichen. Die
Blattform ist nesselartig mit grob kerbig geségter Spreite. Der Stangel ist, wie flir Lamiaceae
typisch, vierkantig und kaum behaart (Abbildung 4). Die Krone ist wei3lich mit ungefahr
gleichlanger Ober- und Unterlippe. M. officinalis ist im 6stlichen Mittelmeergebiet und in
Westasien beheimatet. |hr zitronenartiger Duft hat zu der Namensgebung gefihrt. Der
Hauptinhaltsstoff ist atherisches Ol (0,02-0,8%). Dieses enthalt hauptsachlich Mono- und
Sesquiterpene (Citronellal, Geranial, Geraniol, R-Caryophyllen, Caryophyllenepoxid und
Germacren-D). Fur die therapeutische Wirkung ist ebenso der Gehalt an Phenolcarbon-
sauren ausschlaggebend. Diese setzen sich aus RA, CA, Kaffeesaure, p-Cumarsaure und
Ferulasaure zusammen (Wichtl 2002; http://www.medizinalpflanzen.de/ systematik/6_droge/
melis-fo.htm).

Ein bekanntes Arzneimittel mit wassrigem Melissenextrakt ist die Creme Lomaherpan®,
welche die Anlagerung des Herpes simplex Virus 1 an die Wirtszelle verhindert (Astani et al.
2012). Des Weiteren existieren noch diverse andere Arzneimittel wie z.B. Gastrovegetalin®
(Melissenblatter-Trockenextrakt)  bei  funktionellen  Gastrointestinaltrakt-Beschwerden,
Euvegal® bei nervdés bedingten Einschlafstdrungen (Melissenblatter-Trockenextrakt),
Sedinfant® (Dickextrakt aus Melissenblattern) und ME-Sabona® (Melissenbléatter-Trocken-
extrakt) bei Einschlafstérungen und Blahungen.

Melisse wurde schon in der Antike als Arzneipflanze genutzt. Vergil und Plinius postulierten
einen Nutzen in der Imkerei. Der griechische Arzt Dioscurides (1. Jh. n. Chr.) empfahl sie bei
Menstruationsbeschwerden, Bauchschmerzen und Rheuma (Koch-Heitzmann und Schultze
1988; Babulka 2005; Weitzel 2009). Zusammengefasst besitzt M. officinalis sedative
(beruhigend), karminative (blahungstreibend), spasmolytische (krampflésend), antibakterielle
und antivirale Eigenschaften, welche hauptsachlich durch den Gehalt an atherischen Olen
und Phenolcarbonsduren hervorgerufen werden. Neueste Studien zeigen jedoch auch
neuroprotektive Wirkmechanismen nach Insult (Schlaganfall) (Bayat et al. 2012) sowie anti-
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oxidative Eigenschaften bei oxidativem Stress, der durch Mangan in Mausehirnen ausgelést
wurde (Martins et al. 2012).

Abbildung 4: Melissa officinalis

1.4 Chlorogensaure, Kaffeesdure und Rosmarinsaure

Zahlreiche Pflanzenarten diverser Familien weisen sowohl CA als auch RA auf. Als Beispiele
aus der Gruppe der Gefal3sporenpflanzen sind aus der Familie Blechnaceae die beiden
Vertreter Blechnum brasiliense und B. gibbum zu nennen. Aus den basalen Ordnungen ist
Chloranthus officinalis ein Stellvertreter. Bei den Monokotyledonen existieren zum Beispiel
mehrere Vertreter bei den Cannaceae und den Marantaceae. Bei den zweikeimblattrigen
Pflanzen gibt es in der Familie der Lamiaceae beispielsweise die Vertreter Glechoma
hederacea und Dracocephalum spec., bei den Apiaceae Astrantia major und diverse Ver-
treter bei den Boraginaceae/Hydrophyllaceae (Petersen et al. 2009). Laut Vogt (2010) sind
RA und CA die beiden hauptsachlichen loslichen Phenylpropanoide in Solanaceae und
Lamiaceae. Kaffeesdure und ihre beiden Derivate CA und RA werden vermutlich als
Abwehrstoffe gegen Pathogene und Herbivore sowie zum UV-Schutz synthetisiert (Clé et al.
2008; Petersen et al. 2009; Sanchez-Campillo et al. 2009). AufRerdem wird vermutet, dass
sie als Antioxidantien fungieren (Petersen et al. 2009; Vogt 2010).

1.4.1 Rosmarinsaure

1.4.1.1 Vorkommen

Rosmarinséure (RA) wurde 1958 zuerst von Scarpati und Oriente aus Rosmarinblattern
(Rosmarinus officinalis) als Reinstoff isoliert. Den beiden italienischen Chemikern gelang
aulRerdem im selben Jahr die Strukturaufklarung. Bei der Analyse von Kaffeesaurederivaten
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in der Familie der Labiatae konnte Herrmann 1959 zeigen, dass Rosmarinséaure der
hauptsachliche Vertreter in dieser Familie ist und plante, sie Labiatens&ure zu nennen.
Rosmarinsaure ist ein Ester aus Kaffeesaure und 3,4-Dihydroxyphenyllactat. Sie kommt
hauptséchlich in Spezies der Lamiaceae, besonders in der Unterfamilie Nepetoideae, und in
der Familie der Boraginaceae, aber auch in anderen Familien (Mglgaard und Ravn 1988),
selbst in Blechnum-Farnen (Hausler et al. 1992) und Hornmoosen (Takeda et al. 1990) vor.
Bei der Analyse von 240 Pflanzenarten wurde eine Akkumulation von RA ebenso in Maran-
taceae entdeckt (Abdullah et al. 2008).

Es wird vermutet, dass Rosmarinsaure in Pflanzen als Teil des Abwehrsystems gegen
Infektionen durch Pilze und Bakterien dient. Pharmakologisch interessant wird RA durch ihre
antibakterielle, antivirale, antioxidative und antiinflammatorische Wirkung (Gracza et al.
1985; Parnham und Kesselring 1985; Barberini et al. 2013). AufRerdem konnte durch Guo et
al. (2004) eine Aktivitat gegen pflanzenpathogene Pilze gezeigt werden.

Eine weitere therapeutische Option beim Menschen ist die Pravention gegen Alzheimer. Es
wurde untersucht, welchen Einfluss phenolische Substanzen (Curcumin, Ferulasaure,
Myricetin, Nordihydroguajaretsaure (NDGA) und Rosmarinsaure) auf die Hemmung der
Amyloid-B-Aggregation haben. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass sowohl in
der NDGA- als auch in der RA-Gruppe die Amyloid-B-Plaque-Konzentration signifikant ge-
sunken war. In der Probandenfraktion, welche mit RA behandelt wurde, stieg das Level des
TBS (Tris-buffered saline)-loslichen Amyloid-B-Monomers an, wéahrend das des toxischen
Amyloid-B-Oligomers sank. Deshalb wird die Behauptung aufgestellt, dass RA den Amyloid-
B-Aggregationsweg von A-B-Monomeren zu All-positiven Oligomeren hemmt. Nach einer
intracerebroventrikularen Amyloid-B.s.as-Injektion verhinderte eine i.p. Injektion von RA
Gedachtnisbeeintrachtigungen und durch Amyloid-B hervorgerufene Neurotoxizitdt durch
aktives Abfangen von reaktiven Sauerstoffspezies (z.B. ONOQO). In der mit NDGA behandel-
ten Fraktion konnte ein Ansteigen der Menge des toxischen Amyloid-B-Oligomers registriert
werden, wahrend die Konzentration des TBS-l6slichen Amyloid-B-Monomers stagnierte
(Hamaguchi et al. 2009).

Die antiinflammatorische Aktivitat der RA Ilasst sich durch eine Inaktivierung der C3-
Konvertase im Komplementsystem erklaren (Parnham und Kesselring 1985; Englberger et
al. 1988). AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass RA sowohl die Synthese als auch
die Freisetzung von Leukotrienen im Biosyntheseweg der Arachidonsdure hemmt (Kimura
und Okuda 1987).

1.4.1.2 Biosynthese

Der erste Bericht zur Biosynthese der RA, welcher die Mitwirkung von zwei aromatischen
Aminoséauren (AS) L-Tyrosin und L-Phenylalanin demonstrierte, wurde von Ellis und Towers
(1970) veroffentlicht. RA ist der zweith&ufigste Ester der Kaffeesaure im Pflanzenreich und
dessen Biosyntheseweg wurde zuerst in Mentha arvense und Mentha x piperita untersucht.
Die Anwendung der **C-markierten Komponenten zeigte, dass der Kaffeesaurerest aus
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Phenylalanin Gber trans-Zimtsaure und 4-Cumarsaure, der 3,4-Dihydroxyphenylmilchsaure-
rest aus Tyrosin und Phenylalanin gebildet wird. Diese Ergebnisse entsprachen den
Futterungsstudien mit Zellkulturen von Coleus blumei (Razzaque und Ellis 1977). Seitdem
wurde der komplette Biosyntheseweg hauptsachlich in dieser Pflanze aufgeklart (Petersen
et al. 1993).

Der allgemeine Phenylpropanstoffwechsel startet mit L-Phenylalanin, welches zur t-
Zimtsaure umgewandelt wird (Abbildung 5). Diese Umwandlung wird durch das Enzym
Phenylalanin Ammoniak-Lyase katalysiert (PAL, EC 4.3.1.24). Das zweite Enzym des Stoff-
wechsels ist Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H, EC 1.14.13.11), eine Cytochrom-P450 (CYP)-
Monooxygenase. CYP-Enzyme sind Hamproteine, die nach ihrer ungewdhnlichen Lage der
Soret-Bande des Komplexes mit Kohlenmonoxid bei 450 nm benannt wurde, wobei der
Buchstabe P fur Pigment steht (Klingenberg 1958). Durch die Aktivitdt der C4H wird
Zimtsaure zu 4-Cumarsaure hydroxyliert, welche als Coenzym A-Thioester durch die
Hydroxyzimtsdure:Coenzym A Ligase (4CL, EC 6.2.1.12) aktiviert wird (Petersen et al.
1993). Die Tyrosin Aminotransferase (TAT, EC 2.6.1.5) katalysiert die Transaminierung von
Tyrosin mit 2-Oxoglutarat als Aminoakzeptor zu 4-Hydroxyphenylpyruvat und Glutamat (De-
Eknamkul und Ellis 1987a). Erstmalig charakterisiert und gereinigt wurden zwei Isoformen
des Enzyms aus Suspensionskulturen von Anchusa officinalis (De-Eknamkul und Ellis
1987b). Auch in den Kulturen von Coleus blumei lie3en sich zwei Isoformen nachweisen
(Kempin et al. 1993). Die Hydroxyphenylpyruvat Reduktase (HPPR, EC 1.1.1.237) kata-
lysiert die Reduktion von Hydroxyphenylpyruvat zu dem entsprechenden Hydroxyphenyl-
lactat (Petersen und Alfermann 1988; Hausler et al. 1991). Fir diese Reaktion wird NADH
oder NADPH benttigt. Die erstmalige Beschreibung der HPPR erfolgte aus
Suspensionskulturen von Coleus blumei (Petersen und Alfermann 1988). Die Intermediate 4-
Cumaroyl-CoA und 4-Hydroxyphenyllactat werden durch die Rosmarinséduresynthase (RAS,
EC 2.3.1.140) verestert. Der systematische Name lautet Hydroxycinnamoyl-CoA: Hydroxy-
phenyllactat Hydroxycinnamoyltransferase. In dieser Arbeit wird jedoch weiterhin die
Bezeichnung RAS verwendet. Sie verestert, unter Abspaltung von CoA, die aliphatischen
Seitenketten 4-Cumaroyl-CoA und 4-Hydroxyphenyllactat (pHPL) zu 4-Cumaroyl-4‘-Hydroxy-
phenyllactat (pC-pHPL) (Petersen und Alfermann 1988; Petersen et al. 1993). Neben diesen
Substraten akzeptiert die RAS auch Caffeoyl-CoA und 3,4-Dihydroxyphenyllactat (DHPL).
Die Affinitat der RAS zu 4-Cumaroyl-CoA und pHPL ist jedoch hoher, wie durch
Kompetitionsexperimente bestimmt werden konnte (Petersen 1991). Dementsprechend
entsteht in dem Syntheseweg zunachst 4-Cumaroyl-4‘-Hydroxyphenyllactat (Petersen et al.
1993). Die terminalen Schritte werden durch die membrangebundenen Cytochrom P450 3/3'-
Hydroxylasen (CYP98A14, C3/3’H), welche aromatische 3- und 3‘-Hydroxylgruppen ein-
fuhren, katalysiert (Petersen et al. 1993; Petersen 1997; Eberle et al. 2009, siehe Abbildung
5).

In den folgenden Abschnitten werden die Enzyme néher beschrieben, die in dieser Arbeit
detaillierter untersucht wurden:



Einleitung

Das tetramere Enzym PAL ist eines der meist untersuchten Sekundarstoffwechselenzyme im
Pflanzenreich (Koukol und Conn 1961; Weitzel und Petersen 2010; Richet et al. 2012). lhre
Aktivitat katalysiert die Desaminierung von Phenylalanin unter der Bildung von t-Zimtsaure
und Ammoniak. AuRerdem ist die PAL ein wichtiges Schllisselenzym, welches den Primar-
und Sekundéarstoffwechsel von Pflanzen verbindet (Dixon und Pavia 1995).

Die Nukleotidsequenzen von zwei PAL-Genen aus Phaseolus vulgaris wurden als eine der
Ersten von Cramer et al. (1989) ermittelt. Das erste Gen kodiert fiir ein Protein, das 712 AS
aufweist. Das zweite Gen kodiert fur ein Polypeptid mit 710 AS und enthalt ein Intron an der
gleichen Stelle wie das erste Gen. Ein PAL-Gen aus Melissa officinalis wurde kurzlich isoliert
(Weitzel und Petersen 2010). Das Gen enthdlt ein Intron und kodiert fir ein Protein, welches
836 AS enthalt. Durch Southern-Blot wurden zwei Genkopien der PAL nachgewiesen. Die
PAL aus z.B. Phaseolus vulgaris wird durch (posttranslationale) Phosphorylierung deaktiviert
und durch Dephosphorylierung aktiviert (Bolwell 1992). Die Katalyse der oxidativen
Ammoniakeliminierung aus Phenylalanin ist der primare Schritt in der Biosynthese zahl-
reicher Sekundarstoffe in Pflanzen, z.B. Monolignole, Lignin, Lignane, Cumarine, Flavonoide,
Isoflavonoide, Hydroxyzimtsaureester und andere Polyphenole. Verschiedene Studien
zeigten einen starken Anstieg der spezifischen PAL-Aktivitat durch abiotische und biotische
Stimuli, z.B. Kalte oder ein Angriff durch verschiedene Pathogene (Oh et al. 2009; He et al.
2012; Silva et al. 2012).

4CL-Gene wurden aus verschiedenen Pflanzenfamilien isoliert, wo sie normalerweise in
kleinen Genfamilien mit zwei bis funf Mitgliedern existieren (Sun et al. 2013). In vielen
Pflanzen gibt es verschiedene Isoenzyme von 4CL, die verschiedene Zimtsduren (4-Cumar-
saure, Kaffeesaure, Ferulasaure oder Sinapinsdure) akzeptieren (Lindermayr et al. 2002).
Diese Isoformen zeigen unterschiedliche Expressionsmuster. Dadurch wird impliziert, dass
sie verschiedene Rollen im Phenylpropanstoffwechsel tragen. Es konnte gezeigt werden,
dass 4CL-Proteine zu verschiedenen Evolutionsaltersklassen gehéren. Klasse | 4CLs sind
fur die Biosynthese von Lignin und anderen Phenylpropanoiden wichtig, wahrend Klasse Il
4CLs bei der Biosynthese von Flavonoiden eine Rolle spielen (Cukovic et al. 2001). Ein 4CL-
Gen wurde aus M. officinalis von Weitzel und Petersen (2010) isoliert, welches flr ein
Protein mit 540 AS kodiert und zur Klasse | gehdort. Die Analyse mittels Southern-Blot zeigte
das Vorhandensein von mindestens zwei Genkopien.

TAT ist das erste Enzym in dem von Tyrosin ausgehenden Weg der RA-Biosynthese (De-
Eknamkul und Ellis, 1987a). Das Produkt pHPP dient als Vorlaufer der Homogentisinsaure,
welche fir die Bildung von Plastochinonen und Tocopherolen bedeutend ist (Kim und
Petersen 2002; Huang et al. 2008). AuRerdem ist es das Substrat fir HPPR, das Enzym
welches pHPL, den Vorlaufer der RA, bildet (Petersen und Alfermann 1988). Da pHPP kein
Zwischenprodukt der AS-Biosynthese in Pflanzen ist, muss es tber den ,Umweg“ mit Tyrosin
gebildet werden (De-Eknamkul und Ellis, 1987b). Die Substratspezifitit der TAT wurde
eingehend von De-Eknamkul und Ellis (1987b) untersucht. Bei der Verwendung von a-
Ketoglutarat (2-Oxoglutarat) als Aminoakzeptor wurden die aromatischen AS L-Tyrosin und
in geringerem MaRe auch L-Phenylalanin akzeptiert. Das Ziel war die Bestimmung des
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optimalen Aminoakzeptors. Deshalb wurden diverse Reaktionen von L-Tyrosin mit a-
Ketosauren in Anwesenheit von TAT untersucht. Sowohl a-Ketoglutarat als auch Oxalessig-
saure erwiesen sich als aquivalente, wirkungsvolle Reaktionspartner. Substrate der Amino-
transferase sind neben AS auch Zwischenprodukte des Citratzyklus. Pyridoxalphosphat
(Wirkform des Vitamin Bg) dient hier als Cofaktor. Bei Transaminierungsreaktionen wird die
Aminoform der AS an die Aldehydgruppe des enzymgebundenen Pyridoxalphosphats
gebunden. Die Aminogruppe bleibt an das Pyridoxalphosphat gebunden und wird auf die
Ketosaure Ubertragen. Die Transaminierungsreaktionen sind reversibel (Reinhard et al.
2001).

Das erste RAS-Gen wurde 2006 von Berger et al. kloniert und als BAHD-Acyltranferase
identifiziert (siehe Kapitel 1.5). Das Enzym wurde von Petersen und Alfermann (1988) in
Coleus blumei-Zellkulturen entdeckt. Die RAS aus Coleus blumei oder Melissa officinalis
zeigt eine Substratspezifitat fur Hydroxyphenyllactat und akzeptiert weder Shikimat oder
Chinat. AuRerdem werden auch Phenylmilchsdure und 3,4-Dihydroxyphenylmilchséaure von
der CbRAS akzeptiert (Sander 2010). Anders reagiert die RAS aus Lavandula angustifolia,
welche u.a. auch Shikimat akzeptiert (Landmann et al. 2011). Melissa officinalis enthalt nur
eine Genkopie fir die RAS, welche fir ein Protein mit 427 AS kodiert und eine 82%ige
Ahnlichkeit zu der korrespondierenden RAS aus Coleus blumei hat (Weitzel und Petersen
2011).
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Abbildung 5: Biosyntheseweg von Chlorogensaure, Rosmarinsaure und Monolignolen/Lignin. Die
Boxen markieren die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme. PAL: Phenylalanin Ammoniak-Lyase;
C4H: Zimtsaure 4-Hydroxylase; 4CL: Hydroxyzimtsdure:Coenzym A Ligase; TAT: Tyrosin
Aminotransferase; HPPD: Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase; HPPR: Hydroxyphenylpyruvat Reduk-
tase; RAS: Rosmarinsauresynthase; HQT: Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltrans-
ferase; HST: Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase; HCSQT: Hydroxycinna-
moyl-CoA:Shikimat/Chinat Hydroxycinnamoyltransferase; 4C-pHPL 3H, 4C-pHPL 3’H: 4-Cuma-royl-4'-
Hydroxyphenyllactat 3/3’-Hydroxylasen; 4C-DHPL 3’H: 4-Cumaroyl-3’,4’-Dihydroxyphenyllactat 3-
Hydroxylase; 4C-S/Q 3H: 4-Cumaroyl-Shikimat/Chinat 3-Hydroxylase

1.4.2 Chlorogensaure

1.4.2.1 Vorkommen

Der erste Bericht, der sich mit der Chlorogensaure befasste, wurde wahrscheinlich 1837 von
Robiquet und Boutron nach der Analyse von Kaffeebohnen veroffentlicht, die Bezeichnung
wurde 1846 von Payen eingefuhrt (Clifford 1999). 1932 wurde gezeigt, dass CA ein
Kaffeeséurekonjugat der Chinasaure ist (Fischer und Dangschat 1932). Die Namensgebung
leitet sich wahrscheinlich von der Grunfarbung in alkalischer Losung ab (Yabuta et al. 2001).

CA gehort zu einer Familie von Estern, die aus trans-Zimtsauren und Chinasaure (1a, 3a,
4a, 5B-Tetrahydroxycyclohexancarbonséure) gebildet werden. Die Chinasdure besitzt an
C1/3 axiale Hydroxylgruppen (OH-Gruppe) und an C4/5 aquatoriale OH-Gruppen. Wahrend
der Verarbeitung kann eine trans-cis Umlagerung stattfinden. Die 5-O-Caffeoylchinaséaure
kommt am haufigsten vor (IUPAC 1976). AulRerdem existieren 4-Cumaroylchinasauren,
Feruloylchinasauren, Di-, Tri- und Tetra-Caffeoyl-chinasdauren (Clifford 1999). Die beiden
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Letztgenannten sind haufig in Asteraceae anzutreffen (Merfort 1992). Die 1,5-Di-
caffeoylchinasdure wird als Cynarin bezeichnet und ist in der Artischocke beispielsweise
nach einer HeilBwasserextraktion zu finden (Fritsche et al. 2002; Wichtl 2002). Die 3,5-
Dicaffeoylchinasadure wurde im Kaffee nachgewiesen, die zu 3,4- und 4,5-Dicaffeoylchina-
séuren isomerisiert (Lallemand et al. 2012b).

Es finden sich haufig Berichte, dass bestimmte Nahrungsmittel fir den Menschen nicht nur
der Nahrstoffaufnahme dienen, sondern auch eine praventive Funktion bei kardiovaskularen
Krankheiten sowie Krebs aufweisen (Ness und Powles 1997; Segasothy und Phillips 1999).
Phenole sind die am weitesten verbreiteten Antioxidantien in Pflanzen. CA hat eine hohe
antioxidative Kapazitat, welche moglicherweise noch starker als die von Flavonoiden ist
(Niggeweg et al. 2004). AuRerdem scheint sie auch zytoprotektive Eigenschaften gegenuber
der Toxizitat, welche durch a-Synuclein ausgeldst wird, bei Parkinsonerkrankungen zu
besitzen (Teraoka et al. 2012). CA kann direkt vom Dunndarm resorbiert werden (Plumb et
al. 1999; Williamson et al. 2000; Nardini et al. 2002), der grof3te Anteil wird im Dickdarm
jedoch von Esterasen direkt zu Kaffeesédure hydrolytisch gespalten, die dann direkt absor-
biert wird (Niggeweg et al. 2004).

Chlorogenséaure (CA) ist innerhalb der Familie der Lamiaceae ziemlich weit verbreitet
(Litvinenko et al. 1975; Pedersen 2000; Petersen et al. 2009). Darlber hinaus ist sie in
diversen anderen Familien, wie z.B. in Blechnaceae, Chloranthaceae, Juncaceae,
Cannaceae, Marantaceae, Geraniaceae, Aquifoliaceae, Hydrangeaceae, Malvaceae,
Rubiaceae, Plantaginaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Apiaceae, Araliaceae,
Asteraceae, Caprifoliaceae oder Dipsacaceae zu finden (Petersen et al. 2009). Kaffee-
bohnen sind die reichhaltigste Quelle fur CA (Clifford 1999). Es wird geschatzt, dass eine
Tasse Kaffee zwischen 20 und 675 mg CA enthalt (Clifford und Walker 1987).

CA hat nicht nur im menschlichen Organismus eine antioxidative Wirkung. Nach Hemmung
der CA-Akkumulation in Tabakpflanzen konnte ein beschleunigtes Absterben von alteren
Blattern und eine verstarkte Produktion von Lipid-Malondialdehyd beobachtet werden. Dies
zeigt, dass Chlorogensaure die Pflanze vor Lipidperoxidation, welche z.B. durch abiotischen
Stress ausgelost wird, schitzt (Tamagnone et al. 1998). Eine weitere essentielle Funktion
der CA ist die UV-Protektion (Clé et al. 2008). In der Pflanze befindet sich die Chlorogen-
saure in Vakuolen und im Apoplast, wo sie u.a. Radikalfangereigenschaften aufweist
(Takahama et al. 1999; Sakihama et al. 2002). In der Vakuole kann CA zudem einen
Komplex mit Tropanalkaloiden bilden, der fir deren Transport in die Vakuole wichtig ist
(Pardo Torre et al. 2013).

1.4.2.2 Biosynthese

Die Biosynthese verlauft ahnlich der Biosynthese der RA (siehe Abbildung 5). Die
Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltransferase (HQT, EC 2.3.1.99) transferiert
den 4-Cumaroyl- oder 4-Caffeoylrest auf die Chinasdure. Durch diese Acylierung wird 4-
Cumaroylchinat oder 5-O-Caffeoylchinat gebildet. (Heller und Kihnl 1985; Kiuhnl et al. 1987;
Franke et al. 2002; Kim et al. 2013). Friiher nahm man an, dass die HQT die Bildung der CA

~10 ~



Einleitung

aus Caffeoyl-CoA und Chinasaure bei Tomaten, Tabak und Kartoffeln katalysiert (Stdckigt
und Zenk 1975; Rhodes und Wooltorton 1976; Ulbrich und Zenk 1979). Die moglichen
Mechanismen der CA-Biosynthese werden in Kapitel 3.1.2.2 ndher erlautert. Es ist jedoch
oftmals schwierig, eine klare Préferenz der Hydroxycinnamoyltransferasen (HCTs) fir Chinat
oder Shikimat zu bestimmen (Lepelley et al. 2007; Sonnante et al. 2010; Lallemand et al.
2012b; Walker et al. 2013). Einige HCTs nutzen nur Shikimat als Substrat (Hoffmann et al.
2003, Sander und Petersen 2011). Andere HCTs haben wiederum eine starkere Praferenz
fur Chinat (Niggeweg et al. 2004; Comino et al. 2007; Comino et al. 2009; Kim et al. 2013).
Diejenigen HCTs, die beide Substrate akzeptieren, bezeichnet man als Hydroxycinnamoyl-
CoA:Shikimat/Chinat Hydroxycinnamoyltransferasen (HCSQTs) und HQT sowie HST als
promiskuitive Enzyme (Sander 2010; Petersen 2013). Somit kann eine evolutionére Verbin-
dung von RAS, HQT und HST angenommen werden (Petersen 2013).

1.4.3 Kaffeesaure

1.4.3.1 Vorkommen

Kaffeesaure kommt ubiquitar im Pflanzenreich vor, besonders - wie der Name schon sagt -
im Kaffee (Brezova et al. 2009), daneben z.B. in Blaubeeren, Apfeln und Kiwi (Clifford 1999;
Manach et al. 2004). Neben CA und Ferulasdure sind Kaffeesaure und ihre Ester die
haufigsten Vertreter der Polyphenole (Scalbert und Williamson 2000; Manach et al. 2004)
und reprasentieren rund 75-100% des Gesamtgehalts an Hydroxyzimtsdureestern (Manach
et al. 2004). Wenn man sich die Struktur der Kaffeesaure vor Augen fiihrt (Abbildung 6), ist
sie mit ihren zwei phenolischen Hydroxylgruppen ein typisches H-Donor-Antioxidans und ein
starker OH-Radikalfanger (Brezova et al. 2009). Au3erdem dient sie in Pflanzen dem UV-
Schutz (Shapiro et al. 2009b).

Im menschlichen Organismus existieren in der Leber oder im Magensaft keine Esterasen,
welche CA spalten kénnten, um Kaffeesaure freizusetzen. Dies kann erst in der Mikroflora
des Dickdarms stattfinden (Manach et al. 2004). Nach der Absorption ist Kaffeesaure
ziemlich stabil und hat ein ahnliches antioxidatives Potenzial wie CA, da sie ebenfalls ein
,ROS-Fanger” ist (Rice-Evans et al. 1997; Couteau et al. 2001; Kikuzaki et al. 2002; Scalbert
et al. 2002).

HO
Abbildung 6: Struktur der Kaffeesaure

1.4.3.2 Biosynthese

Die Biosynthese beginnt mit der aromatischen AS L-Phenylalanin (siehe Kapitel 1.4.1.2 und
Abbildung 5). Nach einer Hydroxylase fur die 3-Hydroxylierung der 4-Cumarsdure wurde
lange geforscht. Heute wird postuliert, dass zunachst ein 4-Cumaroylester durch eine BAHD-
Acyltransferase mit z.B. Shikimisaure gebildet und die 3,4-Dihydroxysubstitution durch eine
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CYP98A-Hydroxylase durchgefuhrt wird. Der Caffeoylrest wird wieder auf Coenzym-A
Ubertragen, z.B. um Monolignole herzustellen (Petersen und Matern 2010; Umezawa 2010).

1.5 BAHD-Acyltransferasen

Das Akronym BAHD leitet sich aus den vier ersten charakterisierten Enzymen dieser Familie
ab: Clarkia breweri Benzylalkohol O-Acetyltransferase (BEAT), Gentiana triflora Anthocyan
O-Hydroxycinnamoyltransferase (AHCT), Dianthus caryophyllus Anthranilat N-Hydroxy-
cinnamoyl-/Benzoyltransferase (HCBT) und Catharanthus roseus Desacetylvindolin 4-O-
Acetyltransferase (DAT) (St. Pierre und De Luca 2000). Mitglieder dieser Pflanzenfamilie
wurden in Pflanzen und Pilzen detektiert. Sie sind monomere Enzyme und haben eine mole-
kulare Masse von 48-55 kDa. Es existieren durchschnittlich 445 AS in einem BAHD-Protein
(D’Auria 2006). Diese Superfamilie ist durch zwei hochkonservierte Sequenzmotive charak-
terisiert: das HxxxD(G)-Motiv, welches den katalytisch aktiven Histidinrest enthalt und sich
nahe dem katalytischen Zentrum des Enzyms befindet, und das DFGWG-Motiv, das nahe
bei dem C-Terminus lokalisiert ist (D’Auria 2006; Sander und Petersen 2011). Zielgerichtete
Mutageneseexperimente haben gezeigt, dass Deletionen oder Mutationen einer der beiden
Motive in einer stark reduzierten Enzymaktivitét resultieren. Man geht davon aus, dass alle
identifizierten Mitglieder der BAHD-Familie im Zytosol lokalisiert sind, da keine Signalpeptide
oder andere Sequenzen existieren, welche auf eine Lokalisation in den Organellen hin-
weisen wirden (D’Auria 2006). Ma et al. (2005) klarten an der Vinorinsynthase aus Rauvolfia
serpentina die erste Kristallstruktur eines BAHD-Mitglieds auf.

Hydroxycinnamoyltransferasen (HCTs) dieser Familie katalysieren den Transfer eines 4-
Cumaroyl-, Caffeoyl- oder Feruloylrests, welcher von einem aktivierten Coenzym-A-Thioester
stammt, auf z.B. Shikimat durch die Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyl-
transferase (HST, EC 2.3.1.133) (Hoffmann et al. 2003), auf Chinat durch die
Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltransferase (HQT) (Niggeweg et al. 2004)
oder 4-Hydroxyphenyllactat durch die Hydroxycinnamoyl-CoA:Hydroxyphenyllactat Hydroxy-
cinnamoyltransferase (RAS) (Berger et al. 2006). Eine Herunterregulierung von HCTSs,
welche Shikimat als Akzeptorsubstrat verwenden, beeinflusste sowohl die Menge als auch
den Aufbau von Lignin in Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana, Pinus taeda und
Medicago sativa (Hoffmann et al. 2004, 2005; Wagner et al. 2007; Shadle et al. 2007). Aus
diesem Grund ist anzunehmen, dass die HST in der Bildung von Monolignolen (ber einen
Shikimatester als Zwischenprodukt involviert ist (Hucherig und Petersen 2012). Auf der
anderen Seite wurden die Level von CA, nach Herunterregulation einer HCT, die haupt-
séchlich Chinat als Akzeptor nutzt, reduziert (Niggeweg et al. 2004). Sander (2010) isolierte
jeweils zwei cDNA-Sequenzen fur HST, RAS und eine unbekannte HCT aus Glechoma
hederacea. Die GhRAS-Sequenzen (EMBL accession number: HG423394, HG423395)
kodierten fur Proteine mit 398 und 432 AS. Das kiirzere Protein ist bis auf eine interne Dele-
tion von 36 AS dem langen Protein sehr &hnlich. Nach der Expression beider Proteine in E.
coli zeigte nur das lange Protein die typische RAS-Aktivitat. Die beiden GhHST-Sequenzen
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(EMBL accession number: HG423392, HG423393) unterschieden sich in der Lange in nur
vier AS und wiesen beide die typische Aktivitat (Reaktion mit Shikimat) auf. AuRerdem wurde
noch eine unbekannte HCT gefunden, von welcher zwei ahnliche Sequenzen (EMBL
accession number: HG423396, HG423397) isoliert wurden, die flr Proteine mit 435 und 431
AS kodierten. Bis jetzt konnte die katalytische Aktivitat dieser unbekannten HCT noch nicht
bestimmt werden, aber weder Chinat, Shikimat noch pHPL wurden als Substrate akzeptiert
(Sander 2010).

1.6 Auswirkungen von Ozon auf Pflanzen

1.6.1 Vorkommen von Ozon

Ozon (O,) ist ein dreiatomiges Molekll (Abbildung 7), das in der Stratosphére (15-50 km
Hohe) die schadliche UV-Strahlung bei einer Wellenlange von 200-315 nm abfangt, in der
Troposphare aber als Luftverschmutzer gilt und Menschen, Tieren und Pflanzen erheblichen
Schaden zufligt (Kangasjarvi et al. 2005; Rowland 2006).

@ @
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Abbildung 7: Mesomere Grenzstrukturen von Ozon

1785 entdeckte der hollandische Chemiker Martinus van Marum bei der elektrischen
Funkenentladung den Trisauerstoff durch den Geruch und stellte au3erdem eine verstéarkte
Oxidation von Quecksilber fest (Sunnen 1988). Seinen prominenten Namen verdankt das
Gas dem deutschen Chemiker Christian Friedrich Schonbein, Professor an der Universitat zu
Basel, der es 1840 auf Ozon (gr. "olev" (ozein) ,riechen®) taufte (Sunnen 1988; Rubin 2001).
Die korrekte chemische Zusammensetzung wurde 1865 von Jean-Louis Soret als Dioxid des
Sauerstoffs bestimmt (Rubin 2001). Dobson entwickelte in den Anfangen des 20. Jahr-
hunderts ein Spektrometer mit diesem er das atmospharische Ozon bestimmen konnte
(Dobson 1968; Basher 1985). Der Meteorologe und Nobelpreistrdger Crutzen beschrieb
1971 die katalytische Ozonvernichtung durch Stickoxide. Kurz darauf wurde die Rolle von
Chloratomen aus FCKWs bei der Zerstérung der schitzenden Ozonschicht bekannt; die
1987 durch das Montrealer Protokoll verboten wurden (http://ozone.unep.org/Assessment
_Panels/SAP/Scientific_Assessment_2010/SAP-2010-FAQs-update.pdf).

Schon seit langerem gibt es bedenkliche Verotffentlichungen Uber ein Ansteigen des
troposphérischen Ozons, welches 10% des Gesamtozons ausmacht und einen ernormen
biologischen und 0Okologischen Einfluss aufweist (Allegrini et al. 1994; Lelieveld und
Dentener 2000). Reaktionen auf dieses toxische Gas sind z.B. Ernteausfélle und reduziertes
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Wachstum von Baumen (Heck et al. 1982; Somers et al. 1998). Zwischen dem Ende des 19.
Jahrhunderts und 1980 verdoppelten sich die Ozon-Hintergrundkonzentrationen in den
mittleren Breitengraden der nérdlichen Hemisphare auf schatzungsweise 60-75 pug m* (EEA
2010). AuRerdem kursieren diistere Berichte tiber Uberschreitungen des erlaubten Schwel-
lenwerts von 40 ppb von >55% durch troposphérische Ozon-Hintergrund-konzentrationen im
Jahr 2100 (Coyle et al. 2003; Wagg et al. 2013). Auch zahlreiche politische Strategien wie
die “‘EU Ambient Air Quality Directive® (Richtlinie 2008/50/EC) oder das aktuelle Programm
“Clean Air for Europe” (CAFE) der Europaischen Kommission, das sich zum Ziel gesetzt hat,
bis 2020 eine Luftqualitat zu erreichen, welche keine erheblichen negativen Auswirkungen
auf die menschliche Gesundheit und die Umwelt hat, konnten dies nicht verhindern
(http://ec.europa.eu/environment/air/quality/legislation/directive.htm;  http://www.umweltbun-
desamt.de/luft/reinhaltestrategien/cafe.htm). Die European Environment Agency (EEA) mel-
dete im Jahr 2012 eine Uberschreitung der ,long-term objective* (Fernziele, 120 ug Os/m?®
pro Tag) an mehr als 150 Tagen in Spanien, Italien und Griechenland. Der AOT40-Index
(accumulated concentration over a threshold of 40 ppb, Uberschreitung der 40 ppb-Grenze)
wird zurzeit zur Risikoabschatzung in Europa benutzt. Sowohl in Europa als auch in
Nordamerika wurde beobachtet, dass die Spitzenkonzentrationen innerhalb eines Jahrzehnts
um 30% zurtickgingen, dennoch gibt es auch Beweise fur einen Anstieg der Durchschnitts-
konzentrationen um 0,1 ppb/Jahr (Coyle et al. 2003).

Ozon wird durch folgende photochemische Reaktion gebildet: nachdem ein Sauerstoff-
molekil (O,-Molekil) ein Photon (Lichtquant) von < 430 nm absorbiert hat, zerfallt es in zwei
O,-Radikale. Ein Sauerstoffradikal kann mit einem O,-Molekil reagieren und Ozon bilden.
Eine weitere Mdoglichkeit zur Bildung von Ozon ist die Spaltung von Stickstoffdioxid (NO,)
durch UV-Strahlung in Stickstoffmonoxid (NO) und ein Sauerstoffatom (siehe Abbildung 8).
Der atomare Sauerstoff kann sich dann mit dem Luftsauerstoff zu O; verbinden, gleichzeitig
baut NO das gebildete Ozon unter Bildung von NO, und O, wieder ab. Dies ist der Grund,
warum das toxische Gas in Stadten schneller abgebaut wird als auf dem Land (Krupa und
Manning 1988).

Wenn Ozon in Wasser gel6st wird, bildet sich ein Hydroxylradikal, welches das hochste
Oxidationspotenzial Uberhaupt aufweist und zur Desinfektion von Wasser in Schwimmbadern
genutzt werden kann (Summerfelt und Hochheimer 1997). Das toxische Gas hat ein extrem
hohes Oxidationspotenzial von 2,07 V (Iriti et al. 2003) und kann dadurch im tierischen und
pflanzlichen Organismus theoretisch mit allen Makromolekiilen (Lipiden, Proteinen, Nuklein-
sauren, Zuckern) reagieren, obwohl es weder ein Radikal noch eine reaktive Sauerstoff-
spezies (reactive oxygen species = ROS) ist (Mustafa 1990; Kelly et al. 1995). Es kann zu
Proteinmodifikationen kommen, ebenso kénnen DNA-Schaden produziert werden (Mudd et
al. 1969; Iriti und Faoro 2009). Dies wurde in Tieren anhand einer erhdhten Poly(ADP-
Ribose)-Synthase-Aktivitat gezeigt, da dieses Chromatin-gebundene Enzym fur die
Reparatur geschadigter DNA verantwortlich ist (Hussain et al. 1985).
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Abbildung 8: Bildung und Abbau von Ozon aus Prasentation: ,Stress ossidativo e meccanismi di ris-
posta nelle piante®, Prof. Dr. C. Nali

1.6.2 Auswirkungen von Ozon auf die Photosynthese

Pflanzen besitzen ein ambivalentes Verhalten zum Licht. Als oxygene, photoautotrophe
Organismen bendétigen sie dieses zum Leben, dennoch kann ein Zuviel zu einer Uber-
produktion der ROS fuhren. In Ausnahmesituationen bewirkt der photooxidative Schaden ein
Ausbleichen der Pigmente und den Zelluntergang (Mdiller et al. 2001).

Kautsky und Hirsch machten 1931 die Entdeckung, dass Veranderungen in der Fluoreszenz
durch Belichtung von dunkeladaptierten Blattfragmenten quantitativ mit Veranderungen der
CO,-Assimilation korrelieren. Dadurch konnte die Vermutung bestatigt werden, dass unter
bestimmten Voraussetzungen die Fluoreszenzemission mit der Photosyntheserate zusam-
menhangt (MacAlister und Myers 1940; Kautsky und Zedlitz 1941; Kautsky et al. 1960).

Butler entwickelte 1978 ein einfaches Modell fir das Photosystem Il (PSll), in dem die
Photosynthese mit der Fluoreszenz und die Exitationsenergie durch Warmeabstrahlung in
den Pigmentantennen des PS Il konkurriert. Der Elektronentransfer des Reaktionszentrums
des PSII (P680) zu dem primaren Chinonakzeptor des PSII (Plastochinon A, Q,) bewirkt eine
Fluoreszenzléschung (photochemisches Quenching). Wenn mehr Energie als Warme abge-
strahlt wird, resultiert dies in einem nicht-photochemischen Quenching der Fluoreszenz. Die
drei Prozesse Photosynthese, Chlorophyllfluoreszenz und Energieabgabe als Warme stehen
in direkter Konkurrenz zueinander. Wenn der Anteil eines Prozesses ansteigt, resultiert dies
in der Abnahme der lbrigen Parameter (siehe Abbildung 9, Baker 2008).
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Abbildung 9: Modell des Photosystems |l aus Baker 2008

Die Absorption des Sonnenlichts erfolgt durch den Lichtsammelkomplex (light-harvesting
pigment-protein complex = LHC), der mit den Reaktionszentren (P680, P700) verbunden ist.
Durch die Absorption von Licht wird ein Chlorophylimolekil von dem Grundzustand in den
Singulettzustand (*Chl") versetzt. Von dort gibt es verschiedene Méglichkeiten, zum Grund-
zustand zurlckzukehren (siehe Abbildung 10). Es kann durch Lichtabgabe, welche als
Fluoreszenz sichtbar ist, relaxieren (1). Weitere Mdoglichkeiten sind das Ausflhren von
Photosynthese durch Ubertragung der Energie zu den Reaktionszentren (photochemistry,
(2)) oder die Energieabgabe durch Warme (3). Reaktionen (2) und (3) mindern die Fluores-
zenz, werden somit als Ldscher (,Quencher) bezeichnet. Méglich ist aul3erdem die
Umwandlung des Chlorophylls aus dem Singulettzustand in den Triplettzustand (4). Obwohl
dieser Triplettweg ein ausgezeichnetes Ventil fir Exzitationsenergie sein kann (Foyer und
Harbinson 1999), vermag jedoch das *Chl” seine Energie ebenso an das Sauerstoffmolekil
abzugeben und dadurch Singulett-Sauerstoff (*O,) zu generieren. Dieser ist ein &uRerst
reaktiver Vertreter der ROS (Mdiller et al. 2001).

4
fluorescence
1 02- >
photochemistry (qP)
3
0, heat (NPQ)

Abbildung 10: Mégliche Zustande von angeregtem Chlorophyll aus Miiller et al. 2001

Ozon bewirkt ernsthafte Schadigungen der Pflanze. Zum Beispiel wird das Wachstum
gehemmt, es kommt zu Ressourcenumlagerung und sichtbaren Verletzungen, aul3erdem
kann der Phanotyp der Pflanzen verandert werden (Ainsworth et al. 2012). Wie Pflanzen auf
oxidativen Stress reagieren, hangt von der Ozondosis ab (Konzentration, Expositionsdauer).
Die Auswirkungen sind aufRerdem von der Aufnahme und der Effizienz der Abwehr-
mechanismen abhéngig (Heath 2008). Als eine der ersten Reaktionen der Pflanze gilt das
SchlieRen der Spaltéffnungen, um ein weiteres Eindringen des toxischen Gases zu ver-
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meiden (Novak et al. 2005; Hoshika et al. 2013). Die Reduktion in der Photosyntheserate
kénnte durch ein SchlieRen der Stomata und einen verminderten Elektronentransport, eben-
so wie eine reduzierte Carboxylierungskapazitat und eine Verminderung der Ribulose-1,5-
bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO, E.C. 4.1.1.39) erklart werden (Reich 1983;
Paoletti et al. 2009). Aul3erdem werden die photosynthetisch aktive Strahlung (photosynthe-
tically active radiation, PAR) sowie das Luftdampfdruckdefizit (air vapour pressure deficit,
VPD) stark von Ozon beeinflusst. Makroskopisch sichtbar sind rotbraune Flecken (Akkumu-
lation von Phenylpropanoiden) und auf3erdem bleiche Stellen (Bergmann et al. 1999; Krupa
et al. 2000).

1.6.2.1. Beeinflussung des Xanthophyllzyklus

Carotinoide kénnen in allen photosynthetisch aktiven Organismen gefunden werden. Diese
Molekulklasse enthalt die R-Carotine und die Xanthophylle, welche noch zusatzlich sauer-
stoffhaltige Gruppen in ihren terminalen Ringen tragen. Carotinoide sind Tetraterpene (Cgo,
von 8 Isopreneinheiten abgeleitet) und somit Produkte des Methylerythritolphosphat-Wegs,
welcher in den Chloroplasten lokalisiert ist (Buchanan 2000).

Alle aeroben photosynthetisch aktiven Organismen kénnen Zeaxanthin durch eine Deepoxi-
dierung des Diepoxids Violaxanthin durch die Violaxanthin-De-Epoxidase Uber die Zwischen-
stufe des Monoepoxids Antheraxanthin bilden (Hager 1969; Yamamoto und Bassi 1996)
(siehe Abbildung 11). Zeaxanthin schitzt den Photosyntheseapparat vor photooxidativen
Schéden durch ,Quenching® des Chlorophylls im Triplettzustand. Aul3erdem vermag es, die
Thylakoidmembranen bei hohen Temperaturen zu stabilisieren (Havaux et al. 2007). Die
photoprotektive Rolle des Xanthophyllzyklus wurde genau untersucht (Demmig et al. 1987;
Demmig-Adams und Adams 1996). Ein pH-Abfall im Lumen der Thylakoide induziert die
chemische Umwandlung von Violaxanthin zu Zeaxanthin, und dieses vermittelt die Abgabe
Uberschissiger Energie als Hitze (Yamamoto 1979; Hager 1980; Demmig-Adams und
Adams 1996).

Einige Autoren zeigten, dass Carotinoide (Lutein, Zeaxanthin) durch nicht-photochemisches
Quenching der Chlorophyllfluoreszenz eine zentrale Rolle in der oxidativen Stressantwort
von Pflanzen spielen (Casper-Lindley und Bjorkman 1998; Bungard et al. 1999).
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Abbildung 11: Xanthophyllzyklus

1.6.3 Auswirkungen von Ozon auf den Sekundarstoffwechsel

Der deutsche Botaniker Ernst Stahl konnte 1888 zeigen, dass pflanzliche Sekundarstoffe der
Abwehr dienen. Er postulierte, dass der hohe Gerbstoffgehalt zahlreicher Eichenarten ins-
besondere der Insektenabwehr diene.

Viele Sekundarstoffe, die sich konstitutiv in einer Pflanzenart oder einem bestimmten
Pflanzenorgan befinden, kénnen aber auch in einer anderen Art oder in einem anderen
Organ der gleichen Art durch diverse Stressoren induziert werden (Beggs et al. 1987,
Christie et al. 1994; Baher et al. 2002). Sekundarmetabolite kbnnen zwar innerhalb der Mit-
glieder einer Art sehr ahnlich sein, sind aber trotzdem in hohem Mafle von der geo-
graphischen Lage, von Umweltbedingungen (Vokou et al. 1993; Slavkovska et al. 1997) oder
dem Zustand der Pflanze abhangig (Amiri 2007).

In Pflanzen macht die chemische Diversitat den evolutionédren Erfolg aus. Da sie sich nicht
vom Fleck bewegen kdnnen, kénnen sie den abiotischen und biotischen Stressoren nicht
ausweichen und mussen sich anders ,verteidigen®. Aus diesem Grund haben sie sich,
anders als Tiere, eine enorme Bandbreite an Abwehrmechanismen zugelegt (Iriti und Faoro
2009).
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Nach einer Stressexposition kommt es binnen kurzer Zeit zu einer Transkriptionsaktivierung
der Gene von Schlisselenzymen und zur Akkumulation von Sekundarmetaboliten, um
einerseits die Resistenz zu erh6hen und andererseits die Toleranzschwelle gegenuber
Pathogenen anzuheben (Booker und Miller 1998; Iriti und Faoro 2009; He et al. 2012;
Oliveira et al. 2013). Die Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) ist ein extrem sensitiver
Indikator fur Stressreaktionen und kann als biochemischer Marker angesehen werden, da sie
einen Ausgangspunkt fir die Synthese von strukturellen Komponenten darstellt (siehe Ab-
bildung 12). In Arabidopsis thaliana wurde die PAL-mRNA umgehend nach Ozonbegasung
(300 ppb, 6 h) induziert und erreichte ein dreifach héheres Level als in den Kontrollpflanzen
(Sharma und Davis 1994). Auch in der Petersilie (Petroselinum crispum) konnten ein Anstieg
auf das Dreifache an spezifischer PAL-Aktivitat sowie ein Anstieg auf das Doppelte der
Furanocumarine und Flavonglycoside in Blattern beobachtet werden (Eckey-Kaltenbach et
al. 1994). Es ist davon auszugehen, dass Ozon zwei voneinander verschiedene Signalwege
als Schutzantwort auf Ozon beeinflusst: den Salicylsdure (SS)-abhéngigen Weg und den SS-
unabhangigen Weg (Langebartels et al. 1991). In Phaseolus vulgaris bewirkte Ozon eine
Stimulierung des Phenylpropanoidwegs und des Flavonoidwegs, was durch eine erhdhte
MRNA-Produktion von PAL, Chalkonsynthase und Chalkonisomerase gezeigt werden konnte
(Paolacci et al. 2001). Shikimat Dehydrogenase (SKDH), ein Schlisselenzym des Shikimat-
wegs, PAL und Cinnamoylalkohol Dehydrogenase (CAD), ein Schlisselenzym der Lignin-
biosynthese wurden in Populus tremula x alba-Blattern nach Ozonbegasung untersucht.
Nach 60-120 nl/l Ozonbegasung uber einen Monat wurden sowohl die CAD-Aktivitat als auch
die CAD-mRNA-Transkriptionslevel stark induziert. Dazu standen im extremen Gegensatz
die PAL- und SKDH-AKktivitdten, welche nur in alten und mittelalten, aber nicht in jungen
Blattern, anstiegen. Dies ist durch den unterschiedlichen Ligningehalt der alten und jungen
Blatter erklarbar (Cabané et al. 2004). Zusammenfassend ist zu sagen, dass der
Phenylpropanoidweg stark durch Ozon beeinflusst wird, um z.B. eine erhéhte Ligninsynthese
zu forcieren. Durch die verstérkte Ligninsynthese oder die strukturelle Modifikation kann das
Plasmalemma vor ROS-Verletzungen geschitzt werden. AuRerdem werden die Membranen
vor Schaden durch Lipidperoxidation geschiitzt (Iriti und Faoro 2004).
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Abbildung 12: Biosynthese von Phenylpropanoiden, geanderte Abbildung aus Iriti und Faoro 2009

1.6.4 Antioxidative Mechanismen in Pflanzen

Antioxidans ist ein Begriff, der haufig benutzt wird, aber kaum definiert ist. Oftmals ist dieser
Begriff auf Inhibitoren der Lipidperoxidation wie a-Tocopherol begrenzt. Dennoch haben
besonders freie Radikale die Kapazitat, Proteine und DNA zu schéadigen. Aus diesem Grund
wurde der Begriff umfassender definiert: Ein Antioxidans ist jede Substanz, die, wenn sie in
geringen Konzentrationen vorhanden ist, signifikant die Oxidation eines Substrats verzdgert
oder verhindert (Halliwell 1996).

Innerhalb der pflanzlichen Zelle werden ROS in Chloroplasten, Mitochondrien und
Peroxisomen gebildet (Jiménez et al. 1997) Als Vorlaufer (,precursor®) fungiert singularer
Sauerstoff (*O,), welcher durch Aufnahme von einem, zwei oder drei Elektronen die Bildung
von z.B. Superoxidradikalen (O,") Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroxylradikalen (HO")
anregt (Mittler 2002). In biologischen Systemen nehmen Metallionen (Fe**, Cu*) und Semi-
chinone die Stellung von Elektronendonatoren ein. Sowohl das Superoxidradikal als auch
das Hydroperoxylradikal (HO,) bewirken eine spontane Dismutation und produzieren
Wasserstoffperoxid (Blokhina et al. 2003). ROS werden in der Pflanze bei bestimmten
Redoxreaktionen, bei einer unvollstdndigen Sauerstoffreduktion, bei der Wasseroxidation
durch die Mitochondrien oder durch die Elektronentransferketten in den Chloroplasten ge-
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bildet. Es ist seit langem bekannt, dass ROS diverse Rollen bei der Lignifizierung und Patho-
genese spielen. Durch ihre Bildung kann die Ausbreitung von Pathogenen durch Ver-
dickungen der Pflanzenzellwande oder durch eine direkte Zerstérung der Pathogene
gehemmt werden. AuBerdem kdnnen sie als Signalmolekile bei der lokalen und syste-
mischen Resistenz dienen (Buchanan et al. 2000; Dat et al. 2000). Unter normalen
Wachstumsbedingungen ist die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in Zellen relativ
gering (240 uM s O, und ein gleichférmiges Level von 0,5 uM H,0, in Chloroplasten). Viele
Stressoren, welche die zellulare Homoostase von Zellen storen, verstarken die Produktion
von ROS (240-720 uM s™ O,” und ein Level von 5-15 uM H,0,). Diese beinhalten Trocken-
stress, Salzstress, Kalte, Hitze, Schwermetalle, UV-Strahlung, Luftverschmutzungen wie
Ozon oder Schwefeldioxid, mechanischen Stress, Mangelversorgung mit N&hrstoffen oder
Pathogenbefall. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass ein Befall mit Pathogenen, Verwun-
dung oder Umweltbelastungen (Trockenheit oder osmotischer Stress) die Bildung von ROS
durch NADPH-Oxidasen beglnstigen (Mittler 2002).

Ozon findet seinen Eingang in die Pflanze (ber Stomata in der Epidermis, da das polare und
hydrophile Molekdl die Kutikula nicht durchdringen kann (siehe Abbildung 13; Buchanan et
al. 2000). Eine der ersten Abwehrreaktionen der Pflanze ist das SchlieBen der Stomata,
welches durch das Plasmamembranprotein SLAC1 (slow anion channel-associated 1) regu-
liert wird (Vahisalu et al. 2008). Nach dem Passieren der Stomata befinden sich die
Ozonmolekile im apoplastischen Raum und reagieren dort mit Ethylen und anderen
Alkenen, was zu einer Bildung von OH’, O,” und H,0O, fuhrt (Buchanan et al. 2000). In der
Zellmembran reprasentieren polyungeséttigte Fettsduren das primére Angriffsziel des
starken Oxidationsmittels (Normalpotenzial: +2,07 V), dadurch resultieren Lipidperoxida-
tionen. Diese beeinflussen dadurch die Membranfluiditat und ein Entweichen von Elektro-
lyten (Pryor und Church 1991; Soldatini et al. 1998; Iriti et al. 2003; Iriti und Faoro 2009).
Durch die Membranschaden kénnen weitere Ozonmolekiile in das Zytoplasma gelangen. Ein
ozonstimulierter Schaden an der Plasmamembran hemmt die Protonenpumpen, bewirkt
einen Kollaps des Membranpotenzials und erhoht die Calciumaufnahme aus dem Apo-
plasma durch kovalente Modifizierung der Calciumkanale in der Plasmamembran (Baier et
al. 2005). Wenn das Ozon innerhalb der Zelle zu einer erhdhten Anzahl an ROS und
zerstorten Biomolekllen fuhrt, wird das antioxidative System angeregt. Aus diesem Grund
kénnen ROS als zellulare Stressindikatoren, aber auch als Sekundarmessenger, welche in
Signaltransduktionswegen in der Stressantwort involviert sind, angesehen werden. Des
Weiteren kdnnen erhohte Level an ROS einen PCD-Signalweg (,programmed cell death®,
programmierter Zelltod) induzieren, was durch eine oxidative Stresshemmung bei durch
Paraquat-induziertem Zelltod nachgewiesen wurde (Mitsuhara et al. 1999). Die verstarkte
Produktion von ROS wahrend einer Stressantwort kann den programmierten Zelltod
bedeuten, sie kdnnen aber auch als Signalmolekile fir Abwehmechanismen dienen. Der
durch ROS induzierte Zelltod kann durch oxidative Prozesse, wie Lipidperoxidation von
Membranen, Proteinoxidation, Enzymhemmung und Schaden an DNA und RNA ausgel6st
werden (Buchanan 2000; Mittler 2002).
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Abbildung 13: Ozonschaden und resultierende Reaktionen in der Pflanze aus Buchanan et al. 2000

Das Superoxidradikalanion (O,") entsteht u.a. durch die Reduktion von molekularem
Sauerstoff (Sutherland 1991). Es wird in aeroben Zellen kontinuierlich z.B. in Elektronen-
transportsystemen in geringen Konzentrationen gebildet (Loschen et al. 1974). Durch die
Superoxiddismutase wird das Superoxidradikal entgiftet und Wasserstoffperoxid (H»O,)
gebildet (Fridovich 1986). H,O, und O," sind zwar innerhalb der ROS weniger reaktiv, aber
trotzdem genauso gefahrlich, da sie in jedes Zellkompartiment diffundieren kdnnen (Di
Baccio et al. 2008).

Wasserstoffperoxid kann seinerseits durch die Katalase (EC 1.11.1.6) und die Peroxidase
(EC 1.11.1.7), welche in nahezu allen Kompartimenten der pflanzlichen Zelle enthalten ist,
zu Wasser gespalten werden. Allerdings ist der Schutz durch die Katalase durch eine
geringe Substratspezifitdt und eine mdgliche lichtinduzierte Inaktivierung relativ gering aus-
gepragt. In Pflanzen existiert jedoch ein weiterer und durchaus effektiver Entgiftungs-
mechanismus im Kampf gegen Wasserstoffperoxid, welcher in den Chloroplasten und im
Zytosol lokalisiert ist: der Ascorbat-Glutathion-Zyklus, welcher auch als Halliwell-Asada-Weg
bezeichnet wird (Zhang und Kirkham 1996; siehe Abbildung 14). Wenn H,O, nicht durch die
Ascorbatperoxidase entgiftet wird, kann dieses Hydroxylradikale bilden. Diese Reaktion

~22 ~



Einleitung

findet haufig mit reduzierten eisenhaltigen Komponenten statt und wird als Fenton- oder
Haber-Weiss-Reaktion bezeichnet (Jakob und Heber 1996; Blokhina et al. 2003).

GSSG NADPH

qux MDHAR] \{ DHAR X
NADP*

2H,0 MDHA

Abbildung 14: Ascorbat-Glutathion-Zyklus, AA: Ascorbinsaure (reduzierte Form), MDHA: Monode-
hydroascorbat, DHA: Dehydroascorbat, APX: Ascorbatperoxidase (EC 1.11.1.11), MDHAR: Mono-
dehydroascorbatreduktase (EC 1.6.5.4), GSH: Glutathion (reduziert), GSSG: Glutathion (oxidiert),
DHAR: Dehydroascorbat Reduktase (EC 1.8.5.1) GR: Glutathionreduktase (EC 1.6.4.2) aus May et al.
1998

Dehydroascorbat (DHA) wird durch Ascorbinsdure in pflanzlichen oder tierischen Zellen
durch eine Ubertragung von einem oder zwei Elektronen (Oxidation) generiert (Wells und Xu
1994, siehe Abbildung 15). Wahrend des Oxidationsschrittes von Ascorbat (AsA) formiert
sich ein intermediar gebildetes Radikal mit geringer Reaktivitat. Diese geringe Reaktivitat
mag der Grund fir die antioxidativen Eigenschaften der Ascorbinsédure sein: ein sehr
reaktives Radikal reagiert mit Ascorbat und ein viel weniger reaktives Radikal (Ascorbat-
radikal) wird gebildet, welches weder stark oxidierend noch reduzierend ist. Ascorbat dient
wahrscheinlich auch als schiitzendes Agens bei Schaden, welche durch ROS hervorgerufen
werden. Ascorbathaltige Losungen, die im Respirationstrakt angewendet werden, kénnten
einen Schutz vor eingeatmeten schadlichen Agenzien, wie Ozon oder NO,', bieten (Halliwell
1996).

Reduziertes Ascorbat fungiert wie Phenole und Prolin als kleinmolekulare Verbindung
(Pasqualini et al. 2003; El-Khatib 2003; Di Baccio et al. 2008) in der Ozonabwehr.

OH OH
OH OH

+2H" +2¢ // N
(0] 0]

OH OH

AsA DHA

Abbildung 15: Ascorbat (AsA, reduziert, links) und das Oxidationsprodukt Dehydroascorbat (DHA,
rechts)
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1.7 Zielsetzung

Projekt 1: Charakterisierung der Rosmarinsauresynthase (RAS) aus Coleus blumei

und deren Kristallisation

Da bisher die heterolog in E. coli exprimierte Rosmarinsauresynthase in Iéslicher Form nicht
in adaquater Quantitat gewonnen werden konnte, wird jenes Ziel in diesem Projekt verfolgt.
Des Weiteren stehen Kristallisationsversuche an, in denen die Kristallstruktur der Rosmarin-
sauresynthase mithilfe von Réntgenstrukturanalyse aufgeklart werden soll.

Projekt 2: Charakterisierung von Chimaren aus RAS und HST

In der Molekularbiologie koénnen Teilstiicke von Proteinen ausgetauscht und deren
Enzymaktivitat bestimmt werden. Die RAS aus Coleus blumei ist eine Hydroxycinnamoyl-
CoA:Hydroxyphenyllactat Hydroxycinnamoyltransferase. Durch Konstruktion einer Chimare
mit der Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyl-transferase (HST) kdnnen Ruick-
schlusse auf die beteiligten Aminosauren bei der Substratbindung oder bei der Katalyse
gezogen werden. Ausgangspunkt fur die Konstruktion der Chiméren sind die isolierten Ex-
pressionsplasmide pET-15b-CbRAS und pET-15b-CbHST.

Projekt 3: Charakterisierung von Hydroxycinnamoyltransferasen

Zu den wichtigsten Hydroxycinnamoyltransferasen gehdren die Hydroxycinnamoyl-
CoA:Hydroxyphenyllactat Hydroxycinnamoyltransferase (RAS), die Hydroxycinnamoyl-
CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase (HST) und die Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat
Hydroxycinnamoyltransferase (HQT). Es ist Ziel dieser Arbeit, diese Hydroxycinnamoyl-
transferasen aus Glechoma hederacea (efeublattriger Gundermann, Gundelrebe) zu
klonieren und zu charakterisieren.

Projekt 4: Einfluss von Ozon auf Melissa officinalis

Obwohl die Ozonspitzenkonzentrationen in den letzten Jahrzehnten drastisch zuriickge-
gangen sind, sind die Hintergrundkonzentrationen immer noch um ca. 55% uber dem
Schwellenwert von 40 ppb erhoht. Zitronenmelisse (Melissa officinalis) ist eine haufig ver-
wendete Arzneipflanze, die zur Familie der Lamiaceae (Unterfamilie: Nepetoideae) gehort.

Die Melissenpflanzen werden kurzzeitig mit Ozon begast und Proben zu verschiedenen
Zeitpunkten genommen. Es werden Anderungen der photosynthetischen Funktionen be-
stimmt. Aul3erdem werden 6kophysiologische, biochemische und antioxidative Parameter
untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuche zur Gewinnung von Proteinkristallen der RAS aus
Coleus blumei

2.1.1 E. coli-Wirtsstamme

Mit dem chemisch kompetenten Stamm E. coli BL21(DE3)pLysS kann hocheffizient eine
rekombinante Proteinexpression jedes Gens erzielt werden, das unter der Kontrolle des T7-
Promoters liegt. Da ein Mangel an den Proteasen Lon und OmpT vorliegt, erh6ht sich die
Stabilitat des Zielproteins. Dieser Wirtsstamm ist lysogen fir den Phagen A (DE3) und enthalt
das T7-Bakteriophagengen |, welches unter der Kontrolle des lac-UV5 Promotors die T7-
RNA-Polymerase kodiert (Studier und Moffatt 1986). AufRerdem enthélt er ein Plasmid
(pLysS) mit Chloramphenicolresistenz, welches fur das T7-Lysozym kodiert. Jenes Lysozym
verringert die Basalexpression der Zielgene, die unter der Kontrolle des T7-Promoters
stehen, interferiert aber nicht mit dem Expressionslevel, welches durch die Isopropyl-3-D-
thiogalaktosid (IPTG)-Induktion hervorgerufen wird. Aul3erdem erhdht es die Toleranz der E.
coli-Zellen gegenlber toxischen Proteinen (Moffatt und Studier 1987). Ein weiterer Vorteil
des Lysozyms ist der leichtere Zerfall der Zelle bei einem Aufschluss durch Ultraschall.
Mithilfe des chemisch kompetenten Stamms E. coli BL21(DE3)pLysS wurden erste Versuche
zur Expression des rekombinanten CbRAS-Proteins durchgefihrt.

Da die RAS hauptséachlich aufgrund der schlechten Léslichkeit in inclusion bodies vorliegt
(Sander 2010), wurde versucht, durch Verwendung der chemisch kompetenten SoluBL21™
E. coli-Zellen die Loslichkeit der RAS zu erhdéhen. Es wurde ein Expressionssystem
verwendet (DE3), welches die T7-RNA-Polymerase benutzt, um die Genexpression zu
regulieren, die unter der Kontrolle des T7-Promotors steht. Die T7-Expressionsvektoren
bendtigen lysogene E. coli Stamme, welche die T7-RNA-Polymerase nach Induktion mit
IPTG exprimieren. Die OmpT ist eine homologe Membranprotease (Omptine), die fur die
Virulenz von E. coli verantwortlich ist. Durch eine spezifische Mutation ompT wird eine
mangelhafte OmpT produziert, was wiederum in intakten rekombinanten Proteinen resultiert.
Durch einen speziell mutierten Stamm ,hsd (host specifity for DNA) SB (rB'mB’)* kann die
Transformationseffizienz signifikant gesteigert werden. Aufgrund spezifischer Selektions-
kriterien besitzt der SoluBL21™-Stamm uncharakteristische Mutationen, wodurch er sonst
unlésliches Protein in vollstéandig oder teilweise 16slicher Form exprimieren kann (SoluBL21™
Competent E. coli, Amsbio).

2.1.2 pET-Vektoren

Das pET-Vektorsystem ist eines der starksten Systeme fir die Klonierung und Expression
rekombinanter Proteine in E. coli. Es existieren zwei verschiedene Kategorien: Trans-
kriptions- und Translationsvektoren. Transkriptionsvektoren wurden fir die Expression von
Zielgenen entwickelt, welche schon ihre eigene prokaryotische Ribosomenbindungsstelle
und ein AUG Startcodon aufweisen, z.B. pET-21(+), pET-24(+) und pET-23(+). Die diversen
Translationsvektoren enthalten die hocheffiziente Ribosomenbindestelle des ,major capsid
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protein® des T7-Phagen, z.B. pET-33b(+), pET-22b(+), pET-3a-d. Der Translationsvektor
PET-15b besitzt einen T7-lac-Promoter, weist einen 6xHis-tag zu Aufreinigungszwecken auf,
besitzt drei Klonierungsschnittstellen (BamHI, Xhol und Ndel) und verfigt tber die Selek-
tionsmdglichkeiten Ampicillin und Kanamycin (Novagen® pET System Manual).

2.1.3 Expression des CbRAS-Proteins in E. coli BL21(DE3)pLysS

Um geeignete Kristallisationsbedingungen zu finden, sollte das Protein in Gberexprimierter
Form vorliegen, da man dadurch grol3e Mengen hochreines Protein erzielen kann. Das stark
aufkonzentrierte, gereinigte Protein wurde in Kristallisationsplatten mit speziellen Puffer-
I6sungen, welche meist hohe Konzentrationen an Salzen oder Alkoholen enthalten, ver-
mischt und durch Dampfdiffusion prazipitiert.

Durch die Ligation der CbRAS-Volllangen(VL)-Sequenz (rosmarinic acid synthase,
Rosmarinsauresynthase aus Coleus blumei) 4/1 in den Vektor pET-15b, mit dem der
Wirtsstamm E. coli BL21(DE3)pLysS transformiert wurde, war die Voraussetzung fur die
heterologe Expression des CbRAS-Proteins geschaffen (Berger et al. 2006). Durch N-termi-
nales Anhangen eines 6xHis-tags konnte das Protein aus dem bakteriellen Rohextrakt
aufgereinigt werden. Die spezifische Aktivitat dieses aufgereinigten Proteins lag zwischen 10
und 30 mkat/kg (Berger et al. 2006).

Die Gewinnung des rekombinanten CbRAS-Proteins wurde nach folgendem Protokoll
durchgefinhrt:

Es wurden vier 500 ml EMK (Erlenmeyerkolben) mit jeweils 250 ml ,lysogeny broth® (LB,
siehe 4.2.1)-Ampicillin-Medium (100 pg Ampicillin pro ml Medium) mit 1 ml Ubernachtkultur
der gewiinschten Bakterien (UN-Kultur) versetzt. Dieser Ansatz wurde bei 220 UpM (Um-
drehungen pro Minute) und 25 °C fir 25 h inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der Bakte-
rien bei 4 °C, 3000 g fiir 5 min und dem AbgieRBen mit anschlieRendem Abheben des Uber-
stands wurden die Pellets nach Bestimmung des Gewichts und Schockfrieren in fllissigem
Stickstoff bei -80 °C gelagert.

Nach dem langsamen Auftauen auf Eis erfolgte der Aufschluss der Pellets zu Rohextrakten:

Jedes der ca. 375 mg schweren Pellets wurde in der vierfachen Menge His-tag-Bindepuffer
(BP) resuspendiert und mittels Ultraschall fir 1 min aufgeschlossen. Da bei 0,3 Zyklen und
100% die Temperatur stark anstieg und dies zu einer Denaturierung der Enzyme fuhren
kénnte, war auf ein gleichzeitiges Kiihlen mit Eis zu achten. Je zwei Homogenate wurden
vereinigt, der Rohextrakt wurde bei 4 °C und 5000 g fur 10 min abzentrifugiert (1. Auf-
schluss).

Die Pellets wurden in je 1,5 ml His-tag-BP resuspendiert, mit Ultraschall, wie oben,
aufgeschlossen, zentrifugiert und der Uberstand wurde zum Rohextrakt gegeben (2.
Aufschluss). Dieses Prozedere wurde noch viermal wiederholt. Der gesammelte Rohextrakt
betrug 18 ml.
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His-tag-Bindepuffer (BP):

50 mM K;HPO4KH,PO,-Puffer pH 8,0

300 mM Natriumchlorid

10 mM Imidazol

Ampicillin-StammIdsung (20 mg/ml):

300 mg Ampicillin

ad 15 ml Aqua dest.

Es wurden 300 mg Ampicillin mittels Magnetruhrer in etwas destilliertem Wasser gel6st und
auf 15 ml aufgefiillt. Unter der Sterilbank wurde die Lésung durch einen 0,22 um Rotilabo®
Spritzenfilter (Roth, Karlsruhe) sterilfiltriert, a 750 pl aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Ubernacht (UN)-Kulturen:

In autoklavierten Kulturréhrchen wurden jeweils 4 ml LB-Medium mit 20 pl Ampicillin-Stamm-
[6sung (20 mg/ml) vorgelegt. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden aus einer Bakterien-
dauerkultur oder von einer Agarplatte Bakterien gepickt und in das LB-Amp-Medium Uber-
fuhrt. Bei 37 °C und 220 UpM wurde Uber Nacht schiitteind inkubiert. Aus der Bak-
teriensuspension konnten wieder Dauerkulturen hergestellt werden, sie konnten zum An-
impfen einer Bakterienkultur sowie fir eine Plasmidpraparation (siehe Kapitel 2.1.4) oder
weitere molekularbiologische Analysen benutzt werden.

2.1.4 Praparation von Plasmid-DNA (Minipraparation)

Die Aufreinigung ist fur maximal 20 pug Plasmid-DNA aus 1-5 ml UN-Kultur von E. coli in LB-
Medium konzipiert.

Das QIAprep® Spin Miniprep Verfahren der Firma Qiagen verwendet die modifizierte
alkalische Lyse der Bakterienzellen nach Birnboim und Doly (1979). Die Bakterienzellen
werden unter alkalischen Bedingungen lysiert. AnschlieRend wird das Lysat neutralisiert und
auf die salzhaltigen Bedingungen eingestellt. Im Anschluss erfolgen die Adsorption der DNA
an eine Silikatmembran, zwei Waschschritte und die Elution der Plasmid-DNA.

1,5 ml der UN-Kultur wurden in ein 1,5 ml-Eppendorfgefa uberfihrt und bei Raum-
temperatur sedimentiert (3000 g, 5 min). Der Uberstand wurde verworfen und das gleiche
Prozedere noch einmal durchgefiuihrt. Das aus zwei Zentrifugationsschritten erhaltene Bakte-
rienpellet wurde in 250 pl Puffer P1 resuspendiert. Anschlie3end gab man 250 pl Puffer P2
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dazu und mischte durch sechsmaliges Invertieren. Die Lyse zeigte sich durch die
dickflussige, weildliche Konsistenz und durfte nicht langer als 5 min andauern. Nach der Zu-
gabe von 350 pl Puffer N3 musste sofort durch sechsmaliges Umschutteln gemischt werden,
um eine lokale Prazipitation zu vermeiden. Um eine Trennung zu erreichen, wurde 10 min
bei 16000 g zentrifugiert. Der Uberstand (ca. 800 ul) wurde auf ein QlAprep Saulchen tber-
fuhrt und flr 60 s bei 16000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Um die am
Saulenmaterial adsorbierte DNA zu waschen, wurden 0,5 ml Puffer PB auf das S&aulchen
pipettiert und erneut fiir 60 s bei 16000 g zentrifugiert. Es folgten ein weiterer Waschschritt
mit 0,75 ml Puffer PE und anschlieBend eine einminltige Zentrifugation. Um eventuell noch
vorhandenes Ethanol zu entfernen, wurde erneut fiir 60 s bei 16000 g zentrifugiert.

Zur Elution der Plasmid-DNA gab man 50 ul autoklaviertes Wasser auf die Saule und
inkubierte fur 1-5 min. Dann wurde das S&ulchen in ein autoklaviertes Eppendorfgefald
gesetzt und fur 1 min zentrifugiert. Die Plasmid-DNA befand sich nun im Eluat. Zum Ent-
fernen noch vorhandener DNA-Reste gab man 500 pl autoklaviertes Wasser auf die Saule
und zentrifugierte erneut, um das gereinigte Saulchen nochmals verwenden zu kdénnen. Das
Plasmid konnte fir Sequenzuntersuchungen oder fir weitere molekularbiologische Analysen
verwendet werden.

2.1.5 Restriktionsverdau der isolierten Plasmid-DNA

Um den Einbau eines DNA-Stucks in ein Plasmid zu kontrollieren, wurde ein
Restriktionsverdau durchgefiihrt. Restriktionsenzyme (RE) sind Restriktionsendonukleasen,
die Phosphodiesterbindungen zwischen Nukleotiden spalten. Die Nomenklatur der
Restriktionsenzyme wurde 1973 von Smith und Nathans eingefiihrt. Die ersten drei Buch-
staben bestehen aus dem Anfangsbuchstaben der Gattung und den ersten beiden Buch-
staben des Epithetons des Bakteriums, aus dem das Enzym isoliert wurde. Darauf folgen die
Bezeichnung des Stamms oder Typs und die Ordnungsnummer des daraus isolierten
Restriktionsenzyms in lateinischen Ziffern (Mulhardt 2009).

Es existieren vier verschiedene Typen von RE:

e Typ I: bestehen aus meist zwei R-, zwei M- und einer S- Untereinheit, welche alle
einen Komplex bilden, sind ATP-abhéangig, schneiden zufallig, 91 beschriebene Typ |
RE

e Typ lI: RE und Methylasen (MT), RE erkennen spezifische Sequenzen und schneiden
an konstanten Positionen innerhalb oder nahe der Erkennungssequenz, wobei die
Phosphatgruppe am 5'-Ende des geschnittenen DNA-Fragments verbleibt, Typ 1P
RE erkennen palindromische = symmetrische Sequenzen (4-, 6- bzw. 8-cutter) und
schneiden innerhalb dieser Sequenz oder in direkter Nahe, ,klassische RE® (z.B.
EcoRI), 3760 beschriebene RE, viele Subtypen

o Typ lll: bestehen aus zwei verschiedenen Untereinheiten, eine mit Erkennungs- und
MT-Doméane, wahrend die zweite die RE-Domane enthélt, sind ATP-abhangig,
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besitzen asymmetrische Erkennungssequenzen und schneiden 20-25 Nukleotide
entfernt davon, 11 beschriebene RE

e Typ IV: schneiden nur modifizierte (methylierte, hydroxymethylierte und glycosyl-
hydroxymethylierte) Basen, besitzen unspezifische Erkennungssequenzen, 5
beschriebene RE (Mulhardt 2009).

Verdau

10 pl aufgereinigte Plasmidpraparation

3 pl Puffer (kompatibel zu RE)

1 ul RE 1

1 Wl RE 2

Der Ansatz wurde fir 1,5 bis 3 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, bevor er Uber ein
Agarosegel analysiert wurde.

2.1.6 Agaroseqgelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Trennung von Makromolekilen und wird bei der
molekularen Analyse von DNA und RNA eingesetzt.

Kleine Fragmente durchwandern die Matrix schneller als grof3e, da die Siebstruktur der
Agarose den kleineren Fragmenten weniger Widerstand bietet. Mit Agarosekonzentrationen
von 0,7-2% lassen sich DNA-Fragmente von 3000 bis 10000 Basen gut auftrennen, wobei
die héhere Konzentration eine bessere Trennung von kleinen Fragmenten erlaubt, wahrend
sich groRe Fragmente eher bei einer niedrigeren Konzentration trennen lassen. Das
Detektieren der Banden erfolgt durch den Phenanthridinfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr),
welcher seit 1954 zur Behandlung von Rindern bei Trypanosomenbefall in Afrika verwendet
wird (Karib et al. 1954). Es ist anzunehmen, dass EtBr, wenn es mit der DNA interkaliert,
hauptséchlich Leserastermutationen auslost, welche fur die Zelle todlich sind. Eine kanze-
rogen Wirkung wurde jedoch bisher nicht bestétigt (Copping und East 1986d; Milhardt
2009).

Zur Durchfihrung einer Agarosegelelektrophorese wurde die Agarose (0,35 g) in einem
halbkonzentrierten (0,5x) Tris-Borat-EDTA-(TBE) Elektrodenpuffer (50 ml) aufgekocht und in
eine Kammer gegossen. Ein nach dem Giel3en eingesetzter Kamm sorgte fur die
taschenartigen Vertiefungen. Zum Anfarben der Nukleinsauren wurde die Losung mit 0,7 pl
einer 1%igen Ethidiumbromidlésung versetzt. Nach vélligem Erstarren des Gels und Ent-
fernen des Kamms wurde es nach dem Einsetzen in eine Elektrophoresekammer in
Elektrodenpuffer getaucht. Die Proben wurden mit Probenpuffer (1:5) gemischt. Dieser ver-
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hindert durch seine héhere Dichte durch Glycerinzusatz ein Auftreiben der Proben aus den
Taschen. Durch die enthaltenen Farbstoffe kann die Laufstrecke des Gels bei der Wan-
derung der Proben kontrolliert werden. Zuséatzlich wurde ein Grolienmarker aufgetragen, der
lineare DNA-Fragmente bekannter Lange enthalt.

Nach Erharten des Gels und dem Anlegen der Spannung laufen die Fragmente umgekehrt
proportional zum Logarithmus der Fragmentlange. Die Elektrophorese ist nach circa einer
Stunde beendet. Das Gel wurde nun in ein Ethidiumbromidfarbebad (10 ul auf 200 ml 0,5x
TBE-Puffer) gelegt und fir 30 min geschwenkt. Ein Nachfarben wurde hauptséachlich bei
geringer Genexpression praktiziert und die Agaroseldsung wurde demzufolge vorher nicht
mit Ethidiumbromidldsung versetzt. Das Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluores-
ziert dann im UV-Licht. Nach dem Entfarben in 0,5x TBE-Puffer kbnnen die Banden bei 254
nm detektiert und photographisch dokumentiert werden. Die Auswertung erfolgte anhand des
Vergleichs mit dem Langenstandard.

0,5x TBE-Puffer

45 mM Tris

45 mM Borsaure

1,5 mM Na-EDTA

Die Pufferbestandteile wurden in Aqua dest. geldést und
autoklaviert.

Als Probenpuffer diente 6x Loading Dye (10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 60 mM EDTA; 60%
Glycerin; 0,03% Bromphenolblau; 0,03% Xylencyanol FF). Man mischte meist einen PCR-
Ansatz von 25 pl mit 5 pl Loading Dye.

Der verwendete Léngenstandard war der Gene Ruler™ DNA Ladder Mix der Firma Fermen-
tas (jetzt: Thermo Fisher). Er enthalt 21 diskrete Fragmente folgender GroRe (in
Basenpaaren):

10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100

Die fett markierten Zahlen sind im Gel als stéarkere Banden erscheinende Referenzfragmente
und dienen der Orientierung beim Abschatzen der Banden.

2.1.7 Anlegen einer Bakteriendauerkultur

Die Einzelkolonien, die den pET-15b-Vektor mit gewlinschter Fremd-DNA enthalten, sollten
dauerhaft als Glycerol-Stocks (Glycerin-Dauerkulturen) gelagert werden.
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Dazu wurden 425 pl einer UN-Kultur mit 75 pl Glycerin vermischt, um den Gefrierschutz zu
gewahrleisten. Nach griindlichem Mischen und Schockfrieren in fliissigem Stickstoff konnten
die Dauerkulturen bei -80 °C gelagert werden.

2.1.8 Aufreinigung/lsolierung des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies

Anfinsen war der erste Forscher, der in den 1950er und 1960er-Jahren die Rickfaltung von
Ribonuklease untersuchte und das zentrale Dogma postulierte, dass in der Aminoséaure-
sequenz die komplette Information enthalten ist, um das Protein in die native, tertidre
Struktur rickzufalten (Ryle und Anfinsen 1957; Anfinsen 1973).

Bei der Uberexpression oder bei Schwerloslichkeit des Proteins kann es zur Bildung von
Einschlusskorperchen (inclusion bodies) kommen. Die unléslichen Konglomerate enthalten
meist unvollstdndige oder fehlerhaft gefaltete Proteine. Es existiert kein Zusammenhang
zwischen dem Hang eines Proteins inclusion bodies auszubilden und seinen intrinsischen
Eigenschaften, wie Molekulargewicht, Hydrophobie oder Faltungsmechanismen. Wenn
Proteine Disulfidbindungen aufweisen, wird die Bildung von inclusion bodies beguinstigt, ob-
wohl die reduzierende Umgebung des Bakterienzytosols eigentlich die Ausbildung von Disul-
fidbriicken behindert (Patra et al. 2000).

Die Proteine mussen korrekt gefaltet sein, um ihre Funktion Ubernehmen zu kénnen. Das
bedeutet, dass nur ,korrekte“ Disulfidbriicken wieder eine Bindung eingehen. Es erfolgt eine
oxidative Ruckfaltung in den nativen (funktionsfahigen) Zustand (Hidaka 2012). Um eine er-
neute Proteinaggregation zu verhindern, kénnen chaotrope Reagenzien, wie Harnstoff,
Guanidinhydrochlorid, Thiocyanate und Detergenzien, wie N-Cetyltrimethylammoniumchlorid
und Sarkosin, kombiniert mit Reduktionsmitteln (z.B. Dithiothreitol (DTT), Dithioerythritol oder
Cystein), sowie Faltungsadditive wie L-Arginin, zugegeben werden (Patra et al. 2000; Kozai
et al. 2009).

Um eine Solubilisierung und Ruckfaltung der inclusion bodies zu erreichen, wurde in dieser
Untersuchung das Protein Refolding Kit von der Firma Novagen verwendet. Das Kit enthalt
alle erforderlichen Reagenzien, um rekombinante Proteine, welche als inclusion bodies in E.
coli akkumulieren, unter milden Bedingungen zu solubilisieren. Nach der Isolierung durch
Zentrifugation wurden die Einschlusskdrperchen durch Zugabe von CAPS (3-(Cyclo-hexyl-
amino)-1-propansulfonsaure) in Kombination mit N-Lauroylsarcosin und DTT in einem alka-
lischen Milieu denaturiert, das heil3t die Disulfidbriicken wurden gespalten. Die solubilisierte
Fraktion wurde gegen einen pH-neutralen Puffer dialysiert. Dieser enthielt ein reduzierendes
Agens, mit welchem die korrekten Disulfidbriickenbindungen gekntipft werden konnten. Ein
zweiter Dialyseschritt entfernte Uberschissiges Reduktionsmittel und tberfuhrte das Protein
in den gewlnschten Puffer.

Laut Herstellerprotokoll wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

Zunachst wurden 2 x 250 ml LB-Amp-Medium (100 pg Ampicillin pro ml Medium) mit je 1 ml
UN-Kultur (CbRAS VL 4/1 in pET-15b in E. coli BL21(DE3)pLysS) angeimpft, und das
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Protein wurde bei 25 °C und 220 UpM fur 25 h ohne Induktion durch IPTG heterolog expri-
miert. Danach wurden die Bakterien mit den CbRAS-enthaltenden inclusion bodies bei 4 °C
durch Zentrifugieren bei 3000 g fur 5 min geerntet. Im Anschluss folgten Schockfrieren mit
flussigem Stickstoff und Lagern bei -80 °C.

Um locker assoziierte Kontaminationen zu entfernen, wurden die Bakterienpellets zweimal
mit 1x IB Wash Buffer gewaschen. Es folgte ein Resuspendieren der Pellets in 25 ml 1x IB
Wash Buffer und anschlieRendes AufschlieRen per Ultraschall (0,3 Zyklen, 100%, 10x 1
min). Zur Vermeidung einer proteolytischen Zerstérung des Zielproteins wurde wéhrend des
Aufschlusses mit Eis gekihlt. Darlber hinaus folgten nach jeder Minute Aufschluss 1 min
Kihlen auf Eis. Laut Sander (2010) erhoht eine Optimierung des Vorgangs die Reinheit und
Aktivitat der CbRAS. Die Waschschritte wurden von zwei auf vier erhdht. Des Weiteren fand
eine dreimalige Wiederholung der Aufschlisse statt. Um die inclusion bodies zu gewinnen,
wurde fiir 10 min bei 6000 g zentrifugiert, der Uberstand konnte verworfen werden. Das Se-
diment wurde erneut in 25 ml 1x IB Wash Buffer resuspendiert und nach Zentrifugieren das
Nassgewicht desselbigen bestimmt. Der Uberstand konnte wiederum verworfen werden, und
die letzten Flussigkeitsreste wurden durch umgedrehtes Klopfen des Réhrchens auf ein
Einmaltuch entfernt. Ein typisches Nassgewicht liegt bei 1-4 mg/ml Kultur (Hersteller-
angaben). Es wurden zu den Einschlusskodrperchen mit einer Masse von 350 mg 23 ml
alkalischer 1x IB Solubilization Buffer, der mit 0,23 ml N-Lauroylsarcosin als Detergens und
23 ul 1 M DTT versetzt war, zugegeben. Nach vorsichtigem Resuspendieren der inclusion
bodies wurden diese auf dem Magnetrihrer in einem Becherglas fir 25 min bei Raum-
temperatur geruhrt. Die geldsten CbRAS-Proteine wurden durch Zentrifugieren bei 6000 g
fur 10 min bei Raumtemperatur von Zelltrimmern befreit. Wahrenddessen wurde ein Zellu-
Trans Roth® Dialysierschlauch mit einer PorengréRe von 25 A (nominale Filterrate 12,0 kDa)
prapariert: Pro 2 ml Flussigkeit wird 1 cm Schlauch und je 2 cm Uberstand pro Ende gerech-
net. Vor dem Benutzen muss er zum Quellen fir 30 min in Aqua dest. gelegt werden.
Generell sollte die Dialyse mit mindestens zwei Pufferwechseln durchgefuhrt werden.
AuRerdem sollte der Dialysepuffer die 50-fache Menge des Probenvolumens betragen. Der
Uberstand wurde mithilfe einer 10 ml Pipette in den Dialysierschlauch gefiillt, mit mehreren
Verschlussklammern an beiden Enden verschlossen und gegen 1150 ml 1x Dialysis Buffer
mit 115 pl 1 M DTT bei 4 °C unter stetigem Ruhren mittels Magnetriihrstdbchen fir mindes-
tens drei h dialysiert. Nach Ablauf der drei Stunden (h) wurde der Dialysierpuffer erneuert,
und man liel3 tber Nacht dialysieren. Am néchsten Morgen wurde der gleiche Puffer ohne
die Zugabe von DTT hergestellt, und man lie3 erneut fir drei Stunden dialysieren. Nach dem
Pufferwechsel folgte der letzte Dialysiervorgang wieder fir drei Stunden. Uber die
semipermeable Membran kdnnen Uber osmotische Prozesse kleine Molekiile ausgetauscht
werden. Da die Anwesenheit von DTT zu einer Reduktion der Ni**-Kationen bei der His-tag-
Aufreinigung fuhrt, musste die letzte Dialyse ohne Anwesenheit von DTT durchgefihrt
werden. Es wurden die RAS-Aktivitat (siehe Kapitel 2.1.14), die Proteinkonzentration (siehe
Kapitel 2.1.12) sowie die Reinheit mittels SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) bestimmt.
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Um groRere Mengen zu erzielen, wurden achtmal 250 ml LB-Amp-Medium mit je 1 ml UN-
Kultur pro Kolben angeimpft und nach beschriebenem Verfahren bearbeitet. Es wurden
insgesamt vier Uberstéande erzielt.

Zur Optimierung von Menge und Reinheit der CbRAS wurde das korrekt gefaltete Protein
aus Rohextrakt 1 nach der Untersuchung erneut unter unterschiedlichen Bedingungen
analysiert (siehe Kapitel 2.1.9).

10x IB Wash Buffer

200 mM Tris-HCI, pH 7,5

100 mM EDTA

10% Triton X-100

10x IB Solubilization Buffer

500 mM CAPS, pH 11,0

50x Dialysis Buffer

1 M Tris/HCI pH 8,5

2.1.9 Variationsmoglichkeiten zur Isolierung des CbRAS-Proteins aus
inclusion bodies

1. Variante

e PD-10 Séaule bei Raumtemperatur aquilibrieren: 25 ml 1x IB Solubilization Buffer,
0,25 ml N-Lauroylsarcosin (30%), 50 pl 1 M DTT

e 2,5 ml gelbstes und rickgefaltetes Protein aus Rohextrakt 1 auf PD-10 Saule geben,
Durchlauf verwerfen

o mit 3,5 ml Puffer (s.0.) eluieren

e bei Raumtemperatur 15 min auf Magnetrihrer rihren

e Ldsung aus 350 ml H,O, 7 ml 50x Dialysis Buffer, 35 pl 1 M DTT herstellen, 3,5 ml
Proteinldsung in ZelluTrans Roth® Dialysierschlauch geben; in 175 ml Puffer fir drei
Stunden unter Rihren bei 4 °C dialysieren, Puffer wechseln, erneut tGber Nacht
dialysieren, danach die gleiche Menge Dialysierpuffer herstellen und DTT weglassen,
noch zweimal fiir jeweils 3 h dialysieren
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2. Variante

e PD-10 Saule bei Raumtemperatur &quilibrieren: 25 ml 10x IB Solubilization Buffer,
0,25 ml N-Lauroylsarcosin (30%), 50 ul 1 M DTT

e 2,5 ml geldstes und riickgefaltetes Protein aus Rohextrakt 1 auf PD-10 S&ule geben,
Durchlauf verwerfen

o mit 3,5 ml Puffer (s.0.) eluieren

e bei Raumtemperatur 15 min auf Magnetrihrer rihren

e Ldsung aus 350 ml H,O, 7 ml 50x Dialysis Buffer, 35 pl 1 M DTT herstellen, 3,5 ml
Proteinlésung in ZelluTrans Roth® Dialysierschlauch geben; in 175 ml Puffer fiir drei
Stunden unter Ruhren bei 4 °C dialysieren, Puffer wechseln, erneut Uber Nacht
dialysieren, danach die gleiche Menge Dialysierpuffer herstellen und DTT weglassen,
noch zweimal fur jeweils 3 h dialysieren

3. Variante

e PD-10 Saule bei Raumtemperatur &quilibrieren: 25 ml 10x IB Solubilization Buffer,
4.5 M Harnstoff

e 2,5 ml geldstes und rickgefaltetes Protein aus Rohextrakt 1 auf PD-10 Saule geben,
Durchlauf verwerfen

e mit 3,5 ml Puffer (s.0.) eluieren

e bei Raumtemperatur 15 min auf Magnetrihrer rihren

e Ldsung aus 350 ml H,O, 7 ml 50x Dialysis Buffer, 35 pl 1 M DTT herstellen, 3,5 ml
Proteinldsung in ZelluTrans Roth® Dialysierschlauch geben; in 175 ml Puffer fir drei
Stunden unter Ruhren bei 4 °C dialysieren, Puffer wechseln, erneut tber Nacht
dialysieren, danach die gleiche Menge Dialysierpuffer herstellen und DTT weglassen,
noch zweimal fiir jeweils 3 h dialysieren

4. Variante

e PD-10 Saule bei Raumtemperatur aquilibrieren: 25 ml 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 6 M
Guanidin-HCI, 10 mM DTT (Kozai et al. 2009)

o 2,5 ml gelbstes und rickgefaltetes Protein aus Rohextrakt 1 auf PD-10 Saule geben,
Durchlauf verwerfen

e mit 3,5 ml Puffer eluieren

o die Losung wird 1 h bei 37 °C inkubiert

e die gelosten Proteine werden im zehnfachen Volumen bestehend aus 100 mM
KH,PO, pH 7,4 und 100 mM L-Arginin flr 36 h bei 15° C riickgefaltet
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2.1.10 Reinigung des CbRAS-Proteins uiber His-tag-Affinitatschromatographie

Das heterolog exprimierte RAS-Protein aus Coleus blumei mit einem N-terminalen 6xHis-
Anhang kann Uber Affinitatschromatographie als natives Protein aufgereinigt werden. Hierfar
muss das Enzym in His-tag-Bindepuffer (BP) geldst vorliegen. Verwendet wird das Ni-NTA
His-Bind® Resin der Firma Novagen. Der His-tag bindet an Ni**-Kationen, welche an der Ni-
triloessigsaurematrix (Chelatkomplex) immobilisiert sind. Nach dem Auswaschen der nicht
gebundenen Proteine wird das Zielprotein durch Puffer mit erhdhten Imidazolkonzentrationen
von dem S&ulenmaterial eluiert. Die Aufreinigung basiert auf der Affinitat der sechs benach-
barten Histidinreste zu dem immobilisierten Metallion (Rehm und Letzel 2010). Die Bin-
dungskapazitat betragt laut Angaben des Herstellers 5-10 mg Protein pro ml Suspension des
Matrixmaterials.

Nach Aquilibrieren mit 20 ml His-tag BP der His-tag-S&ulchen welche je 2 ml His-Bind® Resin
enthalten, wurde je ein His-tag-Saulchen mit 9 ml des Rohextrakts versetzt und eine Stunde
auf Eis schittelnd inkubiert, um eine starke Bindung des Zielproteins an das Material zu
gewabhrleisten. Nach Ablassen der FlUssigkeiten wurden alle Durchlaufe vereinigt. Jedes
Saulchen wurde mit 4 ml Waschpuffer (20 mM Imidazol) gewaschen, dann ein weiteres Mal
mit 2 ml. Durch die hohere Imidazolkonzentration des Waschpuffers kénnen unspezifisch
gebundene Bakterienproteine, wie Metalloproteasen oder histidinhaltige Proteine, eluiert
werden (Rehm und Letzel 2010).

Um das Zielprotein zu eluieren, wurde jedes Saulchen finfmal mit je 0,5 ml His-tag-
Elutionspuffer (250 mM Imidazol) versetzt, um eine vollstdndige Elution zu erreichen. Der
erhdhte Imidazolgehalt verdrangt den His-tag-Anhang des gewilnschten Proteins von der
Matrix.

His-tag-Waschpuffer: identische Rezeptur wie His-tag-BP, Abweichung: 20 mM
Imidazol

His-tag-Elutionspuffer: identische Rezeptur wie His-tag-BP, Abweichung: 250 mM
Imidazol

2.1.11 Umpuffern durch PD-10 Saulchen

Die PD-10 Saulchen (GE healthcare, Chalfont St Giles, Buckinghamshire, UK) enthalten
Sephadex™ G-25 Medium aus Polypropylen und bewirken nach dem Prinzip der Gelfiltration
eine Trennung der Molekile mit hohem Molekulargewicht (M, = 5000) von denen mit nied-
rigem Molekulargewicht (M, < 1000). Makromolekiile (z.B. Proteine), die nicht matrixgangig
sind, werden als Erstes eluiert.

Die vereinigten Elutionsfraktionen (Volumen muss 2,5 ml betragen) wurden auf je eine PD-
10 Séaule gegeben, welche vorher mit 20 ml 20 mM Tris/HCI pH 7,5 &aquilibriert worden war.
Der Durchlauf konnte verworfen werden. Um das Zielprotein zu eluieren, pipettierte man pro
PD-10 Séaule 3,5 ml 20 mM Tris/HCI pH 7,5 Puffer und lagerte das Eluat auf Eis.
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2.1.12 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford (1976)

Durch den Bradford-Test (Bradford 1976), benannt nach dem amerikanischen Biochemiker
Marion M. Bradford, kénnen Proteinkonzentrationen ermittelt werden. Der Triphenylmethan-
farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 reagiert in saurer Losung hauptsachlich mit Arginin-
resten, in einem geringeren Ausmalf auch mit Tyrosin-, Tryptophan-, Histidin-, Phenylalanin-,
Lysin- und Alaninresten. Die Bindung erfolgt Gber elektrostatische und hydrophobe Wechsel-
wirkungen. Es kommt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des freien
Farbstoffs von 465 nm zu 595 nm im blauen Protein-Farbstoff-Komplex (Compton und Jones
1985). Bei dieser Wellenlange wird die Absorption der Proben gemessen. Die Intensitét der
Farbung sowie die Absorption sind proportional zur vorhandenen Proteinkonzentration. Ein
BSA-Standard (Rinderserumalbumin Fraktion V), welcher auf einen Wert von 1 mg/ml ein-
gestellt ist, dient der Quantifizierung. Eine Referenz mit Puffer anstelle der Proteinlésung
dient als Nullabgleich.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 2 ml Bradford-Reagenz in Einmal-
Makroklvetten im 30 s-Takt durch Umdrehen gemischt mit:

e 20 pl Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,5) als Referenz oder
e 20 pl 1 mg/ml BSA-Standard als Doppelprobe oder
o 20 pl zu messender Proteinlésung als Doppelprobe (eventuell 1:5, 1:10 verdiinnt)

Diese Ansatze inkubierte man bei Raumtemperatur fir 10 min, bevor die Absorption der
Proben im 30-Sekunden-Takt photometrisch gegen die Referenz vermessen und mithilfe der
bestimmten Absorption des Standards berechnet wurde.

Bradford-Reagenz:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250

100 ml 85% o-Phosphorsaure

50 ml 96% Ethanol

850 ml Aqua dest.

doppelte Filtration des Ansatzes zur Entfernung von
Schwebeteilchen
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2.1.13 Synthese der CoA-aktivierten Sdure Caffeoyl-CoA (Caf-CoA)

Da der Thioester Caf-CoA kommerziell nicht oder nur sehr teuer erhéltlich ist, wurde er nach
einer Vorschrift von Stoéckigt und Zenk (1975) aus dem entsprechenden, im Labor syntheti-
sierten und vorratigen Succinimidester synthetisiert.

Es wurden 25,2 mg NaHCOj3 in ein 1,5 ml-Eppendorfgefald gewogen und in 1 ml destilliertem
Wasser gelost. Diese Losung wurde zu weiteren 5 ml Aqua dest. in ein Reagenzglas (mit
einer Skalierung gegeben) und 15 min mit Stickstoff begast. 24,6 mg Coenzym A-Trilithium-
salz-Dihydrat wurden in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal? eingewogen und in 1 ml der NaHCO;-
Losung gelost. Diese Losung wurde zurlick in das Reagenzglas gegeben und wiederum fir
15 min begast. Es wurden 56 mg des entsprechenden Succinimidesters, welcher in 0,5 ml
Aceton gelost wurde, langsam zur CoA-Losung getropft. Der feine, gelbliche Niederschlag
wurde durch Zugabe von ca. 6 ml Aceton aufgelost. Das mit Nescofilm verschlossene
Reagenzglas wurde mit Alufolie umwickelt, und man lieR es Uber Nacht im Dunkeln bei
Raumtemperatur stehen.

Um am nachsten Tag das Aceton vollstéandig zu entfernen, leitete man Stickstoff durch eine
Pipette, welche Uber der Losung befestigt war, Uber die Flussigkeitsoberflache. Zur Gewahr-
leistung eines konstanten Flusses musste die Pipette ungeféhr alle 20 min nachjustiert
werden. Diese Prozedur dauerte im Ganzen zwei bis drei Stunden. Nachdem die restliche
Flussigkeit auf 1,5 ml-Eppendorfgefalle verteilt wurde, wurden diese fur 10 min bei 5000 g
zentrifugiert. Das Reaktionsprodukt, welches sich im gelben Uberstand befand, wurde tiber
Dunnschichtchromatographie gereinigt. Dazu wurden zwei Celluloseplatten mit Fluoreszenz-
indikator (F254) (20 x 20 cm, VWR) und als FlieBmittel eine Mischung aus n-Buta-
nol/Essigsaure/Wasser im Verhéltnis 5:2:3 verwendet. Die Laufzeit betrug rund 14 h (Uber
Nacht) und die Laufstrecke ca. 18 cm.

Nach dem Trocknen der Platten konnte durch die Fluoreszenzldschung bei UV-Licht von 254
nm die Bande des Thioesters identifiziert werden (siehe Abbildung 16, links). Der Retentions-
faktor lag bei 0,3. Die markierte Celluloseschicht wurde mit einem Spatel abgekratzt und in
ein Rohrchen Uberfiihrt. Nach Zugabe von 3 ml Aqua dest. wurde gemischt, bei 3000 g fir 5
min zentrifugiert und der Uberstand photometrisch (200-500 nm) vermessen (Abbildung 16,
rechts). Dieses Prozedere wurde mit 1 ml Wasser so oft wiederholt, bis keine CoA-Ester
mehr detektierbar waren. Die Uberstande wurden vereinigt, und nach Einengen in einer Va-
kuumzentrifuge Identitat, Gehalt und Reinheit photometrisch bestimmt.

Der molare Extinktionskoeffizient fiir Caf-CoA betragt € (347 nm) = 18 x 10° cm?/mol

__ VfXE
T 18

[mM], Vf = Verdinnungsfaktor
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E1.50

260 300 400 500 A
Abbildung 16: Reinigung von Caffeoyl-CoA mittels Dinnschichtchromatographie. Die Bande des

Thioesters ist durch die Markierung erkennbar (links: A = 254 nm, rechts: UV-Vis-Spektrum von 200
bis 500 nm Wellenlange, Markierung zeigt Absorptionsmaximum des Thioesters bei 347 nm)

2.1.14 Standardenzymtest zur Bestimmung der RAS-Aktivitat

Es wurde folgendes Standardpipettierschema mit einem Gesamtvolumen im Testansatz von
125 pl verwendet:

RAS-Enzymtest

50 pl Proteinlésung

5 ul 12,5 mM Ascorbat

12,5l 0,2 MDTT

5 ul 100 mM pHPL (in 20%igem EtOH)

2yl 3,2 mM Caf-CoA

50,5 Wl KP-Puffer (0,1 M KH,PO,/K,HPO, pH 7,0)

Nach Ansetzen und Aliquotieren eines entsprechenden Mastermixes aus allen Reaktions-
komponenten au3er dem Enzym wurde die Reaktion durch Zugabe des Enzyms gestartet.
Die Inkubationszeit betrug 5 min bei 30 °C. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte mit 20 pl 6
N HCI, Mischen und anschlieBender Lagerung auf Eis.

Die Reaktionsprodukte wurden durch Zugabe von Ethylacetat extrahiert. Dies erfolgte durch
Zugabe von 500 ul Ethylacetat, grindliches Mischen und Abzentrifugieren bei 16000 g fur 5
min. Nach dem Abheben der oberen Phase wurde das Vorgehen noch zwei weitere Male
wiederholt. Die Ethylacetatphasen wurden in einem 1,5 ml-Eppendorfgefald vereinigt und zur
Trockene eingedampft.

Die Rickstande wurden in 100 ul FlieBmittel (40 oder 50% Methanol, 0,01% Phosphorsaure)
geldst, kurz zentrifugiert und mittels HPLC analysiert.
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2.1.15 HPLC-Analyse

Durch die high performance liquid chromatography (HPLC) kdnnen Reaktionsprodukte de-
tektiert und quantifiziert werden. Zur isokratischen RP-HPLC wurde eine Equisil ODS-Saule
(250 x 4,0 mm) mit einer Partikelgré3e von 5 pm und einer Vorséule (20 x 4,0 mm) benutzt.
Bei einer Flussrate von 1 ml/min und Detektionswellenlangen von 290 oder 333 nm wurde
mit einem 40 oder 50% Methanol (MeOH)-Wasser-Gemisch, welches mit 0,01% Phosphor-
sdaure angesauert ist, eluiert. Die Ansauerung ist notwendig, damit die Produkte vollstandig in
protonierter Form vorliegen und somit in einem Peak per HPLC bestimmt werden kdénnen.

2.1.16 Aufkonzentrierung/Umpuffern mit Vivaspin 20 Zentrifugalkonzentratoren

Uber das Prinzip der GréRenausschlusschromatographie mit einer GréRRenausschlussgrenze
von 10 kDa durch eine vertikale Zwillingsmembran aus Polyethersulfon kann eine Auf-
konzentrierung sowie eine Umpufferung der Proben erreicht werden.

Durchfiihrung:

Der Proteingehalt wurde nach der His-tag-Aufreinigung (siehe Kapitel 2.1.10) der Probe
durch einen Bradford-Test (siehe Kapitel 2.1.12) bestimmt. AnschlieRend wurden 10 ml der
Losung in die Vivaspin 20 Filtereinheit (Sartorius, Gottingen, Deutschland) gegeben. Die
Filtereinheit wurde in einem Schwenkrotor in der Zentrifuge bei 4° C fir 7 min bei 3000 g
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde die aufkonzentrierte Losung mit einer Pipette
aufgewirbelt. Der Vorgang wurde so lange wiederholt (ca. 0,5 Stunden), bis nur noch ein
Zehntel des urspriinglichen Volumens in der Filtereinheit vorhanden war. Nach dem Konzen-
trationsvorgang gab man 10 ml des gewinschten Puffers in die Filtereinheit und
zentrifugierte erneut unter den genannten Bedingungen. Die Proteinkonzentration wurde er-
neut durch einen Bradford-Test (siehe Kapitel 2.1.12) bestimmt.

2.1.17 SDS-PAGE

Die sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) wurde 1970 von
Ulrich Laemmli zum ersten Mal beschrieben. Durch die Zugabe von dem Detergens SDS
(Natriumdodecylsulfat) werden die Proteine denaturiert. Dadurch werden nicht-kovalente
Proteinaggregate geldst, sodass sich die Proteine im Gel annahernd proportional ihrer GroRRe
bewegen. SDS ist negativ geladen und tUberdeckt die Eigenladung der Proteine. Durch Ver-
gleich mit einem Marker kann die molekulare Masse unbekannter Proteine bestimmt werden.

Die diskontinuierliche SDS-PAGE bestand aus einem Trenngel und einem Sammelgel,
welches Uber das Trenngel geschichtet wurde. Nach Zugabe der Polymerisationsstarter
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED) und Ammoniumperoxodisulfat (APS) zur Querver-
netzung sollte zlgig gearbeitet werden, da sonst die Gefahr des vorzeitigen Auspoly-
merisierens bestand. Das Trenngel wurde mit 0,5 ml n-Butanol tiberschichtet, denn es glattet
die Oberflache und bildet eine Art Schutzschicht. Dadurch kénnen Grenzflacheneffekte
zwischen dem Gel und der Luft vermieden werden. Bei einer Uberschichtung mit Wasser
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kénnte der darin enthaltene Sauerstoff Radikale abfangen, und die Auspolymerisierung
wirde ungleichmafig ablaufen. Nach ca. 20 min war das Trenngel ausgehartet, und das Bu-
tanol wurde mit einem Filterpapier abgesaugt. Das Sammelgel wurde gut gemischt, Gber das
Trenngel geschichtet und in das flissige Sammelgel der Probenkamm gesteckt. Die Proben
wurden im Sammelgel aufkonzentriert, bevor sie im Trenngel nach ihrer Grol3e aufgetrennt

wurden.

Trenngel

Sammelgel

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

625 ul 0,5 M Tris/HCI pH 6,8

1,45 ml Aqua dest.

1,4 ml Aqua dest.

2,05 ml 30%ige Acrylamidstammldsung
mit 2% Bisacrylamid

375 ul 30%ige Acrylamidstammldsung
mit 2% Bisacrylamid

200 pl 10% SDS

100 pl 10% SDS

8 ul N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

5 yl N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

35 ul 10% Ammoniumperoxydisulfat

20 pl 10% Ammoniumperoxydisulfat

Zu 15 ul Probe wurden 5 pl Roti®-Load Probenpuffer gegeben und zum Denaturieren der
Proteine fir 5 min in kochendem Wasser erhitzt und kurz zentrifugiert. Danach konnten die
Proben in die Probentaschen des Gels aufgetragen werden. Nach dem Aufbauen der Appa-
ratur goss man Elektrophoresepuffer bis zur Markierung und entfernte vorsichtig den Kamm,
ohne die Taschen zu beschadigen. Eventuell noch vorhandene Gelreste wurden durch
Spulen (Aqua dest.) mit einer 10 pl Pipette entfernt. Die Proben wurden in die Taschen
pipettiert. Als Standard dienten der Roti®-Mark Standard oder der Roti®-Mark Plus
(Abbildungen 17 und 18). Nach Zusammensetzen der Apparatur wurden 180 V angelegt und
das Gel nach ca. 2 h Laufzeit im Farbebad fur mindestens 1 h geschwenkt. Durch die
enthaltene Essigsaure kdnnen die Proteine im Gel fixiert werden. Nach dem Entfarben bleibt
die blaue Farbe an den Stellen, an denen Proteine fixiert sind, sichtbar. Zu Dokumen-
tationszwecken wurde das Gel eingescannt.
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MW [kDa] Protein |l|.|3']
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Abbildung 17: Roti®-Mark Standard Abbildung 18: Roti®-Mark Plus
Laufpuffer
0,1% SDS
192 mM Glycin
25 mM Tris/HCI pH 8,3

Farbeldsung Entfarbelésung

0,625 g Coomassie Brilliant Blue R250

50 ml Eisessig 50 ml Eisessig
225 ml Aqua dest. 225 ml Aqua dest.
225 ml Methanol 225 ml Methanol

2.1.18 PAGE unter nativen Bedingungen

Ornstein (1964) und Davis (1964) entwickelten die Methode der diskontinuierlichen Elektro-
phorese, welche eine Trennung von nativen Proteinen mdglich machte. Die Trennung der
Proteine erfolgt hier nicht nur nach Molekulargewicht, sondern auch nach Ladung der
Proteine im umgebenden pH-Milieu. Die Gele und der Elektrodenpuffer wurden wie fir die
SDS-PAGE angefertigt, jedoch ohne den Zusatz von SDS. Mit dieser Methode sollte
Uberprift werden, ob unterschiedlich gefaltete Proteinpopulationen bei der RAS vorlagen.

~ 41 ~




Material und Methoden

Probenbehandlung und Elektrophorese:

4 Volumenteile Probe und 1 Volumenteil Probenpuffer wurden gemischt. Nach 15-mindtiger
Inkubationszeit wurden die Proben auf das Sammelgel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde unter gleichen Bedingungen wie die SDS-PAGE durchgefihrt.

Probenpuffer fur die native Elektrophorese

3,3 ml 1,9 M Tris/HCI pH 6,8

6,6 ml Glycerin

0,1 ml 1% Bromphenolblaulésung

1TM

2.1.19 Transformation von SoluBL2 Competent E. coli-Zellen

Transformation bedeutet die Aufnahme fremder DNA in die Zellen. Griffith konnte 1928 zum
ersten Mal dieses Phanomen nachweisen. Die entsprechende Bezeichnung erhielt es 1944
durch McCarty und Avery (Avery et al. 1944). Um eine Kompetenz (Durchlassigkeit) zu erzie-
len, werden chemische (CaCl,) und physikalische (Hitzeschock und Elektroporation) Verfah-
ren verwendet.

Da die RAS hauptsachlich aufgrund der schlechten Léslichkeit in inclusion bodies vorliegt
(Sander 2010), wurde versucht, durch Expression in den chemisch kompetenten SoluBL21™
E. coli-Zellen die Loslichkeit des RAS-Proteins zu erhdhen.

Zu 50 pl der chemisch kompetenten SoluBL21™-Zellen wurden 5 pl der Plasmidpraparation
gegeben. Nach sanftem Mischen wurde fir 15 min auf Eis inkubiert. Zum Erzielen einer
Porositat der Zellwéande erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fir exakt 45 Sekunden. Die
Plasmid-DNA drang in die Zellen ein. Damit sich die Zellen wieder ,erholen“ konnten, gab
man 0,25 ml SOC-Medium (Kapitel 4.2.2) dazu und inkubierte fir 60 min bei 37 °C im
Schuttler. Die transformierten Bakterien wurden auf eine LB-Agarose Platte mit Ampicillin
(100 pg Ampicillin pro ml LB-Medium) als Selektionsmarker gegeben und tber Nacht bei 37
°C im Brutschrank inkubiert.

Eine erfolgreiche Transformation erkannte man an gewachsenen Kolonien, die durch
Aufnahme des Plasmids eine Ampicillinresistenz erworben haben.

2.1.20 Expression der CbRAS in SoluBL21™ Competent E. coli-Zellen

Die gepickten Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher in 2 ml M9-Minimalmedium
(4.2.3) gegeben, da laut Herstellervorschrift die Proteinexpression in SoluBL21™ E. coli-
Zellen in diesem Medium optimal ist. Zur Gewahrleistung der Antibiotikaresistenz wurde als
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Selektionsmarker 10 pl Ampicillin (20 mg/ml) zugegeben. Man lie bei Raumtemperatur (25
°C) und 200 UpM uber Nacht schitteln.

Die Bakterienzellen wurden mit dem gleichen Medium verdinnt, bis sie eine ODgqo = 0,2 auf-
wiesen. Man liel3 die Zellen so lange bei 37 °C wachsen, bis sie eine ODgy = 0,4 aufwiesen.
Zur Induktion gab man IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1 mM hinzu. Man inkubierte
die Zellen Uber Nacht bei Raumtemperatur und 200 UpM. Nach Ablauf der Induktionszeit
wurden die Kolben auf Eis gestellt und die Bakterien bei 3000 g 5 min bei 4 °C zentrifugiert.
Die erhaltenen Pellets wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gela-
gert.

Die Sedimente wurden langsam auf Eis aufgetaut, in der vierfachen Menge 0,1 M KP; Puffer
pH 7,0 resuspendiert und dann mittels Ultraschall (0,3 Zyklen, 100%) aufgeschlossen. Um
eine Proteindenaturierung zu vermeiden, wurde bei der Behandlung mit der Sonotrode
gleichzeitig mit Eis gekunhlt. Der durch Zentrifugation bei 6000 g fur 10 min bei 4 °C erhaltene
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet konnte verworfen werden.

Der CbRAS-Rohextrakt wurde mit einem Enzymtest auf Aktivitat (siehe Kapitel 2.1.14) und
Uber SDS-PAGE auf seine Reinheit (siehe Kapitel 2.1.17) untersucht.

1TM

2.1.21 Optimierte Expressionsbedingungen in SoluBL2 Competent

E. coli-Zellen

Da die UN-Kulturen kaum Wachstum aufwiesen, wurde das M9-Minimalmedium (siehe
Kapitel 7.3.3), nach Ricksprache mit einem Mitarbeiter der betreffenden Firma, durch LB-
Medium (siehe Kapitel 7.3.1) ersetzt. AuRerdem wurde vor der Ultraschallbehandlung 1
mg/ml Lysozym zugegeben. Da dieser E. coli-Stamm kein pLysS-Plasmid besitzt (siehe Ka-
pitel 2.1.1), erhéht Lysozym die Porositat der Zellwande.

2.1.21.1 Expression in 100 ml LB-Medium

Nach Induktion mit 1 mM IPTG und einer Inkubationsperiode in 100 ml LB-Medium von 16 h
bei 25 °C unter Schutteln wurde die Bakteriensuspension bei 3000 g fiir 5 min zentrifugiert.
Das Gewicht der Bakterienpellets wurde bestimmt, dann wurden sie in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Nach dem langsamen Auftauen auf Eis gab man die
vierfache Menge an 0,1 M KP;-Puffer pH 7,0 hinzu und resuspendierte griindlich. Darauf
folgend fiigte man 1 mg/ml Lysozym hinzu und inkubierte 30 min auf Eis. Die Mischung
wurde fur 10 min bei 5000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Rohextrakt konnte nun fur die Pro-
teinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (siehe Kapitel 2.1.12), flr eine His-tag-
Aufreinigung (siehe Kapitel 2.1.10), fir die SDS-PAGE (siehe Kaptiel 2.1.17) und fir Enzym-
tests verwendet werden.
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2.1.21.2 Bestimmung des Aktivitatsmaximums des CbRAS-Proteins

Um das Aktivitatsmaximum der CbRAS (siehe Kapitel 2.1.14) zu ermitteln, wurden mithilfe
der Elutionsfraktion aus 100 ml Bakteriensuspension verschiedene Konzentrationen (unver-
dunnt, 1:10, 1:50) getestet.

2.1.21.3 Expression in 1000 ml LB-Medium

Um die Expression im gré3eren Mal3stab zu analysieren, wurde sie in 1000 LB-Amp-Medium
unter gleichen Bedingungen (siehe Kapitel 2.1.21.1) durchgefiihrt. Die Reinheit wurde mittels
SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) und die Aktivitdit mit einem Enzymtest (siehe Kapitel
2.1.14) Gberpruft.

2.1.22 Veranderung der Imidazol-Konzentration des His-tag-Waschpuffers

Um durch den Waschvorgang schon Verunreinigungen zu entfernen, wurde die optimale
Imidazolkonzentration empirisch bestimmt. Es wurden Waschvorgange mit Imidazol-Konzen-
trationen von 20, 50, 75, 100 und 150 mM durchgefuhrt und das Ergebnis Gber SDS-PAGE
(siehe Kapitel 2.1.17) Gberpruft.

2.1.23 Aufkonzentrierung durch TCA-Fallung

Da die Waschfraktionen mit den verschiedenen Imidazol-Konzentrationen einen zu niedrigen
Proteingehalt aufwiesen, der weit unter der Nachweisgrenze fir eine SDS-PAGE lag, wurden
die einzelnen Fraktionen tber eine Fallung mit Trichloressigsaure (TCA) aufkonzentriert. Die
Methode der Auflésung der Hydrathillen von Proteinen wurde schon 1967 von Bennett
durchgefihrt.

Laut Protokoll wurden 500 g TCA in 350 ml Aqua dest. gel6st. Pro Probenvolumen wurde ein
Viertel der TCA-LO6sung addiert und 20 min bei 4 °C inkubiert. Anschliel3end wurde die Probe
bei 4 °C fir 10 min bei 13700 g zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstands war ein wie-
Res Pellet sichtbar.

Das Pellet wurde zweimal mit 200 pl eiskaltem Aceton gewaschen und danach unter dem
Abzug getrocknet. Die Probe wurde in 20 pl 20 mM Tris/HCI pH 7,5 geldst und tber SDS-
PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) untersucht.

2.1.24 Reinigung des Proteins Uber Gelpermeationschromatographie

2.1.24.1 GPC Séule HiLoad™ 26/60 Superdex 200

Da die CbRAS auch nach verschiedenen Waschvorgdngen mit unterschiedlichen
Imidazolkonzentrationen immer noch (fur Kristallisationsversuche) zu stark mit Fremd-
proteinen verunreinigt war, wurde eine Gelpermeationschromatographie (GPC) mit einer
Akta FPLC (GE Healthcare Europe GmbH, friher: Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) durchgefihrt.
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Es wurden erneut Bakterienpellets in je 5 ml 0,1 M KP-Puffer pH 7,0 resuspendiert und mit
der entsprechenden Menge Lysozym versetzt (siehe Kapitel 2.1.21.1). Nach dem Aufschluss
erfolgte die Aufreinigung mittels His-tag (siehe Kapitel 2.1.10). Die Saule wurde nach Ablas-
sen des Durchflusses zweimal mit je 5 ml 20 mM His-tag-WP gewaschen und dreimal mit je
1,5 ml 100 mM His-tag-Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde tber Vivaspin 20 Zentrifugal-
konzentratoren in einen 20 mM Tris-HCI Puffer pH 7,5 umgepuffert und auf 3 ml mit einer
Protein-Endkonzentration von 2,26 mg/ml aufkonzentriert.

Danach wurde eine praparative Gelfiltrationschromatographie tber eine mit 20 mM Tris/HCI
pH 7,5 pra-aquilibrierten HiLoad™ 26/60 Superdex 200-Sdule (GE Healthcare Europe
GmbH, friher: Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) angeschlossen. Das
Material der Saule beruht auf kovalenten Bindungen zwischen Dextran zu hoch cross-ver-
linkter Agarose und die Trennung der Proteine erfolgt durch Groflienausschlusschromato-
graphie (Angaben des Herstellers). Die Superdex 200-Saule hat einen Trennbereich von M,
10000-600000. Die einzelnen gesammelten Fraktionen wiesen ein Volumen von jeweils 10
ml auf.

Die gesammelten Fraktionen wurden tber SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) untersucht. Die
Fraktionen mit dem hdchsten Gehalt an CbRAS-Protein wurden vereinigt, Gber Vivaspin 20
aufkonzentriert (siehe Kapitel 2.1.16) und erneut Gber SDS-PAGE analysiert.

2.1.24.2 GPC Séule HiLoad™ 26/60 Superdex 75

Da die Endfraktion immer noch starke Verunreinigungen zeigte, wurde die Gelfiltration mit
einer mit 20 mM Tris/HCI pH 7,5 pra-aquilibrierten HiLoad™ 26/60 Superdex 75-Séaule (GE
Healthcare Europe GmbH, friher: Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
wiederholt, welche einen Trennbereich von M, 3000-70000 aufweist. Um eine grof3ere Rein-
heit der Fraktionen zu gewahrleisten, wurden die einzelnen Fraktionsvolumina auf jeweils 1,5
ml reduziert.

2.1.25 Kristallisationsversuche

Sumner gelang 1926 erstmals die Isolierung und Kristallisation des Enzyms Urease und der
Proteine Concanavalin A und B aus Canavalia ensiformis. 1932 begann Dorothy Crowfoot
Hodgkin mit der Kristallstrukturaufklarung des Insulins, welche Uber 30 Jahre dauern sollte.
Kendrew konnte 1958 die erste Struktur eines Proteins (Myoglobin) mithilfe der Rontgen-
kristallstrukturanalyse aufklaren.

Um passende Kristallisationsbedingungen zu finden, kann die ,hanging drop“ oder die ,sitting
drop“ Methode angewendet werden. In einer Vertiefung (,well“) auf einer 96-well Platte
(siehe Abbildung 19) befindet sich seitlich oder mittig die Proteinldsung, in einem Reservoir
sind 500 pl der Pufferlosung vorhanden, welche oft hochkonzentrierte Salze, Alkohole oder
Polyethylenglykole enthdlt. Es stellt sich eine Balance zwischen der Tropfen- und der Puffer-
I6sung ein. Durch das Verringern des Tropfenvolumens steigt die Proteinkonzentration. Es
wird ein metastabiler Zustand angestrebt, in dem eine Keimbildung erfolgt, aber sich noch
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kein amorphes Préazipitat bildet. In einer untersattigten Ldésung geht die feste Phase in
Losung, in einer Ubersattigten Losung entsteht das Prazipitat. Der Sattigungspunkt hangt
hauptséachlich von der Proteinkonzentration, der lonenstérke, der Temperatur, dem pH-Wert
und der Bindung von Gegenionen oder spezifischen Liganden an das Protein ab. Es werden
verschiedene Bedingungen getestet, um die fur das Kristallwachstum optimale Variante zu
bestimmen.

Man nennt dieses Verfahren auch Aussalzen: Bei einer hoheren lonenstarke konkurrieren
die lonen um das sie umgebende Wasser, dem geltsten Stoff werden Wassermolekile ent-
zogen, und die Ldéslichkeit sinkt. Ein Protein ist umso ldslicher, je hoher seine Nettoladung
ist. Am isoelektrischen Punkt ist die Nettoladung am geringsten, somit liegt die geringste
Loslichkeit vor. Die wichtigsten Punkte sind die Keimbildung und das folgende Kristall-
wachstum, welche teilweise sehr zeitintensiv sein konnen (Wehr 2002).

Einstellung des
Gleichgewichts
uber die Dampfphase

l

[PPtlicpen = [PPtlkeservorr

Das Tropfenvolumen nimmt ab,
wodurch die Konzentration von
Ppt und Protein steigt.

Die Reservoirlosung bleibt
praktisch unverédndert.

Abbildung 19: Mechanismus der Kristallisation (links) und Kristallisationsplatten (rechts), aus
Prasentation ,Kristallographie® Prof. Dr. K. Reuter

Um unterschiedliche Bedingungen zu analysieren, wurden sogenannte ,in-house-screens”
durchgefuhrt. Hier wurde eine CbRAS-Proteinldsung, noch vor der weiteren Aufreinigung
durch Gelfitration, mit einer Konzentration von 5,12 mg/ml benutzt. Es wurde das ,sitting-
drop* Verfahren praktiziert (siehe Abbildung 19). Man benutzte eine Kristallisationsplatte mit
jeweils 24 Vertiefungen. In den Aul3enbereich der well-Vertiefung wurden jeweils 500 pl
eines bestimmten Puffers gegeben. In die Mitte der well-Vertiefung gab man 1 pl der Protein-
I6sung und vermischte diesen Tropfen mit 1 pl der Pufferlésung aus dem Reservoir. Die
Platten wurden mit einer speziellen Klebefolie verschlossen, damit sich ein Gleichgewicht
einstellen konnte.
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Folgende ,in-house-screens® wurden untersucht: Hampton Crystal Screen, Wizard | und Il
und Cryo I und II.

Um eine breitere Auswahl an Kristallisationsbedingungen im Hochdurchsatzverfahren zu
erzielen, wurde der Kristallisationsroboter Cartesian Microsys™ SQ4000 (siehe Abbildung
20) verwendet. Es wurde ebenfalls das ,sitting-drop“ Verfahren praktiziert. Pro Platte standen
96 verschiedene Bedingungen zur Verfiigung. Es wurden folgende Kits der Firma Qiagen
verwendet: JCSG Core Suite I/lI/1Il; PACT Suite, JCSG+ Suite und Classics Suite.

Der Roboter pipettierte exakt 200 nl der Proteinlésung und 200 nl der Pufferlésung (500 pl im
Reservoir) pro well. AuBerdem konnten zwei Bedingungen getestet werden. Es wurden
gleichzeitig eine hohe Proteinkonzentration mit 8,8 mg/ml und eine geringere Proteinkonzen-
tration mit 4,4 mg/ml, nach der Gelfitrationschromatographie mit der HiLoad™ 26/60 Super-
dex 75-Saule, getestet.

Abbildung 20: Kristallisationsroboter Cartesian Microsys'™ SQ4000, Prasentation ,Kristallographie®
Prof. Dr. K. Reuter

Die Parameter Temperatur (4 °C, 18 °C), Salzkonzentrationen, Pufferkonzentrationen und
pH-Wert wurden zudem vielfaltig variiert.

2.1.26 His-tag-Abspaltung

Da sich der His-tag moglicherweise stdérend auf die Kristallisation auswirken kénnte, wurde
mithilfe des Clean Cleavage ™ -Kits versucht, den Fusions-tag abzuspalten. Hinter den 6xHis-
tag-Resten befindet sich in dem pET-15b-Vektor eine Thrombin-Schnittstelle (siehe Abbil-
dung 21). Mithilfe dieser kann der His-tag abgespalten werden. Das Thrombin ist an eine
Agarosematrix fixiert und kann nach der Abspaltung durch Zentrifugation entfernt werden.

Der Rohextrakt wurde unter Standardbedingungen gewonnen (siehe Kapitel 2.1.21.3) und
Uber His-tag (siehe Kapitel 2.1.10) routinemaRig aufgereinigt. Nach dem Aquilibrieren der
Vivaspin 20 Zentrifugalkonzentratoren mit dem 1x Clean Cleavage Buffer wurde das Protein
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darin umgepuffert und auf 1 ml aufkonzentriert (siehe Kapitel 2.1.16). Die Proteinkonzen-
tration lag nach Bradford-Bestimmung bei 1 mg/ml (siehe Kapitel 2.1.12).

Das Thrombin-Agarose-Material muss homogen aufgeschlammt sein. 100 ul der 50%igen
Suspension wurden sanft bei 500 g zentrifugiert, um das Material zu sedimentieren. Der
Uberstand konnte verworfen werden. Um das Pellet zu waschen, gab man 2 x 500 pl 1x
Clean Cleavage Buffer hinzu, zentrifugierte und verwarf den Uberstand. Mit 100 pl 10x Clean
Cleavage Buffer wurde die Thrombin-Agarose resuspendiert, 600 pl Proteinlésung wurden
hinzugefiigt und mit Aqua dest. auf 1 ml aufgefillt. Man inkubierte bei Raumtemperatur unter
sanftem Schutteln. Aliquots wurden nach 1, 2, 4, 6 und 24 h entnommen, kurz zentrifugiert
und der Uberstand durch SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) analysiert.

Da es zu einem Ausfallen des Proteins und somit zu einer Proteindetektion nur nach 1 h
kam, wurde versucht, durch Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) die Loslichkeit zu erhé-
hen. Das Thrombin-Agarose-Material wurde unter den gleichen Bedingungen gewaschen. Zu
dem voraquilibrierten Material gab man 100 pl 1x Clean Cleavage Buffer, 100 yl DMSO und
700 pl Proteinlésung mit einer Konzentration von ~ 1 mg/ml. Die Proben wurden nach 1, 2, 4,
6, 24, 33 und 72 h entnommen. Nach dem jeweiligen Abzentrifugieren der Thrombin-Aga-
rose wurde auch das Pellet nach 72 h untersucht, um zu bestimmen, wieviel ungeldstes
Protein sich noch im Sediment befand.

10x Clean Cleavage Buffer

500 mM Tris/HCI pH 8,0

100 mM CacCl,
T7 promater primer #89348-3
Bglll T7 promoter > lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGL GAAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo His-Tag Nde | _Xhol BamH |

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGLAGCGGCCTGGTECCGLGLGGLAGCCATATGLTLGAGGATCCGGCTGLTAACAAAGCCCGA
MetGlySerSerHisHisHisHisHIisHisSerSerGlyLeuVal ProArgGlySerHisMetleuGluAspProAlad ladsnlysAladrg
Bpu1102 | thrombin T7 terminator

AAGGAAGCTGAGTTGECTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGEGECCTCTAAACGGGTCTTGAGGGETTTTTTG
LysBluAdlaGluLeullablablaThrilaGluGInEnd

T7 tarminator primer #69337-3

Abbildung 21: pET-15b Klonierungs-/Expressionsregion mit 6x His-tag und Thrombinschnittstelle
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2.2 Aktivitatstests von Chimaren aus Coleus blumei

Der Begriff Chimare (Xipaipa, Chimaira, ,die Ziege*) stammt aus der griechischen Mytho-
logie und bezeichnet ein Mischwesen (Lissauer et al. 2007). In der Molekularbiologie werden
Teile von Proteinen ausgetauscht und die Enzymaktivitaten der resultierenden Mischproteine
bestimmt. Je nach Substratspezifitat kann man Rickschlisse auf die an der Katalyse
beteiligten Aminosauren ziehen.

Die isolierten Expressionsplasmide pET-15b CbRAS und pET-15b CbHST standen zur
Verfligung (Sander 2010). Durch kreuzweise Ligation entstanden die chimaren Sequenzen
RAS-HST und HST-RAS (siehe Kapitel 3.4). Neben diesen Chiméaren wurden von M. Sander
noch weitere Chiméren im Rahmen ihrer Dissertationsarbeit hergestellt. Es existierten je-
weils vier Varianten von HST-RAS und RAS-HST, die unterschiedliche Klone von ein- und
derselben Platte, also einem Transformationsansatz, sind.

Zur Bestimmung der Aktivitat von HST-RAS und RAS-HST wurden fur vier Expressionslinien
vier 250 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils 100 ml LB-Amp-Medium mit 400 pl UN-Kultur an-
geimpft und fir 24 h bei 25 °C bei 220 UpM inkubiert. Die vier Expressionsansatze wurden
separat geerntet und zweimal mit 4 ml 0,1 M KP;-Puffer, pH 7,0 mit 1. mM DTT pro g Pellet
mittels Ultraschall aufgeschlossen.

Um die RAS-Enzymaktivitat festzustellen, wurde der Standardenzymtest mit 4-Hydroxy-
phenyllactat (pHPL) als Akzeptorsubstrat und 100,5 pl Enzymaufbereitung (siehe Kapitel
2.1.14) durchgefihrt.

Zur Bestimmung der HST-Enzymaktivitat wurde ein weiterer Enzymtest mit Shikimisaure als
Akzeptorsubstrat durchgefihrt.

HST-Enzymtest

100,5 pl Enzym

5 pl 12,5 mM Ascorbat

125ul 0,2 M DTT

5 pl 100 mM Shikimisaure

2 ul 3,2 mM Caf-CoA

Im Gegensatz zur Aktivitatsbestimmung fur Wildtyp-Enzyme wurden im Enzymtest bei den
Mutanten 100,5 ul Proteinpraparation und dementsprechend kein KP;-Puffer eingesetzt, da
die Chiméren durch ihre Konstruktion eine geringere Aktivitdt aufweisen. Um zu bestimmen,
bei welchem Zeitpunkt die hoéchste Aktivitat vorliegt, wurden 24 h-Enzymtests mit zwei-
stundiger Probenziehung bei 30 °C durchgefiihrt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte mit

~ 49 ~



Material und Methoden

20 ul 6 N HCI und anschlieRender Lagerung auf Eis. Um die Messungen zu verifizieren,
wurden mit den gleichen Rohextrakten 4 h-Enzymtests durchgefihrt.

Die Reaktionsprodukte wurden durch Zugabe von Ethylacetat extrahiert. Dies erfolgte durch
Zugabe von 500 pl Ethylacetat, griindlichem Mischen und Abzentrifugieren des Uberstands
bei 16000 g fur 5 min. Nach dem Abheben der oberen Phase wurde das Vorgehen noch
zwei weitere Male wiederholt. Die Ethylacetatphasen wurden in einem 1,5 ml-Eppendorf-
gefald vereinigt und zur Trockene eingedampft.

Die Rickstande wurden in 100 ul FlieBmittel, welches bei dem Akzeptorsubstrat pHPL die
Zusammensetzung 50% Methanol, 0,01% Phosphorséure hatte, geldst, kurz zentrifugiert
und Uber HPLC bei einer Wellenlange von 333 nm analysiert. Wenn als Akzeptorsubstrat
Shikimisédure untersucht wurde, wurde folgende Fliel3mittelzusammensetzung verwendet:
35% Methanol, 0,01% Phosphorséaure (Sander 2010).

2.3 Untersuchungen von Glechoma hederacea-Pflanzen

2.3.1 RNA-Isolierung aus Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln nach
Chomczynski und Sacchi

Die Blatter, Bluten, Stangel und Wurzeln von Glechoma hederacea wurden im Alten Bota-
nischen Garten Marburg geerntet und unter flieRendem Wasser gut gereinigt. Sie wurden
entweder direkt zur Isolierung von RNA oder zur Bestimmung des RA-Gehalts (siehe Kapitel
2.4.9) verwendet oder bei -80 °C eingefroren.

Das Gewinnen von intakter, funktionsttichtiger messenger-RNA (MRNA) ist in der Molekular-
biologie von fundamentaler Bedeutung, da sie das Transkriptionsprodukt derjenigen Gene
reprasentiert, die zu untersuchen sind. Sie enthdlt am 5-Ende eine 7-Methylguanosin-
.Kappe“ (5-Cap) und am 3‘-Ende eine Poly-Adenosin-Sequenz, welche als Poly-A-Schwanz
bezeichnet wird und fir die Aufreinigung und PCR ben6étigt wird (Mulhardt 2009). Hier wurde
die Ein-Schritt-Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) zur Isolierung von Gesamt-
RNA (ribosomaler-, Transfer- und messenger-RNA = 2% der Gesamt-RNA) praktiziert.
Samtliche Gerate (Mdrser und Spatel) und zu verwendende Lésungen wurden doppelt auto-
klaviert oder alternativ zwei Stunden bei 200 °C ,gebacken®.

In einem mit flissigem Stickstoff gut vorgekihlten Mdrser wurde das Pflanzenmaterial fein
zerrieben. In sechs vorgekihlte 2 ml-Eppendorfgefalle wog man jeweils rund 50 mg des fein
gemdrserten Materials ein und gab 500 pl Losung D dazu. Das denaturierende Agens muss
in Kontakt mit den zerstérten Zellen kommen. Guanidinthiocyanat, ein Bestandteil der
Losung D, ist ein chaotropes Salz, das Proteine und Ribonucleasen (RNasen) auf3erst effek-
tiv denaturiert. Um die Effizienz zu steigern, wurde 5 min unter mehrmaligem Suspendieren
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand war bei den Blattern intensiv griin, bei den
Bllten rosafarben.
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AnschlieBend wurden unter haufigem, sanftem Invertieren 50 ul 2 M Natriumacetatlésung pH
4,0, 500 pl eiskaltes Phenol (mit Citrat-Puffer gesattigt) und 100 pl eiskaltes Chloroform
addiert. Nach kraftigem Mischen (10 s) inkubierten die Proben fur 15 min auf Eis, ehe sie fur
15 min bei 4 °C und 12000 g zentrifugiert wurden. Dadurch kénnen Proteine und DNA sedi-
mentiert werden, wahrend sich die RNA im wassrigen Uberstand befindet. 400 pl der oberen
Phase wurden abgehoben, in ein neues Eppendorfgefal Uberfiihrt und mit der gleichen
Menge an eiskaltem Isopropanol gemischt. In einer mindestens 15-minitigen Lagerungszeit
bei -20 °C erfolgte die quantitative Fallung der RNA. AnschlieBend wurde die geféllte RNA
fur 10 min bei 4 °C bei 12000 g zentrifugiert. Man konnte nach der Zentrifugation beim
Stangel ein weil3es, bei Blatt und Wurzel ein braunliches und bei den Bliten ein violettfar-
benes Pellet am Boden des Eppendorfgefalles erkennen. Jedes RNA-Pellet wurde mit 500
pl 70%igem EtOH, anschlieRend mit 100%igem EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert.
Durch das Waschen mit Ethanol wurden Verunreinigungen, wie Salze oder Metallionen,
entfernt. Es ist moglich, dass das Pellet auch erst nach dem Waschen mit Ethanol
erscheinen kann. Nach zehnminutigem Trocknen bei 37 °C im Trockenschrank wurde das
Pellet in 20 ul autoklaviertem Wasser bei 50 °C im Wasserbad gelost.

Die RNA-Menge und deren Reinheit konnten durch ein Photometer bestimmt werden.
AnschlieRend wurden die Qualitat der RNA sowie das Fehlen von DNA durch Agarose-
gelelektrophorese (siehe Kapitel 2.1.6) bestimmt.

Losung D

4 M Guanidinthiocyanat

25 mM Natriumcitrat pH 7,0

0,5% Lauroylsarcosin

2.3.2 RNA-Isolierung aus Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln nach
Giuliano

Eine weitere Methode der RNA-Isolierung ist die Methode nach Giulinao (1993). Wie bei der
oben beschriebenen Extraktion mussten samtliche Gerate (Morser, Spatel) und Lésungen
doppelt autoklaviert oder alternativ zwei Stunden bei 200 °C ,gebacken® werden. In ein ste-
riles, doppelt autoklaviertes 2 ml-Eppendorfgefald wurden 500 pl Extraktionspuffer, 3,5 pl 3-
Mercaptoethanol und 400 pl Phenol vorgelegt. Das gefriergetrocknete Pflanzenmaterial
wurde mit flussigem Stickstoff fein gemoérsert, und ca. 50 mg wurden zu der oben genannten
Mischung gegeben. Es wurde intensiv gemischt und 100 pl Chloroform zugefiigt. Man
mischte erneut fir 1-2 min, bis eine milchige Suspension erkennbar war. Nach einer 20-mi-
nitigen Inkubationsperiode auf Eis wurde fir 20 min bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert. Man
gab 400 pl Uberstand in ein neues 2 ml-Eppendorfgefal und addierte die gleiche Menge an
Isopropanol. Nach einer erneuten Inkubationsperiode auf Eis fur 40 min wurde fir 30 min bei

~51 ~



Material und Methoden

16000 g und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet des Blattes war gelblich-griin, bei der Blute
war es rotbraun, bei dem Stangel wei und bei der Wurzel intensiv braun gefarbt. Der Uber-
stand konnte verworfen werden und das Pellet wurde bei 37 °C fur mindestens 10 min
getrocknet. Nach dem Trocknen l6ste man es durch einstiindiges Inkubieren auf Eis in 500 pl
TE-Puffer, wobei man ofter sanft mischte. Nach der Zugabe von 100 pl 96%igem EtOH
wurde fur 20 min auf Eis inkubiert, um eine Prazipitation der Polysaccharide zu erreichen. Es
wurde erneut fur 10 min bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues, doppelt autoklaviertes Eppendorfgefaf’ Gberfuhrt und 200 pl 8 M LiCl addiert. Man in-
kubierte erneut fur mindestens 90 min auf Eis, um eine RNA-Prézipitation zu erreichen. Nach
dem Zentrifugationsschritt fir 20 min bei 16000 g und 4 °C wurde das Pellet zweimal mit
70%igem EtOH gewaschen und bei 37 °C fur ungefahr 10 min getrocknet. Die Blatt-RNA war
hellbraun, die Bluten-RNA war dunkelgrin, die Stangel-RNA war weil3 und die Wurzel-RNA
war braun gefarbt. Die extrahierte RNA wurde in 50 pl sterilem Aqua dest. gelost. Die RNA-
Menge und deren Reinheit konnten durch ein Photometer verifiziert werden. Anschliel3end
wurden die Qualitdt der RNA sowie das Fehlen von DNA durch Agarosegelelektrophorese
(siehe Kapitel 2.1.6) bestimmt.

2.3.3 Synthese von cDNA

Das Akronym cDNA steht flr ,complementary“-DNA oder copy-DNA. Seit 1970 ist bekannt,
dass Retroviren mittels des Enzyms Reverse Transkriptase an einer RNA-Vorlage
funktionsttichtige cDNA synthetisieren konnen (Mulhardt 2009).

Die cDNA Synthese wurde mit dem ,Revert Aid™ First Strand cDNA Synthesis Kit* der Firma
Fermentas (jetzt Thermo Fisher) durchgefthrt.

Die zu verwendende RNA-Menge wurde so berechnet, dass eine Gesamtmenge von 1 ug
Gesamt-RNA in der cDNA-Synthese eingesetzt werden konnte. Dieses RNA-Volumen wurde
mit 1 pl oligo(dT),s-Primern und sterilisiertem, demineralisiertem Wasser ad 12 pl versetzt.
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und kurz zentrifugiert, damit sich alle Losungen am
Boden des EppendorfgefalRes vereinigen konnten. AnschlieRend erhitzte man den Ansatz fir
5 min im Wasserbad bei 70 °C. Durch das Erwarmen kénnen sich gebildete Sekundarstruk-
turen der RNA l6sen, damit die Desoxythymidine der Primer leichter an den Poly-A-Schwanz
der mRNA binden kénnen. Nach dem Kihlen der Mischung auf Eis wurden folgende
Lésungen pipettiert:

e 4 pl 5x Puffer
e 1 pl RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (20 U/pl)
e 2pl10 mMdNTP Mix

Durch den RiboLock™ RNase Inhibitor werden die Aktivitaten von RNasen A, B und C nicht-
kompetitiv gehemmt. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt, erneut zentrifugiert und an-
schlieBend fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Wéahrend der Inkubation kommt es zur
Primeranlagerung an die mRNA.
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Nach Zugabe von 1 upl RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/ul) wurde die
Umschreibung von mRNA zu cDNA gestartet. Die Reaktion verlief wahrend einer 60-
minitigen Inkubation im Thermocycler bei 42 °C. Das Enzym RevertAid™ M-MuLV Reverse
Transcriptase besitzt seine optimale Aktivitdt bei 42 °C und stammt aus dem Moloney-
Murine-Leukemia-Virus. Nach Ablauf der Stunde wurde es durch Erhitzen auf 70 °C fur 5 min
im Wasserbad inaktiviert.

Die so erhaltene cDNA konnte direkt in einer Polymerase-Kettenreaktion (siehe Kapitel
2.3.4) eingesetzt werden.

2.3.4 Standard- und semiquantitative PCR

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), die 1985 von
Saiki et al. entwickelt wurde, konnen kleine DNA-Stucke vervielfaltigt werden. Die PCR
beruht auf der Tatsache, dass ein grampositives, thermophiles Bakterium namens Thermo-
philus aquaticus eine thermostabile DNA-Polymerase (Tag-DNA-Polymerase) besitzt. Das
Bakterium befindet sich z.B. in den 70 °C heiRen Quellen und Geysiren im Yellowstone-
Nationalpark (Brock und Freeze 1969). Die Tag-Polymerase weist ein Aktivitatsmaximum bei
74 °C und einen pH-Wert >8 auf. Neben der 5'-3-DNA-Polymeraseaktivitat besitzt sie auch
eine 5-3'-Exonukleaseaktivitat, aber keine 3‘-5'-Exonukleaseaktivitdt. Die DNA-Syntheserate
betragt ca. 2800 Nukleotide/min (Milhardt 2009).

Der PCR-Zyklus kann in drei Teile gegliedert werden:

Denaturierungsphase: Der Ansatz wird zuerst fir 5 min auf 95 °C erhitzt, um die doppel-
strangige Ausgangs-DNA (,template®) in Einzelstrange zu trennen.

Annealingphase (Hybridisierungsphase): Hier erfolgt die Anlagerung der spezifischen
Oligonukleotid-Primer an das template bei ihrer optimalen Temperatur. Die hierflr optimale
Temperatur ergibt sich aus dem GC-Gehalt, dem Degenerationsgrad und der Sequenz-
homologie der verwendeten Primer mit der zu amplifizierenden DNA.

Elongationsphase: Die Taqg-Polymerase verknipft ca. 2800 Basen/min in 5'=>3‘-Richtung bei
einer optimalen Arbeitstemperatur von 72 °C. Die Menge des zu amplifizierenden Produkts
verdoppelt sich bis zu dem Punkt, an dem ein Maximum erreicht ist, bei dem mehr Primer-
Template-Komplexe vorliegen als die Polymerase in der Synthesezeit amplifizieren kann.
Nach Konzentrationszunahme der neu synthetisierten Strdnge hybridisieren diese immer
haufiger miteinander. Die Amplifikationsrate sinkt signifikant mit zunehmender Zyklenzahl.

Fiir die PCR wird das GoTaq® Flexi DNA Polymerase Kit der Firma Promega verwendet.

Die Rezeptur lautet wie folgt:
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Zusammensetzung

5 pl 5 x Colorless GoTaq® Flexi Buffer

2,5 pl 25 mM MgCl,

0,5 pl 10 mM dNTPs

0,5 pl cDNA

0,5 ul 100 pmol/ul Primer-f

0,5 ul 100 pmol/ul Primer-r

0,1 pl GoTaqg®-Polymerase (5 U/ul)

ad 25 pl frisch autoklaviertes Wasser

Damit gewabhrleistet wurde, dass jeder PCR-Ansatz die gleiche Menge an template enthielt,
wurde immer die RNA-Konzentration vor jeder Transkription bestimmt. 1 ug der RNA wurde
anschlieRend mithilfe des ,Revert Aid™ First Strand cDNA Synthesis Kit“ in cDNA umge-
schrieben. Um Pipettierungenauigkeiten auszugleichen, wurde jeweils ein Mastermix pipet-
tiert. Zunachst wurden Wasser, Puffer und MgCl, zusammen gegeben. Dazu gab man die
dNTPs, die Primer und die cDNA. Es wurde gut gemischt und zum Schluss die GoTag® Poly-
merase hinzugefiigt. Der komplette Ansatz wurde noch einmal gut gemischt, kurz zentri-
fugiert, auf Eis gestellt und anschlieBend auf die gewiinschte Zahl an PCR-Reaktionen ali-
quotiert. Die PCR wurde in einem Eppendorf Mastercycler® gradient mit beheizbarem Deckel
durchgefihrt.

2.3.4.1 Standard-PCR

Das Expressionsmuster verschiedener Gene sollte in Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln
von Glechoma hederacea untersucht werden. Um das Temperaturoptimum einer RAS, einer
HST und einer unbekannten HCT zu bestimmen, wurde eine Standard-PCR durchgefiihrt.
Durch einen Temperaturgradienten mit folgenden Zwischenschritten: 50 °C, 54 °C, 58 °C,
62 °C und 66 °C wurde das jeweilige Temperaturoptimum fir die Amplifikation der Hydroxy-
cinnamoyltransferasen bestimmt.

Temperatur (°C) Zeit Zyklen
94 2-5 min

50/54/58/62/66 45 sec

72 3 min .

94 30 sec
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50/54/58/62/66 45 sec 38
72 2 min

94 30 sec

50/54/58/62/66 45 sec

72 10 min .

Nach Beendigung des gewahlten Programms wurden die Proben auf 6 °C gekuhlt und
danach mit der Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 2.1.6) untersucht.

2.3.4.2 Semiquantitative PCR

Um die optimale Zyklenzahl zu bestimmen, wurde eine semiquantitative PCR im Anschluss
an die Determination der Temperaturoptima mit der Standard-PCR durchgefuihrt. Es wurden
Proben einer RAS, einer HST, einer unbekannten HCT und eines house-keeping-Gens nach
28, 34 und 40 Zyklen (y) entnommen und bis zur Analyse lber Agarosegelelektrophorese
(siehe Kapitel 2.1.6) bei 6 °C gelagert.

Temperatur (°C) Zeit Zyklen
94 5 min
HST (62); HCT (58); RAS

45 sec
(58); EF1a (62) 1
72 3 min
94 30 sec
HST (62); HCT (58); RAS

45 sec
(58); EF1a (62) y
72 2 min
94 30 sec
HST (62); HCT (58); RAS

45 sec
(58); EF1a (62) 1
72 10 min
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2.3.5 Untersuchung diverser ,house-keeping“-Gene

Zahlreiche Techniken ermdglichen die Quantifizierung der mMRNA: ,RNase Protection Assay®,
.Nuclease Protection Assay“ Northern Blot, Dot und Slot Blotting, semiquantitative und quan-
titative PCR (Thellin et al. 1999; Stirzenbaum und Kille 2001). Um intrinsische Variationen in
verschiedenen Zellorganen, wie die Integritat der RNA, Lagerungsbedingungen, die Effizienz
diverser Reagenzien bei der RNA-Extraktion, Aufreinigung, Reversen Transkription und bei
der PCR auszugleichen, werden simultan sogenannte ,house-keeping“-Gene als Kontrollen
zur Verifizierung und Quantifizierung bei jeder PCR eingesetzt (Serazin-Leroy 1998;
Setiawan und Lokman 2010).

2.3.5.1 18S-ribosomale RNA (18S-rRNA)

80% der Gesamt-RNA wird durch die ribosomale RNA reprasentiert. Die 18S-rRNA dient
zum Aufbau der 40S-Untereinheit der eukaryotischen Ribosomen (Rettschlag 2003;
Setiawan und Lokman 2010).

18S-rRNA wird als erstes Kontrollgen Uberprift, ob es sich als Standard fir die
Untersuchungen der Glechoma hederacea-Pflanzen eignet. Es wurde eine Standard-PCR
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.3.4.1).

: Schmelz-
Primername | Sequenz (bp)
temperatur (°C)
18S for 5-AGGAATTGACGGCCAAACAC-3’ 57,3
18S rev 5-GCACATCTAAGGGCATCACA-3 57,3

2.3.5.2 3-Aktin

Weiterhin wurde zur indirekten Bestimmung der mRNA-Expression in Blattern, Stadngeln und
Wurzeln von G. hederacea ein 150 bp-Teilstiick von 3-Aktin als interner Standard bei 53-57
°C amplifiziert.

: Schmelz-
Primername | Sequenz (bp)
temperatur (°C)
Aktin for 5-CTTATGTTGCCCTGGACTATGAGC-3’ 62,7
Aktin rev 5-GGCAACGGAATCTCTCAGCTCC-3 64,0

Die PCR wurde mit folgenden Bedingungen durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.3.4.1).

Da B-Aktin mit diesen Primern leider nicht amplifiziert werden konnte, wurden die B-Aktin-
Nukleotidsequenzen von Perilla frutescens (AB002819.1), Solenostemon scutellarioides 1
(DQ423374.1), Scutellaria baicalensis (HQ847728.1), Mentha arvensis (HM359217.1),
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Salvia miltiorrhiza 1 (DQ243702.1), Solenostemon scutellarioides 2 (EU019236.1), Salvia
miltiorrhiza 2 (HM231319.1), Salvia miltiorrhiza 3 (HMO051058.1), Salvia officinalis
(FJ858193.1) aus der NCBI-Datenbank Uber MultAlign tUbereinander gelegt (siehe Abbildung
22). Die spezifischen, degenerierten Aktinprimer wurden konstruiert, wo die meisten Uber-

einstimmungen lagen. Es wurde eine Amplifikatgrof3e von ca. 313 bp erwartet.

Hentha

Scutellaria
Salwial

SalviaZ2

Salviad
Solenostenon2
Perilla
Solenost.enonl
Salvia_officinalis
Consensus

Hentha

Scutellaria
Salvial

Salvia2

Salvia3
Solenostenon2
Perilla
Solenostenonl
Salvia_officinalis
Consensus

Hentha

Scutellaria
Salwial

SalviaZ2

Salviad
Solenostenon2
Perilla
Solenost.enonl
Salvia_officinalis
Consensus

Hentha

Scutellaria
Salvial

Salvia2

Salvia3
Solenostenon2
Perilla
Solenostenonl
Salvia_officinalis
Consensus

[ GGATGATATGGAGAARATWTGGC]

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 37 380 390

|
GATTGAGCATGGARTAGTCAGCAACTGGGATGATATGGAGARGATTTGGCATCATACCT-TCTACAACGARCTTCGTGTTGCGCCA
TAAGCARCTGGGATGATATGGEARARARTATGGCATCACACAT-TCTACARTGAGCTTCGTGTGGCTCCAGAAGAGCATCCARTCCTCTTGACTRARGCTCCTCTTARTCCCAR
GATCGAGCATGGARTTGTCAGCARCTGGGATGATATGGAGAARATATGGCATCATACAT-TCTACARTGARCTTCGTGTGGCCCCAGAAGAGCATCCCATTCTCTTGACAGAGGCCCCTCTTARTCCCAR
ARTTGAGCACGGTATTGTCAGCARC TGGGATGATATGGAGAAGATTTGGCATCATACCT-TCTACARCGAGCTTCGTGTGGCCCCAGAAGAGCACCCGATCCTCTTGACCGAAGCTCCTCTTARCCCCAR

GTCGCTCCTGARGAGCACCCTGTTCTGCTCACAGARGCCCCTCTCARCCCCAR
GATATGGAGAAGATCTGGCACCACACCT-TTTACAATGAGCTCCGTGTCGCTCCTGAAGAGCACCCCGTTCTGCTTACAGAGGCACCTCTCARCCCCAR
AACAGAG---GCACCTCTCARCCCCARGGCGARCAGAGAGARGAT--GACTCARATCATGTTTGARACCTTCARCGTGCCGGCCATGTA-TGTTGCTATTCAGGCTGT---GCTCTCATTGTATGCTAGT
CTCCGTGTGGCCCCAGAAGAGCATCCGATTCTCTTGACAGARGCCCCTCTTARCCCCAR

................. t.a.c..c..gg..gatabggagaa.at.bggca.ca.ac.b. b bacaa.ga.ct.cgbgb . go.cocagaagagea.ce. .b.cb. .bgac.ga. go.cecbebbaa.cocaa

91 40 410 420 430 4di) 4510 460 470 480 490 L] 510 520
I |

GECCARTCGTGARRAAATGACTCARATCATGTTTGAGACCTTTARTGCCCCTGCTA-TGTATGTTGCCATTCAGGCTGTTCTCTCTCTTTATGCCAGTGGTCGTACARC TRGTATCGTTCTCGACTCTGG
GGCCARTCGTGARRAGATGACGCAGATCATGTTTGAGACATTCARTGCTCCTGCCA-TGTATGTTGCCATTCAGGCGGTTCTCTCCCTTTATGCCAGTGRTCGTACARC TGGTATTGTTCTCGACTCTGG
GGCCARTCGTGARRRGATGACCCARATCATGTTTGAGACCTTCAATACCCCTGCTA-TGTATGTCGCCATTCAGGCTGTTCTCTCTCTATACGCCAGTGGACGTACARCAGGTATTGTTCTCGACTCTGG

GGCGARCAGAGAGAAAATGACTCARATCATGTTTGAGACCTTCARTGTGCCAGCTA-TGTATGTTGCCATCCAGGCCGTCTTGTCATTGTATGCTAGTGGCCGTACARCAGGTATTGTGCTCGACTCTGE
GECARACAGAGAGARAATGACTCARRTCATGTTTGAGACCTTCARTGTGCCAGCCA-TGTATGTTGCTATTCAGGCAGTCCTCTCATTGTATGCTAGTGGTCGTACGACAGETATTGTGCTCGATTCTGG
GGCCGTACARCAGGTGATTATCCARTTACT--CTGTCARGT TGCCAGTACCTGARAC TGARAGTCTTTTTATTTGCA-CCARATCTARATTCACTTGTG—-—————- ARCAGGAATTGTGCTCGACTCTGG
GECCARTCGTGARARAGATGACTCAGATCATGTTTGAGACGTTTARTGCCCCAGCCA-TGTATGTTGCCATTCAGGCAGTTCTCTCCCTGTATGCARGTGGTCGTACARC TGETATTGTTCTCGACTCTGE
ggccaa,cf,.ga, aa,abpac,casabocatgbbbgagac,bh . aaby, .co.go.a.bgbatgbbgoccatboaggc. gt . chotbe, b, Latgc,agbgg .cpbacaac, gpbakbet .cbopackcbgg
[AGATCACGMCCAGCMAGATC]
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I |

TGATGGTGTCAGCCACACAGTCCCCATCTACGARGGT TATGCTCTCCCCCATGCARTCCTGCGTCTTGATCTTGCTGGTCGTGATCTCACCGACCACCTCATGAAGATAT TGACAGAACGAGGCTACTCA
TGATGGTGTGAGCCATACAGTCCCTATCTACGARGGT TATGCACTCCCCCATGCGATCCTCCGTCTTGATCTGGC TGEECGTGATCTGACGGACCACCTCATGARGATAT TGACAGAGAGAGGCTACTCT
GGATGGTGTGAGCCATACAGTACCARTCTACGAGGGT TATGCTCTCCCCCATGCARTCCTCCGTCTTGATCTTGCTGGTTGTGATCTCACCGACAGCCTCATGARGATCCTCACAGAACGTGGCTACATG
GCGTGATCTGACGGACCACCTCATGAAGATATTGACAGAGAGAGGCTACTCT
TGATGGTGTARGCCACACTGTTCCTATTTATGARGGT TATGCGCTTCCCCATGCTATTTTGAGGCTGGATCTTGCTGGTCGTGATCTCACTGATTATCTCATGAAGAT TCTGACTGAGAGAGGC TACATG
TGATGGTGTGAGCCACACTGTTCCTATTTATGARGGT TATGCACTTCCTCATGCTATTTTGAGGTTGGATCTTGCTGGTCGTGATCTAACTGATTATCTCATGAAAAT TCTGACCGAARGAGGC TACATG
TGATGGTGTGAGCCACACTGTTCCARTTTATGARGGTTATGCCCTTCCCCATGCARTTTTGAGGTTGGATCTTGCTGGACGCGATCTCACTGATTATCTCATGAAGAT TCTGACTGAGAGTGGCTACATG
TGATGGTGTCAGCCATACAGTCCCCATCTACGARGGT TATGCACTCCCTCACGCGATCCTCCATCTTGATCTGGCCGEECGTGATCTCACCGACCACCTCATGAAGATC
tgabggtet , ageca,ac,gb,cc.ab,ba, gaaggtbabge, ct,cocecakge, at, b, g, cb, gabtcbbgckeg  cgbpakeckcac, ga, . a.cbcatgaagat , .bygac,pa,agaggcbac, ..

651 [131] 670 680 690 F00 Ho 720 730 740 750 760 770 780
I |

TTCACCACCACTGCTGARCGGGARRT TGTARGAGACATAAAAGAGAAGT TGGCTTACATTGC TCTCGACTACGAGCARGAGE TAGAAACAGCAAAGACCAGC TCTGCAGTGGAGARGARCTATGAGCTTC
TTCACCACCACTGCGGAGCGAGARRTTGTARGGGACATCAAAGAGARGC TGGCTTACATTGCTTTGGACTACGAGCARGAGL TGGAGACAGCCARGACCAGC TCTGCCGTGGAGARGARCTACGAGCTTC
TTCACGACTACAGCAGAGCGGGARRT TGTGAGGGACAT TAAGGAGARACTAGCCTACAT TGCCCTCGACTATGARCARGAGL TCGARACT GCAAAGACGAGC TCTGCTGTGGAGAAGAACTACGAGCTGE
TTCACCACCACTGCGGAGCGAGAARTTGTAAGGGACATCARAGAGARGCTGGCTTACATTGCTTTGGACTACGAGCARGAGC TGGAGACAGCCARGACCAGC TCTGCCGTGGAGARGARCTACGAGCTTC
TTTACCACAACTGCCGAG

TTTACCACARC TRCCGAGCCGGARATTGTTCGTGATGTAAAGGAGARGC TRGCATATGT TRCACTAGACTTCGAGCAGGAGATA

TTTACCACARCTGCCGAG

B B aC  A  C  as s s s s s s s s s s s sttt s s sttt st ssssssssssssssttsssttessssssssssststtttssssssttttsssssssssssssttstttttesssssssssssssssns

Abbildung 22: Alignment der B-Aktin-Nukleotidsequenzen von Perilla frutescens (AB002819.1),
Solenostemon scutellarioides 1 (DQ423374.1), Scutellaria baicalensis (HQ847728.1), Mentha
arvensis (HM359217.1), Salvia miltiorrhiza 1 (DQ243702.1), Solenostemon scutellarioides 2
(EU019236.1), Salvia miltiorrhiza 2 (HM231319.1), Salvia miltiorrhiza 3 (HM051058.1), Salvia offici-
nalis (FJ858193.1)

: Schmelz-
Primername | Sequenz (bp)

temperatur (°C)

LamAct-f 5-GGATGATATGGAGAA(G/A)AT(T/IA)TGGC-3' 58,0

LamAct-r 5-AGATCACGMCCAGCMAGATC-3' 59,4

2.3.5.3 Elongationsfaktor 1a (EF1a)

Da zu dieser Zeit noch keine Lamiaceae-Sequenzen der ,house-keeping“-Gene von
GAPDH, Ubiquitin und Tubulin in der NCBI-Datenbank existierten, wurden EFla-Lamiales-
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Nukleotidsequenzen von Scutellaria baicalensis (HQ694771.1), Origanum vulgare
(GU385981.1), Plantago major (AM111324.1), Striga asiatica (DQ442392.1), Avicennia
marina (AB106676.1), Phelipanche racemosa (HM219554.1), Forsythia x racemosa
(X97131.1) und Salvia officinalis (FJ858191.1) in MultAlign Ubereinandergelegt, um spezielle

degenerierte Primer zu entwerfen (siehe Abbildung 23).

£i 1300085609 |gb IHH21
£i1325301465 1 gbIHOGY
£il292432031db jIABLY
gil3013437241gbIGUIB
gil106873592 lenb | AHL
#i1908116901¢b1DO442
gil1669667 lenb1X9713
gil2375135281gbIFJ85

Consensus

i 1300085609 | gb IHH21
¢il3253014651gbIHOES
2i 129243203 1db jIABLD
2il3013437241gbIGU38
2il106879592 lenb | AHL
£il908116901gb 100442
2il1669667 lenb1X9713
2il237513528 1 gbIF )85

Consensus

2i 1300085609 | gb IHH21
£il3253014651¢bIHOES
2i 129243203 1db jIABLO
2il301343724d1gbIGU38
2il106879592 lenb | AHL
2i 1908116901 gb 100442
zil1669667 | enb 1 X9713
=i 1237513528 | gb IFJ85

Consensus

2i 1300085609 | gh IHH21
2i 1325301465 | gh IHOG3
2i 129243203 1db jIAB10
2il3013437241gbIGU38
2i 106879592 |enb | AKL
2i 1908116901 gb 100442
2i 1669667 | enb 1 X9713
2i 12375135281 gbIFJ85

Consensus

£i 1300085609 |gb IHH21
£i1325301465 1 gb 1HAE3
£i1292432031db jIABLD
£i13013437241gbI1GU3B
gil106879592 lenb | AHL
£i1908116901gh 100442
gil1669667 lenh1X9713
gil237513528 1gbIFJ85

Consensus

gil300085609 1gblHH21
#i1325301465 1 gbIHOGY
gil292432031db jIABLY
gil3013437241gblGUIB
gil106879592 1enb IAHL
gil908116901¢b1D0442
gil 1669667 lenb1X9712
gil237513528 1gblFJ8%

Consensus

2i 1300085609 | gb IHH21
£il3253014651¢bIHOES
2i 129243203 1db jIABLO
2il301343724d1gbIGU3S
2il106879592 lenb | AHL
£il908116901gb 100442
2il1669667 lenb1X9713
2il237513528 1 gbIF )85

Consensus

2i 1300085609 | gb IHH21
i 1325301465 | gb IHOG3
2i 129243203 1db jIAB1O
2il130134372d1gbIGU38
zi 106879592 lenb | AHL
£i 1908116901 gb 10442
2il1669667 | enb 1 X9713
2i 1237513528 | ghIFJ85

Consensus

391 400 410 420 430 440 450 460 a0 q480 490 500 510 520
1 1

AACATGAT TACAGGGACTTCTCAGGCTGACTGTGCTGTTCTCATCATCGATTCCACCACTGGTGGTTTTGAAGC TGGTATTTCCAAGGATGG-TCAGACCCGTGAGCATGC-TCTGCTCGCTTTCACTCT
AACATGATTACTGGARCCTCACAGGCTGATTGTGCTGTCCTCATCATTGACTCCACCACTGGTGGTTTTGAAGCTGGTATTTCCAAGGATGG—ACAGACTCGTGAGCATGC-ATTGCTTTCTTTCACTCT
ACGCACGC-TCTTCTGGCTTTCACTCT

AACATGATTACTGGTACCTCTCAGGC TGACTGTGCTGTCCTCATCATCGATTCCACCACTGGTGGTTTTGAAGCTGGTGTCTCCARGGATGG-TCAGACCCGTGAGCATGC-TTTGCTTGCTTTCACGLT
GGCTGGTATTTCCARGGACGGATCAGACCCGTGAGCATGCATTTGCTTGCTTTCACTCT
......................................................................................................... geca.gc.b.b.cbk.gctbtocac.ct

630 640

650
1

TGGAGTCARGCAGATGATTTGCTGCTGCAACARGATGGACGCGACCACACCGARGTACTCCARGGCCAGGTATGATGARATCGTGARGGARGTGTCT TCGTACCTGARGAAGG TCGGATACARCCCCGAC
AGGTGTCARGCARATGATTTGCTGCTGCAACARGATGGATGCCACCACTCCARAATACTCARAGGCCAGATATGATGARATTGTGARGGARGTCTCTTCCTACATCARGAAGGT TGGATACAACCCTGAG
TGGAGTGARGCARATGATCTGCTGCTGCAACARGATGGATGCTACCACTCCCARGTACTCCARGGCGAGGTATGATGARATCATCARGGARGTCTCATCCTACCTGARGAAGGT TGGT TACAARCCCAGAG

CGGTGTCARGCAGATGATTTGCTGT TGCAACARGATGGATGCCACCACACCAARATACTCCAAGTCTAGATATGATGAAGTTGTGAAGGARGTTTCTTCCTACATCARGARGGTTGGGTACAACCCTGAC
TGGAGTGARGCARATGATTTGCTGCTGTAACAAGATGGATGCCACCACATCC
.gg.gb.aagca.atgat.bgcte.by.aacaagatggatgc.accac. . .c..

660 670 680 690 700

710

651 720 730 740 750 760 70 780
I 1

ARARTCGCATTCGTCCCCATTTCCGGATTTGAGGGAGACARCATGATTGAGAGGTCCACCARCCTCGACTGGTACARGGGCCCAACCCTCCTTGAGGCTCTTGACCAGAT TTCAGAGCCCAAGAGGCCCA
AAGATCCCATTTGTCCCCATTTCTGGTTTTGAGGGAGACARCATGATTGAGAGGTCCACCARCCTGGACTGGTATARGGGCCCAARCCCTCCTTGARGCTCTTGACATGGT TCAGGAGCCARAGAGGCCCT
AAGATCCCATTTGTGCCARTCTCTGGATTTGAGGGTGACAARCATGATTGAGAGGTCGACCARCCTCGACTGGTACARGGGCCCCACCCTCCTTGAGGCCCTTGACARCATATCTGAGCCCARGAGGCCGT
ATATGATTGAGAGGTCCACARACCTCGACTGGTACARGGGACCAACCCTTCTTGARGCTCTTGACARTATCTCTGAGCCARAGAGACCAT
CTCGAGGCCCTTGACCTGATCARTGAGCCCAAGAGGCCTT
AAGATTCCATTTGTCCCCATTTCTGGTTTTGAGGGTGACARCATGATTGAGAGGTCCACCARCCTTGACTGGTACARGGACCCGACCCTRCTTGATGCCCTTGATCAGAT TCAGGAGCCCARGAGGCCCT

[........................................ﬂ.abgattgagaggtc.ac.aacct.gactggtﬂ.ﬂﬂgg..Cc.accct.cttga.gc.cttgac...ﬂb....gﬂgcc.aagaggcc.t
GACAAGCCCCTCCGT!

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
I

1
GACARGCCCCTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTTTACARGATCGGTGGTATCGGAACTGTCCCTGTTGGTCGTGTTGARRCGGGTGTCATCARGCCCGGCATGTTAGTCACCTTTGCCCCGACTGGGTT
CAGACAAGCCACTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTTTACARGATTGGTGGTATTGGTACCGTGLCAGT GGGACGAGT TGAGACTGGTCTCCTTARGCCCGGTATGGTTGTGACCTTCGGLCCCACTGRETCT
CAGACAAGCCCCTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTCTACARGAT TGGTGGTATTGGAACCGTCCCTGTTGGTCGTGTGGAGACTGGTATGL TGARGCCCGGTATGCTTGTGACCTTCGGLCCCTCTGGECTT
CAGACAAGCCCCTCCGTCTCCCACTCCAGGATGTGTACARGATTGGTGGAATCGGAACTGTTCCAGTCGGTAGAGTTGAARCTGGAGTCATCARGCCTGGAATGGTGGTCACCTTTGGTCCAACTGGGET
CAGACAAGCCCCTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTTTACARGATTGGTGGTATTGGAACTGTGLCTGT TGGACGTGTGGAGACTGGTGTCATCARGCCCGGTATGGTAGTCACGTTTGGCCCAACTGGTTT
CAGACAAGCCCCTCCGTCTCCCTCTCCAGGACGTCTACARGATTGGTGGCATTGGCACTGTCCCTGTTGGCCGTGTGGAGACAGGTATTTTGARGCCTGGAATGGTAGTTACATTTGGACCATCAGGCCT
CAGATAAGCCCTTTCGACTCCCACTTCAGGATGTTTACAAGATTGG

cagacaagcccctoocghcbooccactbocaggatgt ,bacaagattggbge, at . g, actgtb ,co. gt gg.cg. gt . pa . ac,geb . b, b aagee .. pe.atg. b, gt ac, bEbgg . oo, .chgp, . b

11
1
GACTACTGAAGTTARGTCTGTTGAGATGCATCATGARTCCATGCTTGAGGCTCTTCCCGGTGACAATGTCGGTTTCARTGT TAARGARTGT TGCCGTGARGGATCTGAARCGTGGT TATGTTGCTTCGART
GACCACTGAAGTTARGTCGGTTGAGATGCACCACGARTCAT TGCTGGAGGCTCTTCCTGGTGACAATGT TGGGT TCARCGT TAARGARTGT TGCTGTGARGGATCTGAAGCGTGGTTTTGTTGCGTCCARC
GACAACTGAAGTTARGTCTGTTGAGATGCACCACGARGCCT TGCAGGAGGCTCTTCCTGGCGACAATGT TGGGT TCARCGTGAARGARTGTTTCTGTTARGGATCTCARGCGTGGT TATGTTGCCTCAART
CACCACTGAAGTCARATCAGTTGARATGCACCACGAGGCCCTCCCAGARGCTCT TCCAGGGGACAATGT TGGCTTCARCGTGAARGAACGT TGCTGTCARGGATCTGAAGCGTGGGTTCGTTGCTTCGARC
GACCACTGAAGTCARGTCTGTTGAGATGCACCATGAGTCCATGCCTGARGCTCT TCCAGGGGACAATGT TGGATTCARCGT TAARGARTGT TGCTGTCARGGATCT TAAGAGAGGT TTCGTTGCCTCCARC
AACCACTGAGGTCARGTCTGTTGAGATGCACCATGAGGCCATGCAGGAGGCCCTCCCAGGTGATAACGT TGGGT TCARTGTGAAGARTGT TGCTGTGARGGATTTGAAGCGTGGT TATGTGGCTTCCARC

920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030

1040
1

.ac.actgaagt.aagbtc.gbbgagatgcacca.ga..co.begc. .ga.gobocbboo.gg.pacaatgbbgg . bbcaa. gt . aagaatgtbgcb gl  aagpat.ct . aagoptepbb. .gbbgc. o, da.

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| 1

TCTAARAGACGACCCTGCCAAGGAAGCTGCTAACTTCACATCCCARGTCATCATCATGAACCATCCCGGACAGAT TGGACAGGGT TATGCTCCGGTGCTCGACTGCCACACGTCGCACATTGCTGTTARGT
TCCARGGATGATCCTGCCAGGGAAGCTGCCARCTTCACCTCCCAGGTCATCATCATGAACCACCCAGGGCAGAT TGGARATGGATATGCCCCAGTGCTGGACTGTCACACCTCCCACATTGCTGTTARGT
TCTARGGATGATCCTGCTAAGGGAGCCGCCAGCTTCACTTCACAGGTCATTATCATGAACCATCCTGGTCAGAT TGGTARTGGCTACGCACCAGTGCTTGACTGCCACACCTCCCACATTGCTGTTARGT
TCARAGGATGATCCTGCTAAGGAAGCTGCCAACTTCACTTCACARGTCATCATCATGAACCACCCTGGTCAGATCGGARATGGT TATGCTCCAGTTCTTGATTGCCACACTTCACACATTGCTGTGAAGT
TCCARGGATGATCCCGCCARGGARGCTGCTAACTTCACTTCCCAGGTCATCATCATGAACCACCCTGGCCAGAT TGGACARGGT TATGCCCCAGTGCTGGACTGCCACACCTCCCACATTGCTGTGAAGT
TCGAAGGATGACCCTGCCARGGAAGCTGCTARCTTTACCTCGCGGGTTATTATCATGAACCACCCTGGGCAGAT TGGTCAGGGCTATGCCCCCGTGCTCGACTGCCACACTTCCCACATTGCTGTCAART

tc.aaggatga.ccbgc.aaggaagcbgc.aactbcac.be.ca.gbeat  atcatgaacca.coc.gp.cagabtbgy. .a.gg.tatpe.co.pbgek .gactgoccacac.be.cacatbgetgl L aagt
[GCATCACCRTTCTTCAAGAACTTRGG]

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

I 1

TTGCTGAGCTCGTGACCARARTAGACAGACGGTCTGGTARAGAGC TCGAGARGGAACCTAAGTTCTTGARGAATGGTGATGCTGGT

TTGCAGAGCTGGTTACCARGATCGACAGGCGTTCCGGTARGGAGC TGGAGARGGAGCCCAAGTTCTTGARGARCGGTGATGCCGGTATGGTTARGATGATTCCCACCARGCCCATGGTTGTGGAGACATT
TTGCTGAGCTCGTCACCARGAT TGACAGGCGATCTGGTARGGAAC TCGAGARGGAARCCTAAGTTCTTGARGARCGGTGATGCTGGATTTGTGARGATGATTCCAACCARGCCCATGGTTGTGGARACCTT
TCTCTGAGCTTCTGACGARGAT TGATAGGAGGTCTGGAAAGGAGC TGGAGARGGAGCCCAAGTTCTTGARGARCGGAGATGC TGGAATGGTGARGATGAT TCCGACCARGCCGATGGTGGTGGAGACTTT
TTGCCGAGCTAGTCACCARGATTGACAGACGATCTGGL TTI CCARATTCTTGARGAATGGTGATGCTGGTATGGT TARGATGATTCCAACCARGCCTATGGTCGTGGAGACTTT
TTGTCGAGCTCGTGACTARGATTGATAGGCGGTCTGGT T CCARGTTCTTGARGAATGGTGATGCTGGGTTTGTTARGATGATTCCGACCARGCCCATGGTTGTGGAGACTTT

ttgc.gageb.gt.ac.aagat .ga.ag.cg.becbgg.aaggaget .gagaagga.cc.aaghticiigaagaa.ggtgatgebgg. .t gt . aagat gattcc.accaagec.atggb.ghgga.ac.Lt

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420

1301 1310 1430
I 1

CTCAGAGTACCCACCTCTTGGTCGTTTTGCTGT TCGTGACATGAGACAARCGGTTGLTGTTGGTGTCATTAAGAGCGT TGAGARGARAGACCCARCAGGT GCCAAGGG T TACCAAGGC TGCTGCCARGAR
CTCTGAATACCCACCACTGGGTCGTTTTGCTGTTCGTGATATGCGTCAGACAGT TGLTGTTGGTGTCATARAGAGCG TGGAARRGARGGAGCCTTCAGGT GCTAAGG-TGACCAAGGCCGCTGTTARGAR
TGCTCAGTACCCACCTCTGGGTAGGT TTGCCGTGAGGGACATGAGGCAGACTGT TGLTGTTGGTGTGATCAAGAGCGTGGAGARGARGGA
CGCTGAGTACCCGCCTTTGGGTCGTTTTGCCGTCCGTGACATGAGACAGACAGT TGCAGTTGGTGTCATCAAGAGTGT TGAGARGARAGARCCATCAGGT GCCAAGG-TGACCAAGGCAGC TGCCARGAR
TGCTGAGT

saCo.a-ba..

Abbildung 23: Alignment der EFla-Lamiales-Nukleotidsequenzen von Scutellaria baicalensis
(HQ694771.1), Origanum vulgare (GU385981.1), Plantago major (AM111324.1), Striga asiatica
(DQ442392.1), Avicennia marina (AB106676.1), Phelipanche racemosa (HM219554.1), Forsythia x ra-
cemosa (X97131.1) und Salvia officinalis (FJ858191.1)
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' Schmelz-
Primername | Sequenz (bp) t tur (°C)
emperatur (°

EF1a-f 5-GACAAGCCCCTCCGTCTCCCAC-3 67,7

EF1a-r 5-GCATCACCRTTCTTCAAGAACTTRGG-3 63,2

2.3.6 Expressionsstudien zu Hydroxycinnamoyltransferasen aus Blat-
tern, Bluten, Stangeln und Wurzeln

Es wurde RNA aus gereinigten Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln von Glechoma
hederacea extrahiert (siehe Kapitel 2.3.1) und in cDNA umgeschrieben (siehe Kapitel 2.3.3)
und ein semiquantitativer PCR-Ansatz mit 1 pl cDNA und je 0,5 pl Primern verwendet (siehe
2.3.4.2), um die Expression der HST, der RAS, der unbekannten HCT und des Standards
EF1a zu untersuchen.

Nach Beendigung des gewdahlten Programms wurden die Proben auf 6 °C gekulhlt. Die PCR-
Proben wurden direkt mithilfe der Agarosegelelektrophorese analysiert.

Primername | Sequenz (bp) Schmelz-
temperatur (°C)
Gh-RAS-f 5'-GACAAGCCCCTCCGTCTCCCAC-3 63,4
Gh-RAS-r 5-AATTGTCGACTTAAATCTCATAAAACAACTTCTC-3' | 62,2
Gh-HST-f 5-ATGAAAATCGAGGTGAGAGACTCGACGCT-3' 66,7
Gh-HST-r 5-TCAAATATCATAGAGCAGCTTCTC-3 57,6
Gh-HCT-f 5-ATGAAGATGAGTGTGAAGGAGTCA-3' 59,3
Gh-HCT-r 5-TCAAATATCATAAAGCAGCTTCTCA-3 56,4

2.3.7 Extraktion von Chlorogen-, Kaffee- und Rosmarinsdure aus Blattern,
Bliten, Stdngeln und Wurzeln

Nach dem Lagern der verschiedenen Glechoma hederacea-Pflanzenorgane bei -80 °C und
dem Gefriertrocknen fiir 16 h wurde das Pflanzenmaterial fein gemorsert. Es wurden 10 mg
der fein gemorserten Zellen mit 1 ml 70%igem EtOH versetzt und intensiv suspendiert.
Danach wurden die Zellen im Ultraschallbad bei 70 °C fur 10 min beschallt. Nach wieder-
holtem Resuspendieren wurde die Extraktion im Ultraschallbad wiederholt, erneut gemischt
und bei 3000 g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:10 mit 40% MeOH/0,01%
HsPO, verdiinnt und Gber HPLC analysiert.
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2.3.8 Versuche zur Isolierung einer Lamiaceae-HOT

2.3.8.1 Entwurf von HQT-Primern mithilfe des Programms CLC-

Sequence Viewer

Um die HQT-Sequenz aus G. hederacea zu isolieren, wurden HQT-Nukleotidsequenzen von
Solanum lycopersicum (AJ582652.1), Nicotiana tabacum (AJ582651.1) und Cynara cardun-
culus (DQ915589.1) im CLC-Sequence-Viewer zur ldentifizierung konservierter Nukleotidbe-
reiche Ubereinandergelegt. Durch Vergleichen mit den bekannten langen und kurzen HST-
und RAS-Sequenzen aus Glechoma (Sander 2010) konnten die Unterschiede bestimmt und

aus den konservierten Regionen zwei Primer identifiziert werden (siehe Abbildung 24).

[GATTAGGTAGAGATGAACAAG]

< 260

|
TcGBEGGGEG
ulele] fufefe] 1 1e
ulele] fufele] 1 1e
TcGEGGGGHG
TGGEGGGGHG
BEcBcGGGEG
BBcEcGGGEG

UGGCGGGGAG

Cynara cardunculus
Solanum lycopersicum
Nicotiana tabacum
GhHST-k

GhHST-I

GhRAS-k

GhRAS-|

Consensus

280

|
GATcHcHETGC
GATGAAEAAG
GATGAAEAAG
GHABcHAGGHABG
GABGAGGHABG
BABCATAATA
BEEcATAATA

GACGAGAAUG

BTTEGGTHEGHE
ATTAcGGTHGG
ATTAGETAGA
GETGHABRGHGHA
GETGHAGHGHA
GETGHABGATG
GETcHARcATG

GCUGAAGAGA

BEBcGATTCT
GTHAGHEATTGHA
GAAGAATTGA
GTHGGGTTGA
GTHAGGGTTGH
ATEcBETECA
ATEcEETECA

GUAGGAUUGA

GATEGATTGHE 267
GATEGATTGE 207
GATEGAETGCE 261
GATEcHETCH 261

GAUCGAUUGC

100%

Conservation
0%

<

GHTGHGGATE
GAGTGTGATT
GATTEAGATT
GHATGETGATT
GHATGETGATT
GHAGEBEGGATT
GHGEEGGATT

GAUGCNGAUU

Cynara cardunculus
Solanum lycopersicum
Nicotiana tabacum
GhHST-k

GhHST-I

GhRAS-k

GhRAS-I

Consensus
100%

Conservation
0%

GCTGGGA]

< 1.260

|

Cynara cardunculus ETTGTATGHER
Solanum lycopersicum
Nicotiana tabacum
GhHST-k

GhHST-I

GhRAS-k

GhRAS-I
Consensus
100%

Conservation
0%

AcBcTABGAG
AcBcTABGAG
GEEGTTTGAA
GEBGTTTGHA

AUCGUAUGAA

Abbildung 24: Alignment der HQT-Sequenzen von Solanum lycopersicum (AJ582652.1), Nicotiana
tabacum (AJ582651.1) und Cynara cardunculus (DQ915589.1) mit den kurzen und langen HST
(HG423392, HG423393)- und den kurzen und langen RAS-Sequenzen (HG423394, HG423395) aus

Glechoma hederacea

320

1.220

|

fBccciceee THEGGEEGHATE
TTcGATGGGG TAGCEEHATT
TTGGATGGGG BA
TTGGGTGGGG GHGGEEGHATE
TTGGGTGGGG
TTGGGTGGGG
TTGGGTGGGG
UUGGGUGGGG

ABBGcGEGGTG
AAGGCCGAUC

GAGGEEGATE T
ABAGGEGGTG TATAT
TATATGGGGR

340

[CATATAAAATGCAA
1.240 >

|
TTTATGGGHAE BccEATCEAT 1211
BATAT BAcGETTCHAT 1169
BAcETTGEAT 1187
BGGGTGGEAT 1172
BGGGTGGEAT 1124
BGTGGGEGGE 1076
BGTGGGHEGGE 1178

UAUAUGGGAC CGGGUGGCAU

1.280

|
ATGTTETAER

(| PR T T P T

1300 >

|
GGAABEATAT GHGEBEAAAE - - -AABGATA 1258
GGGHEAATTT ATATTATAEE AACTEEAAAT TETANAGATH 1219
GGGHBAGTTT ATATATTGEE AACTEEAAAT AGTAMAGHATH 1237
GGEETEAGET TTcTGETGEE TACEEEAGEE - - - AAEGAEG 1219
GGEETEAGET TrcTcETCEE TAGEEEAGEE - - - AAEGABG 1171
GGGANAAGET ATTTGETGEE AAATEEGGAT - - - ANEGHEG 1123
GGGHAGHGET ATTTCETGEE CANTEEAGAT - - - HAEGHEG 1225
GGGACNAGCU AUGUGCUGCC AAGUCCAGAU - - -AACGACG
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_ Schmelz-
Primername | Sequenz (bp) t tur (°C)
emperatur (°

HQT-f 5-GATTAGGTAGAGATGAACAAG -3 54,9

HQT-r 5-CATATAAAATGCAAGCTGGGA -3 51,1

Es wurde eine Standard-PCR (siehe Kapitel 2.3.4.1) bei 47, 49, 52 und 55 °C durchgefuhrt,
um ein 980 bp langes Amplifikat zu erzielen. Die Uberprifung der Funktionsfahigkeit der
Primer wurde mit cDNA aus Bluten von Nicotiana tabacum durchgefihrt.

2.3.8.2 Isolierung von genomischer DNA aus Blattern

Die genomische DNA (gDNA) reprasentiert das komplette Genom, also alle Gene eines
Organismus. Bei hoheren Organismen befindet sich die genomische DNA im Zellkern, in den
Plastiden und Mitochondrien (Milhardt 2009). Bei Eukaryoten kann sie in kodierende
(Exons) und nichtkodierende (Introns) Bereiche unterteilt werden. Durch SpleiRen (Entfer-
nung der Introns) und weitere posttranskriptionale Veréanderungen entsteht aus der pra-
MRNA die fertige MRNA. Die Menge an Gesamt-DNA der Kerngenome von Samenpflanzen
reichen von 125 Megabasenpaaren (Mbp) bei Arabidopsis zu 30000 Mbp bei einigen
Liliaceae (Sitte et al. 2002).

Zur lIsolierung von genomischer DNA wurde die Methode von Rogers und Bendich (1985)
angewandt.

Das verlesene und gereinigte Pflanzenmaterial von Glechoma hederacea wurde in einem mit
flissigem Stickstoff vorgekuhlten Morser fein zermahlen. 200 mg des pulverisierten Materials
wurden in 1,5 ml-EppendorfgefaRe tberfiihrt, in denen sich 300 pl 2x CTAB-Puffer (65 °C)
befanden. Nach Inkubation bei 65 °C fir 20 min mit mehrmaligem Mischen wurde 30 min auf
Eis inkubiert. Man gab 300 pl Chloroform hinzu und mischte sorgfaltig. Das chaotrope Salz
CTAB ist ein Akronym fir Cetyltrimethylammoniumbromid. Es bildet Komplexe mit Proteinen
und Polysacchariden, erstere werden durch Chloroform extrahiert. Nach einer Zentrifugation
fur 5 min bei 13000 g wurde die obere Phase abgehoben und in ein neues Eppendorfgefal3,
in dem sich 30 pl auf 65 °C temperierter 10x CTAB-Puffer befanden, tberfihrt. Nach Zugabe
von 300 pl Chloroform, Schitteln und einer weiteren Zentrifugation bei vorherigen
Bedingungen wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und in neue 1,5 ml- Reaktions-
gefalle uberfuhrt, in welchen sich 250 pl CTAB-Préazipitationspuffer befanden. Nach inten-
sivem Suspendieren wurde bei 13000 g fiir 10 min zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uber-
stands ist das Prazipitat oft nur als schwacher Film erkennbar. Es wurde in 200 pl High Salt
TE resuspendiert, nach Zugabe von 400 pl Ethanol p.a. (99%) gemischt und die DNA bei -20
°C fur mindestens 15 min gefallt. Nach einem Zentrifugationsschritt (15 min, 13000 g) war
ein diffuser, weilRer Niederschlag sichtbar. Dieser wurde zweimal mit 70%igem Ethanol ge-
waschen und dann bei 37 °C im Trockenschrank fir 5-10 min getrocknet. Bei einer zu inten-
siven Trocknungsperiode ist die gDNA schwer wieder in Loésung zu bringen. Das Pellet
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wurde in 30 ul autoklaviertem Wasser oder 30 pl 0,1 M TE-Puffer und 0,3 ul RNAse fir 30
min bei 37 °C geldst. Mit der gewonnenen gDNA wurde eine Standard-PCR (siehe Kapitel
2.3.4.1) bei 47, 49, 52 und 55 °C durchgefiihrt.

2x CTAB-Puffer

CTAB 2% (m/v)

Tris/HCI 200 mM pH 8,0

EDTA 20 mM pH 8,0

NaCl 1,4 M

Polyvinylpyrrolidon 1% (m/v)

10x CTAB-Puffer

CTAB 10% (m/v)

NaCl 0,7 M

High Salt TE-Puffer

Tris/HCI pH 8,0 10 mM

EDTA pH8,0 1mM

NaCl 1M

CTAB-Prazipitationspuffer

CTAB 1% (m/v)

Tris/HCI pH 8,0 50 mM

EDTA pH 8,010 mM
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2.3.8.3 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Durch das NucleoSpin®-Extract Il Kit kann DNA isoliert und gleichzeitig gereinigt werden.

Die identifizierte(n) DNA-Bande(n) wurde(n) unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein Eppen-
dorfgefald gegeben. Dabei war darauf zu achten, dass die UV-Exposition mdglichst gering
gehalten wird. Durch zu intensive UV-Exposition kann es zu Depurinierung oder zur Bildung
von Pyrimidindimeren oder Strangbriichen kommen (Mulhardt 2009). Das Gelstuck wurde in
ein 2 ml-Eppendorfgefal’ tberfihrt, das Gel-Gewicht bestimmt und mit der doppelten Menge
an NT-Puffer versetzt. Durch das Erwarmen auf 50 °C fur 10 min wurde die Agarosegel-
matrix verflussigt. Nach intensivem Durchmischen gab man die Lésung auf ein NucleoSpin-
Saulchen und zentrifugierte 1 min bei 11000 g. Der Durchfluss wurde als ethidiumbromid-
haltiger Abfall entsorgt. Nach Zugabe von 600 pl NT3-Puffer auf das Saulchen wurde bei den
vorherigen Bedingungen (s.0.) zentrifugiert. Nach diesem Zentrifugationsschritt schloss sich
ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 2 min bei 11000 g an, um die restliche Flissigkeit zu
entfernen. Um die adsorbierte DNA von der Silikatmembran zu I6sen, gab man 20 pul (2x 10
pl) autoklaviertes Aqua dest. auf das Saulchen und inkubierte fir 1 min. Die extrahierte DNA
wurde durch Zentrifugation unter den genannten Bedingungen in ein neues, autoklaviertes
1,5 ml-Eppendorfgefal? tberfihrt.

2.3.8.4 Ligation in pDrive®-Vektor

Plasmide sind kleine, ringférmige DNA-Molekile, die in Bakterien neben dem Chromosom
vorliegen. Mit deren Hilfe kbnnen nitzliche Gene von Bakterium zu Bakterium weitergegeben
werden. lhre Vermehrung erfolgt autonom, d.h. unabhéngig vom Bakterienchromosom, da
sie einen eigenen Replikationsursprung (origin of replication) aufweisen. AuRerdem besitzen
sie ein Selektionsgen (Ampicillin-, Kanamycinresistenz) und eine Klonierungsstelle (cloning
site), um fremde DNA in das Plasmid einbringen zu kénnen (Milhardt 2009).

Das Qiagen-PCR-Klonierungskit macht sich den durch die Tag-Polymerase eingefihrten
Desoxyadenosintiberhang zunutze, da sie keine glatten, sondern Uberhangende Enden
schafft. Der pDrive®-Klonierungsvektor ist in seiner linearen Form mit einem U-Uberhang an
jedem Ende ausgestattet und hybridisiert mit den entsprechenden PCR-Produkten. Durch
die Zusammensetzung des Puffers im Ligations-Master-Mix ist eine optimale Bedingung fur
eine schnelle und effiziente Ligation geschaffen (Angaben des Herstellers).

Ligationsansatz

0,5 pl pDrive®-Cloning Vektor

2 pl PCR-Produkt

2,5 pl Ligation Master Mix 2 x

Ligation erfolgt Gber Nacht bei 4 °C
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2.3.8.5 Transformation von chemokompetenten EZ-Zellen

Um die DNA aus dem umgebenden Medium aufnehmen zu kénnen, werden kompetente
Zellen bendotigt.

Zunachst wurden LB-Agar-Platten prapariert: Nach Verflissigung von 250 ml LB-Agar-
Medium gab man die entsprechende Menge Ampicillin (1250 pl 20 mg/ml Ampicillin auf 250
ml Medium), 0,1 M IPTG (50 ul, Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) und X-Gal (160 ul, 50
mg/ml X-Gal = 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-3-D-Galactopyranosid in autosterilem Dimethyl-
formamid) hinzu, um eine Blau-Weil3-Selektion zu erzielen. Ampicillin verhindert das Wachs-
tum derjenigen Bakterien, die keinen Vektor aufgenommen haben, da diese nicht Ampicillin-
resistent sind.

Die Klonierungsstelle des Vektors kann in einem Gen liegen, das nach dem Klonieren eines
DNA-Fragments in das Plasmid inaktiviert wird. Dies macht man sich bei der Blau-Weil3-
Selektion zunutze, die auf einer Unterbrechung des lacZ'-Gens beruht. Dieses Gen kodiert
fur das N-terminale a-Fragment der (3-Galactosidase, die jedoch keine R-Galactosidase-
Aktivitat aufweist. Die a-Komplementation beschreibt die Wiederherstellung der Aktivitéat
durch das ebenfalls inaktive, C-terminale w-Fragment des Bakterienstamms. Bakterien-
kolonien, bei denen das lacZ‘-Gen durch die Insertion eines DNA-Fragments unterbrochen
ist, bleiben nach der Inkubation mit dem Induktor IPTG und X-Gal weil3 (positive Klone),
wohingegen die Klone ohne Insert die B-Galactosidase exprimieren und X-Gal zu Indigo
umwandeln (blaue Klone). Der erste Schritt beinhaltet die Hydrolyse des X-Gals zu
Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl durch die 3-Galactosidase. Als Nachstes erfolgt die
Oxidation mit Luftsauerstoff und die Dimerisierung zu 5,5'-Dibrom-4,4‘-Dichlorindigo, welche
sich erst nach 1-2 Stunden bei 4 °C entwickelt (Milhardt 2009).

EZ-Zellen sind durch das hinzugefuigte CaCl, extrem empfindlich. Deshalb sollten sie auf Eis
auftauen, was ungefahr 5 min dauerte. Nach Zugabe des Ligationsansatzes (5 ul) mischte
man behutsam und inkubierte fir 5 min auf Eis. Dann wurde bei 42 °C im Wasserbad fur 30
Sekunden die Zellwand ,durchléchert. Um den Bakterien eine ,Erholungsphase“ zu
schaffen, wurde auf Eis fir 2 min inkubiert und 250 ul temperiertes SOC-Medium (siehe
Kapitel 7.3.2) dazu gegeben. Um die Ausbildung der Ampicillinresistenz zu erméglichen, in-
kubierte man 30-45 min bei 220 UpM bei 37 °C. Nach Ablauf dieser Periode verteilte man
den kompletten Inhalt des Eppendorfgefal3es auf die vorbereiteten Platten und inkubierte 16
h bei 37 °C. Der Einbau des Inserts lieR sich durch Plasmidpraparation aus einer UN-Kultur
(siehe 2.1.4), anschlieendem Restrikitionsverdau (siehe Kapitel 2.3.8.6) und Kontrolle durch
Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 2.1.6) tberprifen.

2.3.8.6 Restriktionsverdau mit EcoRlI

Um die Kolonien zu bestimmen, die den pET-Vektor mit ligiertem Plasmid tragen, wurde ein
Verdau durchgefihrt.
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Verdau

1,5 pl EcoRI 10x Puffer

5 ul Plasmid

0,5 ul EcoRlI (10 U/ul)

8 ul Aqua dest. (autoklaviert)

Der Ansatz wurde fir mindestens 3 h bei 37 °C im Trockenschrank inkubiert, bevor er tUber
ein Agarosegel (siehe Kapitel 2.1.6) analysiert wurde.

2.3.8.7 Entwurf von HQT-Primern mit dem CODEHOP-Programm

Um unbekannte Mitglieder einer Genfamilie durch PCR zu isolieren, werden meist
degenerierte Primer benutzt. Diese enthalten einen Primerpool aller méglichen Nukleotid-
sequenzen, welche fir ein konserviertes Motiv kodieren. Eine andere Mdglichkeit ist die
Verwendung von Konsensusprimern, welche das am haufigsten auftretende Nukleotid an
jeder Kodonposition innerhalb des Motivs enthalten (Rose et al. 2003). Um die Mankos
beider Methoden auszugleichen, wurde ein neues Konzept entwickelt, welches beide An-
satze kombiniert (Staheli et al. 2011).

Das Akronym CODEHOP (Consensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) ist ein
interaktives Programm (http://blocks.fhcrc.org/codehop.html), um unbekannte oder entfernt
verwandte Gensequenzen zu detektieren. Kurze, hochkonservierte Regionen der Proteine
kénnen als liickenloser Block der Ubereinandergelegten Proteinsequenzen dargestellt wer-
den. Die CODEHOP-Primer werden von diesen hochkonservierten Sequenzblocks abge-
leitet. In Abbildung 25 zeigt das Sequenz-Logo die konservierten AS. Die Hohe jeder AS ist
proportional zum Konservierungsgrad. Der Primer ist gegen das hoch konservierte ,PCQG*-
Motiv gerichtet. Die degenerierte 3‘-,core“-Region enthalt alle mdoglichen Nukleotidse-
guenzen, die fir das ,PCQG"-Motiv kodieren. Die 5'-,consensus-clamp“-Region enthalt in
jeder Position das wahrscheinlichste Nukleotid, welches das ,PCQG"-Motiv flankiert (Rose et
al. 2003).
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LOGO:

Motf.

g, A
CODEHOP: 5" TAT ATG GTT TGT GGA GGA CCT|CC TCECA c‘,GG x

5" Conscnsus Clamp 3" Degencrate Core

Abbildung 25: Aufbau eines CODEHOP-PCR-Primers aus Rose et al. 2003

Folgende Strategie liegt dem Prinzip zugrunde (siehe Abbildung 26): Der CODEHOP-Primer
ist gegen das konservierte Motiv aus 3-4 AS gerichtet, da er Uber eine degenerierte 3'-,core®-
Region verfugt, welche alle méglichen Sequenzen, die fir das Motiv kodieren, enthalt. Die
Annealingphase der degenerierten ,core“-Region an das template wird durch die 5'-,consen-
sus-clamp“-Region stabilisiert. Wahrend der verschiedenen Amplifikationszyklen wird das
Hybridisieren der Primer an das PCR-Produkt dadurch ermdglicht, dass die 5‘-,consensus-
clamp“-Region identisch mit dem eingebauten Primer sowie dem verbliebenen Primer ist
(Rose et al. 2003).

Primer-to-template annealing

I
Consensus | Degenerate
clamp | core

S VYL T 3

Primer-to-product annealing

ST 3

Abbildung 26: CODEHOP-PCR-Prinzip (Rose et al. 2003)

Es wurden Primer aus den llckenlosen Blocks ausgewahlt, welche wenig ,Wobbles®
(verschiedene Basenmoglichkeiten innerhalb einer Position) sowie einen geringen Degene-
rierungsgrad aufwiesen (siehe Abbildung 27).
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o HQT-hop-f: GCTCTGTCTAATGTTCTGGTTTCTTTTtayccnatggc -3' Core: degen=8
len=11 Clamp: score=72, len=27 temp= 62.4
(AS-Sequenz: ALSNVLVSFYPMAGRLGRDEQGRIE)
o HQT-hop-r: 5-GCAGACCTCTAGCCTTACAAGTACATCckccadatrtg-3'
degen=12 temp=62.0
(AS-Sequenz: HIWRCTCKARGLP)

Eine Standard-PCR (siehe Kapitel 2.3.4.1) wurde durchgefuhrt. Es wurde eine Amplifikat-
grofie von 642 bp erwartet und ein Temperaturgradient von 57, 60 und 63 °C angelegt. Die
Funktionsfahigkeit der Primer wurde mit cDNA aus Nicotiana tabacum-Bliten tberpruift.

Da kein HQT-Gen in Glechoma detektiert werden konnte, wurden aus den Blocks noch
einmal andere Primer bestimmt (siehe Abbildung 27).

o HOQT-hope-f: AGCTGAATCTGATTCTTGTGTTgaygayttygg -3' Core: degen=8 len=11
Clamp: score=68, len=22 temp= 60.3
(AS-Sequenz: VLFVEAESDSCVDDFGDFTPSPEFRKLIPSVSYS)

e HOQT-hope-r: 5-AATATAAATAGTTCCTTCATACAGAATACAAgcnggncccat-3'
degen=16 temp=60.2
(AS-Sequenz: MGPACILYEGTIYI)

Bei den an zweiter Stelle genannten Codehop-Primern wurde eine Amplifikatgré3e von 834
bp erwartet und ebenfalls ein Temperarturgradient von 57, 60 und 63 °C angelegt. Die
Funktionsfahigkeit der Primer wurde mit cDNA aus Bliten von Nicotiana tabacum tberprift.

Da diese Strategie ebenfalls nicht zum Erfolg fihrte, wurden nun dieselben Primer
eingesetzt, die zur Detektion einer HCSQT (DQ104740.1) aus Cynara cardunculus geftihrt
hatten (Comino et al. 2007).

Primername | Sequenz (bp) Schmelz-
temperatur (°C)

COD1-f 5-TTTTATCCNATGGCNGGDMG-3' 57,0

COD1-r 5-AACGTTHCCRAARTANCC-3' 51,0

COD1-f: AS-Sequenz: EXPNIGER
COD1-r: AS-Sequenz: GYECNY
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Nita MGSEK--MMKINIKESTLVKPSKPTP--TKRLWSSNLDLIVGRIHLLTVYFYKPNGSSNF 56
Lyes MGSEK--MMKINIKESTLVKPSKPTP--TKRIWSSNLDLIVGRIHLLTVYFYKPNGSSNF 56
Cyca MGSDOKMMMNIDIMKSSIVPPSELIADCPKQLWTSNLDLVVGRIHILTVYFYRPNGSSKF 60
***:: **:*:* :*::* **: . .*::*:*****:*****:******:*****:*
Nita FDSKIMKEALSNVLVSHMBMAGR . ARDEQGRIEINCNGEGVLFVEAESDAFVDDFGDFTP 116
Lyes FDNKVIKEALSNVLVSFYPMAGRLGRDEQGRIEVNCNGEGVLFVEAESDSCVDDFGDFTP 116
Cyca FDPNVMKKALADVLVSFYPMAGRLGRDETDRIVINCNNEGVUEVEASSDS T UDDEGELRE 120
* % :::*:**::************.*** .** :***.***********: :****::.*
Nita SLELRKLIPTVDTSGDISTFPLIIFQVTRFKCGGVSLGGGVHHTLSDGLSSIHFINTWSD 176
Lyes SLELRKLIPSVETSGDISTFPLVIFQITRFKCGGVALGGGVEHTLSDGLSSIHFINTWSD 176
Cyca SBVERQLTPSVDYSGDISSYPLLFAQVTHFKCGGVALGCGVHHTLSDGLSLLHFINTWSD 180
* :*:* *:*: *****::**:: *:*:******:** **'******** :********
Nita IARGLSVAIPPFIDRTLLRARDPPTSSFEHVEYHPPPSLISSSKSLESTSPKPSTTTMLK 236
Lyes IARGLSVAVPPFIDRTLLRARDPPTYSFEHVEYHPPPTLNSS-KNRES———-- STTTMLK 230
Cyca MARGLSVAIPPFIERTLLRAREPPTPTYDHVEYHSPPSMNTTAQKPGSGSLSKSSTTMLK 240
:*******:****:*******:*** :::*****'**:: 1 T . * *:*****
Nita FSSDQLGLLKSKSKHDG----STYEILAAHIWRCTCKARALSDDQLTKLHVATDGRSRLC 292
Lyes FSSEQLGLLKSKSKNEG----STYEILAAHIWRCTCKARGLPEDQLTKLHVATDGRSRLC 286
Cyca LTLDQLNSLKAKAKSESGSTHSTYEILAAHIWRCACKARGLPDDQLSKLYVATDGRSRLS 300
.. :**. **:*:'k .. 'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k:'k'k'k'k.'k.:'k'k'k:'k'k:'k'k'k'k'k'k'k'k'k.
Nita PPLPPElGNN V F TGT PMAKS SELLOEPLTNSAKRIHSALSKMDDNYLRSALDYLELLPD 352
Lyes PPLPPGYLGNVVFTATPIAKSCELQSEPLTNSVKRIHNELTKMDDNYLRSALDYLELQPD 346
Cyca PRLPPGYLGNVVFTATPVAKSGDLTSKSLSNTAKLIHTTLTKMDDDYLRSAIDYLESQPD 360
* ************.**:*** :* .:.*:*:.* **. * ****:*****:**** * %
Nita LSALIRGPTYFASPNLNINSWTRLPVHDS|DFGWGRP I HMGPACT BV BGTV AT PSPNSKD 412
Lyes LSTLIRGPAYFASPNLNINSWTRLPVHEQDFGWGRPTHMGPACILYEGTIYIIPSPNSKD 406
Cyca LSALIRGPSYFASPNLNINAWTRLPVYDADLGWGRPIFMGPACILYEGTIYVLPSPNN-D 419
**:*****:**********:******: . .*:******.***********:*: :****. *
Nita RNLRLAVCLDADHMPLFEKYLYEF 436
Lyes RNLRLAVCLDAGHMSLFEKYLYEL 430
Cyca RSVSLAVCLDANEQPLFEKFLYEF 443

K e KKK KKKK KAKKK e KKK o

Abbildung 27: Alignment der AS-Sequenzen von Nicotiana tabacum (AJ582651.1), Solanum
lycopersicum (AJ582652.1) und Cynara cardunculus (DQ915589.1); Sternchen (*) zeigen identische
AS, Punkte (.,}) zeigen &hnliche AS

Des Weiteren weist das AS-Alignment von Nicotiana tabacum (AJ582651.1), Solanum
lycopersicum (AJ582652.1) und Cynara cardunculus (DQ915589.1) das an der Katalyse be-
teiligte HxxxD-Motiv sowie am Ende des C-Terminus das DFGWG-Motiv auf (rot, siehe
Abbildung 27). Diese beiden Motive sind typisch fir BAHD-Acyltransferasen (St. Pierre und
De Luca 2000).

Bei den letztgenannten Codehop-Primern wurde eine AmplifikatgroRe von 720 bp erwartet,
und es wurde eine Temperaturen von 49 getestet. Als Kontrolle diente wiederum cDNA aus
Bluten von Nicotiana tabacum.

2.3.8.8 Amplifikation des HQT-Mittelstticks

Da mit den letztgenannten Codehop-Primern das gewinschte Produkt amplifiziert werden
konnte, erfolgte nach dem Ausschneiden der Banden, die DNA-Extraktion mit dem Nucleo
Spin® Extract Il Kit (siehe 2.3.8.3). AnschlieRend wurde die extrahierte DNA unter Standard-
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bedingungen in den pDrive®-Vektor ligiert (2.3.8.4). Mithilfe des PCR-Cloning-Handbuchs
von Qiagen wurde die optimale Menge an PCR-Produkt berechnet, die eingesetzt werden
muss, um das bestmdégliche Ergebnis zu erzielen. Nach der Transformation von kompe-
tenten EZ-Zellen (siehe Kapitel 2.3.8.5) und Blau-Weil3-Selektion wurden 16 Kolonien ge-
pickt. Am folgenden Tag wurde aus den UN-Kulturen (siehe Kapitel 2.1.3) eine Plasmid-
praparation angefertigt (sieche Kapitel 2.1.4), die flr 4 h bei 37 °C einem Restriktionsverdau
unter Standardbedingungen und einer Agarosegelelektrophorese unterzogen wurde (siehe
2.3.8.6). 20 pl der Plasmide, die ein Insert aufwiesen, wurden zur Sequenzanalyse zu Euro-
fins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) geschickt.

Es wurde die Sequenz des Mittelstlicks ermittelt und aus dieser die Primer fir die RACE-
PCR abgeleitet.

, Schmelz-
Primername | Sequenz (bp)
temperatur (°C)
5-CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAG
RACE-Qr 734
CTCAAGCTTTTTTTTTITTITTITTITT-3
RACE-Q, 5-CCAGTGAGCAGAGTGACG-3 58,2
RACE-Q; 5-GAGGACTCGAGCTCAAGC-3' 58,2
HQT-3'‘GSP1 | 5-CGATTTCGCCCCCAATTTGGAC-3' 62,1
HQT-3'GSP2 | 5-ATTTCGACCTACGCGCTTCTCG-3 62,1
HQT-GPRT 5-AGGTGACCGTATTGCCATCCTC-3' 62,1
HQT-5'GSP1 | 5-GTGAAGCCCGGAAAAACCATCG-3 62,1
HQT-5GSP2 | 5-TTCCGACGCCTAAGGAAACTCC-3 62,1

2.3.8.9 Amplifikation des 3'-Endes mittels RACE-PCR

Die Volllangen-cDNA eines bestimmten Gens kann aus einer komplexen Mischung zellularer
MRNA durch Verwendung der RACE-PCR (rapid amplification of cDNA-ends with polyme-
rase chain reaction) erhalten werden. Die RACE-PCR wird auch als ,anchored‘-PCR
bezeichnet. Bei der 3‘-RACE flihrt man die cDNA-Synthese mit einem modifizierten
oligo(dT)-Primer (Ankerprimer) durch, dessen 5‘-Halfte aus einer zusatzlichen, speziell kon-
struierten Sequenz besteht. Die cDNA amplifiziert man mithilfe eines transkript- und eines
ankerspezifischen Primers. Die darauf folgende PCR wird als ,nested“-PCR bezeichnet (Mil-
hardt 2009). Bei der cDNA-Synthese fir eine 3-RACE-PCR wird die mRNA mithilfe des Q-
Primers revers transkribiert (siehe Abbildung 28). Er besteht aus 52 Nukleotiden (5'-Q,-Q-
TTT-3°) und enthalt eine oligo(dT)-Sequenz aus 17 Nukleotiden am 3‘-Ende, gefolgt von 35
Nukleotidsequenzen, welche fir Hindlll-, Sstl- und Yhol-Erkennungsstellen kodieren. Das 3'-
Ende wird mit dem Q.-Primer (Q, = Qouer) amplifiziert. Dieser bindet an die cDNA am 3'-
Ende. AulRerdem wird noch ein Primer bendtigt, der mit dem Zielgen hybridisiert (GSP1 =
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gene-specific primer). Die zweite PCR wird mithilfe des Qi-Primers (Q; = Qimer) und des
GSP2-Primers durchgefuhrt, um die Amplifikation unspezifischer Produkte zu minimieren.

Die 3-RACE-PCR wurde leicht abgewandelt, wie von Scotto-Lavino et al. (2006a)
beschrieben, durchgefuhrt.

Die cDNA wurde mit dem ,Revert Aid™ First Strand cDNA Synthesis Kit“ folgendermaRen
synthetisiert:

cDNA-Synthese

o X Ul RNA-Praparation (5 ug)
e X pl Wasser (Gesamtvolumen: 11,5 pl)

5 min im Wasserbad bei 70 °C erhitzen, sofort auf Eis stellen, kurz zentrifugieren und auf Eis
lagern

Zugabe von:

e 4yl 5x-Puffer

e 0,5 pl Q+-Primer (100 ng/ pl)
¢ 1 pl RNase-Inhibitor

e 2ul 10 mMdNTPs

Inkubation fir 5 min bei 25 °C, Zugabe von 1 ul Reverser Transkriptase, Inkubation fiir 60
min bei 42 °C und anschlieRend fur 10 min bei 50 °C, Inaktivierung der Reversen Trans-
kriptase fur 15 min bei 70 °C, kurz zentrifugieren, auf Eis lagern

Abbau der RNA

e 0,75 pl (1,5 U) RNase H

Inkubation ftir 20 min bei 37 °C

Verdinnung der cDNA

Zugabe von 80 pl Tris-EDTA (TE)-Puffer (1:5-Verdinnung)

Erste PCR

5 pl 5x True Start Taq Buffer (10x)
3 pl 25 mM MgCl,

1 pl10 mMdNTPs (10 mM)

1 I 3-cDNA (1:5-Verdinnung)
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2,5 Wl Qq-Primer (10 uM)
2,5 ul 3-GSP1-Primer (10 uM)
0,5 pl TrueStart™ Tag-Polymerase (5 U/pl)

34,5 ul frisch autoklaviertes Wasser

Temperatur (°C) Zeit Zyklen
95 5 min
53, 55, 57 2 min
72 40 min '
94 30 sec
53, 55, 57 30 sec
30
72 3 min
94 30 sec
53, 55, 57 30 sec
72 15 min '

Abkuhlen auf 6 °C

Je 5 ul der Reaktionsansétze der ersten PCR wurden mit 95 pl TE-Puffer fir die zweite PCR
verdinnt (1:20-Verdinnung).

Zweite PCR

5 ul 5x True Start Taq Buffer (10x)

3  upl25 mM MgCl,

1 10 mMdNTPs (10 mM)

1 pl 1:20 Verdinnung der ersten PCR
2,5 ul Qi-Primer (10 uM)

2,5 pl 3-GSP2-Primer (10 pM)

0,5 ul TrueStart™ Tag-Polymerase (5 U/pl)

34,5 ul frisch autoklaviertes Wasser
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Temperatur (°C) Zeit Zyklen
95 5 min

1
94 30 sec
53 30 sec

30
72 3 min
94 30 sec
53 30 sec

1
72 15 min

Abktuhlen auf 6 °C

Es folgte die Analyse der PCR-Produkte mittels Agarosegel (siehe Kapitel 2.1.6) und die
entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.8.3).
Nach der Ligation in den pDrive®-Vektor (siehe Kapitel 2.3.8.4), Transformation in EZ-Zellen
(siehe Kapitel 2.3.8.5) Restriktionsverdau (siehe Kapitel 2.3.8.6), Anziehen von UN-Kulturen
(siehe Kapitel 2.1.3), einer Plasmidpraparation (siehe Kapitel 2.1.4), Verdau (siehe Kapitel
2.3.8.6) und Kontrolle durch ein Agarosegel (siehe Kapitel 2.1.6) wurden die positiven Plas-
mide zur Sequenzanalyse zu Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany) geschickt.

mBNA w’}v«y‘

Reverse Qr
transcription
| 1ststrand cONA [ 2pee- Q: -Qo | Qr
First set of
amplifications
GSP!D‘ - Co
Second set of
amplifications
=
—
GSP2 a

"¢DNA 3" End”
Abbildung 28: Schema der 3'-RACE aus Scotto-Lavino et al. 2006a
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2.3.8.10 Amplifikation des 5-Endes mittels RACE-PCR

Um das 5-Ende zu generieren, wird die Reverse Transkription mithilfe eines genspezifischen
Primers (GPRT = gene-specific primer for reverse transcription) durchgefuhrt (siehe Ab-
bildung 29). Daran wird mittels Terminaler Desoxynukleotidyltransferase (Tdt) und dATP ein
Poly-A-Schwanz gehangt. Die Amplifikation wird einerseits durch den Hybridprimer Q-+, wel-
cher den zweiten Strang synthetisiert und auRerdem durch den Q,-Primer und einen GSP1-
Primer erzielt. Zum Schluss wird mithilfe von ,nested“-Primern (Q;, GSP2) die Ausbeute
spezifischer Produkte erhdht (Frohman und Martin 1989; Scotto-Lavino et al. 2006b).

Die cDNA wurde ebenso wie bei der 3'-RACE mittels des ,Revert Aid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit“ synthetisiert. Die 5-RACE-PCR wurde leicht abgewandelt, wie von Scotto-
Lavino et al. (2006b) beschrieben, durchgefiihrt.

cDNA-Synthese

¢ X ul RNA-Praparation (5 ug)
e X pl Wasser (Gesamtvolumen: 11,5 pl)

5 min im Wasserbad bei 70 °C erhitzen, sofort auf Eis stellen, kurz zentrifugieren und auf Eis
lagern

Zugabe von:

e 4 pl 5x-Puffer

e 0,5 pul GPRT-Primer (100 ng/ul)
¢ 1 pl RNase-Inhibitor

e 2u 10 mMdNTPs

Inkubation fir 5 min bei 25 °C, Zugabe von 1 ul Reverser Transkriptase, Inkubation fir 60
min bei 42 °C und anschlieBend fur 10 min bei 50 °C, Inaktivierung der Reversen Trans-
kriptase fur 15 min bei 70 °C, kurz zentrifugieren, auf Eis lagern

Abbau der RNA

e 0,75pl(1,5U) RNase H

Inkubation fir 20 min bei 37 °C

Verdinnung und Aufreinigung der cDNA

e Zugabe von 180 pl TE-Puffer und 400 ul NucleoSpin®-NT-Puffer
e Aufreinigung mit NucleoSpin®-Extract Il Kit (siehe Kapitel 2.3.8.3)
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Anhangen des Poly-A-Schwanzes

Zugabe von:

e 4yl 5x-Puffer (Tdt-Puffer)
e 0,5pul dATP (2,5 mM)
e 0,5pl Tdt (20 U/ pl)

Inkubation fuir 5 min bei 37 °C, Inaktivierung bei 70 °C fur 10 min

Es werden eher Poly-A-Schwénze als Poly-C-Schwénze angehangt, da Poly-A-Bereiche
innerhalb der Sequenz nur &uf3erst selten vorkommen. Somit ist die Wahrscheinlichkeit be-
deutend geringer, dass unspezifische Bindungen oder verkurzte Amplifikationsprodukte
entstehen (Scotto-Lavino et al. 2006b).

Verdinnung der cDNA

Zugabe von 30 pl TE-Puffer

Erste PCR

5 ul 5x True Start Taq Buffer (10x)
3  upl25 mM MgCl,

1 10 mM dNTPs (10 mM)

1 pl 5-cDNA (1:2,5-Verdinnung)

2,5 pl Qr-Primer (10 pM)

2,5 ul Qq-Primer (10 uM)

2,5 yl 5-GSP1-Primer (10 pM)

0,5 pl TrueStart™ Tag-Polymerase (5 U/pl)

34,5 ul frisch autoklaviertes Wasser

Temperatur (°C) Zeit Zyklen
95 5 min
48 2 min
1
72 40 min
94 30 sec
53 30 sec 30
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72 3 min
94 30 sec
53 30 sec
1
72 15 min

Abkuhlen auf 6 °C

Die Hybridisierungstemperatur ist geringer (48 °C) als bei der 3'-RACE (58 °C), da die cDNA-
Synthese im ersten Zyklus auf der Interaktion des angehéngten Poly-A-Schwanzes und dem
Qr-Primer beruht (Scotto-Lavino et al. 2006b).

Je 5 pl der Reaktionsansatze der ersten PCR wurden mit 95 pl TE-Puffer fur die zweite PCR
verdunnt (1:20-Verdlinnung).

Zweite PCR

5 ul 5x True Start Taq Buffer (10x)

3  upl25 mM MgCl,

1 10 mMdNTPs (10 mM)

1 pl 1:20 Verdinnung der ersten PCR

2,5 ul Qi-Primer (10 uM)
2,5 Ul 5-GSP2-Primer (10 uM)
0,5 pl TrueStart™ Tag-Polymerase (5 U/pl)

34,5 ul frisch autoklaviertes Wasser

Temperatur (°C) Zeit Zyklen
95 5 min

1
94 30 sec
53, 55, 57 30 sec

30
72 3 min
94 30 sec
53, 55, 57 30 sec

1
72 15 min

~ 75 ~




Material und Methoden

Abkuhlen auf 6 °C

Es folgte die Analyse der PCR-Produkte mittels Agarosegel (siehe Kapitel 2.1.6). Die
entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.8.3).
Nach der Ligation in den pDrive®-Vektor (siehe Kapitel 2.3.8.4), Transformation in EZ-Zellen
(siehe Kapitel 2.3.8.5) Restriktionsverdau mit EcoRI (siehe Kapitel 2.3.8.6), Anziehen von
UN-Kulturen (siehe Kapitel 2.1.3), einer Plasmidpraparation (siehe Kapitel 2.1.4), Verdau
(siehe Kapitel 2.3.8.6) und Kontrolle durch ein Agarosegel (siehe Kapitel 2.1.6) wurden die
positiven Plasmide zur Sequenzanalyse Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany) ge-
schickt.

] mRNA L 3;0’*
Reverse 4 :C.:SP-HT i

franscription
[ Tststrand cONA IGSP-AT]

CDINA tailing *
AAAA]Tst strand cONA [GSP-RT]

First set of
Qo "l amplifications

ar [Qo QL TITT |

-4 1GSP1

Second set of
amplifications

WGSPQ

(7] m—

"¢cDNA 5" End"

Abbildung 29: Schema der 5'-RACE aus Scotto-Lavino et al. 2006b

2.4 Charakterisierung einer Suspensionskultur von Glechoma
hederacea

Zellkulturen sind in manchen Fallen in der Lage, gro3ere Mengen an Naturstoffen zu
akkumulieren als die Wildpflanzen (Rout et al. 2000; Verpoorte et al 2002; Karuppusamy
2009). In Suspensionskulturen von Coleus blumei wurde ein RA-Gehalt von bis zu 20% des
Trockengewichts detektiert (Razzaque und Ellis 1977; Zenk et al. 1977; Ulbrich et al. 1985;
Petersen und Alfermann 1988). In einer Suspensionskultur von Salvia officinalis konnten
sogar 36% RA analysiert werden (Hippolyte et al. 1992).

2.4.1 Etablierung einer Kalluskultur

Das Blattmaterial von Glechoma hederacea wurde im Alten Botanischen Garten Marburg
gesammelt und unter flieBendem Wasser sorgféltig gewaschen. AnschlieRend wurde es
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trocken getupft und fur 1 min zum Vorsterilisieren in 96%igen Ethanol gelegt. Dann wurden
die Blatter mit einer 10%igen chlorhaltigen Desinfektionslosung fir 10-15 min desinfiziert.
Die anhaftende Desinfektionsldsung wurde dreimal mit sterilem Wasser abgespult. Nach
dem Entfernen der ausgeblichenen Teile wurden Segmente von Blattern und Sprossen auf
CB2-Agar gelegt (Petersen und Alfermann 1988). Kalluskulturen aus lockeren Zellen ent-
wickelten sich bei 25 °C im Dunkeln. Diese wurden im Rhythmus von vier bis sechs Wochen
auf ein neues CB2-Agarmedium (siehe Kapitel 7.3.4) umgesetzt.

2.4.2 Etablierung einer Suspensionskultur

Suspensionskulturen wurden angelegt, indem man 5 g Kalluszellen in 50 ml CB2-Medium
(siehe Kapitel 7.3.4) in einem 250 ml EMK (berflhrte und bei 110 UpM und 25+1 °C im
Dunkeln schiittelte. Die Suspensionskulturen wurden wdchentlich mithilfe eines hitzesterili-
sierten, perforierten Metalll6ffels in frisches Medium mit 2% Saccharose Uberimpft.

2.4.3 Steriles Animpfen der Kulturen

Am Tag 0 der Charakterisierungsperiode wurden in der Sterilbank von einer 7 Tage alten
Suspensionskultur exakt 5 g Nassgewichtzellen mit dem hitzesterilisierten, perforierten
Metallloffel in frisch autoklaviertes, flissiges CB2-Medium Uberfuhrt. Insgesamt wurden 72
Kolben angeimpft. Die Kolben, die am ersten Tag analysiert werden sollen, wurden als
Letztes mit Zellen besttickt. Die restlichen Kolben wurden auf dem Rundschuttler bei 25+1 °C
im Dunkeln inkubiert. Pro Tag wurden ein bis drei Kolben als Proben genommen. Es wurden
taglich drei voneinander unabhdngige Ernten durchgefiihrt und die erhaltenen Werte
gemittelt.

2.4.4 Bestimmen von Wachstumsparametern

Durch Abnutschen mit einem Buchnertrichter, in welchem sich ein Filterpapier befand, und
einer Wasserstrahlpumpe konnten die Zellen vom Medium getrennt werden. Die Zellen
wurden auf ein frisch tariertes Filterpapier tberflihrt und gewogen (Frischgewicht). Von
diesen Zellen wurden zweimal je 0,5 g in zuvor gewogene Plastikzentrifugenbecher gefullt
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Gefriertrocknen wurden sie noch einmal
gewogen. Hieraus konnte das Trockengewicht der Zellen pro Kolben berechnet werden. Von
den Doppelproben wurde jeweils der Mittelwert gebildet.

2.4.5 Herstellen des Proteinrohextrakts

Es wurden 5 g der feuchten Zellen in einen Plastikzentrifugenbecher eingewogen. Man gab 1
g Polyclar® 10 und 5 ml KP;-Puffer pH 7,0 mit Zusatz von 1 mM DTT (Reduktionsmittel)
hinzu. Polyclar® 10 ist ein hoch effektives Polyvinylpyrrolidon, es wird auch Crospovidon ge-
nannt. In der Lebensmittelindustrie wird es zur Stabilisierung bei der Bierherstellung einge-
setzt und verhindert eine nicht-biologische Trubung. In der Biochemie wird es zum Binden
von Polyphenolen angewendet.
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Um den proteolytischen Abbau zu minimieren, erfolgte die gesamte Enzymaufarbeitung auf
Eis. Mithilfe eines Schlagmesserhomogenisators wurden die Zellen fur 3x 30 s homogeni-
siert. Dabei war auf eine fortwdhrende Kiihlung durch Eis zu achten. Nach der Zentrifugation
bei 10000 g, 4 °C fur 20 min konnte der Rohextrakt vorsichtig dekantiert und auf Eis gestellt
werden.

2.4.6 Bestimmen von Mediumsparametern

Im zellfreien, beige-, spater braunfarbenen Medium wurden folgende Parameter analysiert:
e pH-Wert: Messen mit vorkalibrierter pH-Elektrode
o Leitfahigkeit: ist ein MaR flr die Menge geldster lonen, Medium wurde 1:4 mit Aqua
dest. verdinnt und mit einer Leitfahigkeitselektrode funfmal pro Ernte gemessen und
der Mittelwert gebildet
e Zuckergehalt: wurde Uber Brechungsindex mit einem Refraktometer bestimmt

2.4.7 Bestimmen des Proteingehalts

Der Proteingehalt wurde aus dem Proteinrohextrakt (siehe Kapitel 2.1.12) bestimmt.

2.4.8 Enzymtest zur Bestimmung der Enzymaktivitaten

2.4.8.1 Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL)-Aktivitat

Die Bestimmung der Enzymaktivitdit der PAL durch Bildung des Reaktionsprodukts t-
Zimtsaure kann entweder photometrisch oder Gber HPLC erfolgen. Da die Methode Uber
HPLC deutlich sensitiver ist, wurden zu 175 pl Borséaure-Borax-Puffer (0,078 M H;BO3, 0,03
M Na,B,O-, 0,02 M NaCl) pH 8,8 und 50 pl 0,1 M Phenylalanin in Borsdure-Borax-Puffer, 25
pl des Proteinrohextrakts zugegeben. Nach einer Inkubationsperiode von 30 min bei 36 °C
im Wasserbad wurde mit 20 pl 6 M HCI das Protein denaturiert. Die Reaktionsprodukte
wurden durch Zugabe von Ethylacetat extrahiert. Dies erfolgte durch Zugabe von 500 pl
Ethylacetat, grindlichem Mischen und Abzentrifugieren bei 16000 g fur 5 min. Nach dem
Abheben der oberen Phase wurde das Vorgehen noch zwei weitere Male wiederholt. Die
Ethylacetatphasen wurden in einem 1,5 ml-Eppendorfgefal3 vereinigt und zur Trockene ein-
gedampft. Die Rickstdnde wurden in 100 ul 50% MeOH/0,01% H3;PO, gel6st und bei 290
nm tber HPLC detektiert.

2.4.8.2 Rosmarinsauresynthase (RAS)-Aktivitat

Die RAS-Aktivitat wurde, wie in Kapitel 2.1.14 beschrieben, bestimmt.
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2.4.9 Extraktion der Chlorogen-, Kaffee- und Rosmarinsaure

Zur Extraktion der Polyphenole wurden die bei -20 °C eingefrorenen Zellen der Trockenge-
wichtsbestimmung benutzt. Die Extraktion wurde in derselben Weise, wie in Kapitel 2.3.7 be-
schrieben, durchgefihrt.

2.4.10 Vergleich von Dunkel- und Lichtkulturen

Es existieren diverse Studien zur Akkumulation von CA als UV-Schutz bei verstarkter
Lichtexposition, z.B. bei Suspensionskulturen von Nicotiana plumbaginifolia (Gillet et al.
1999) oder Coffea arabica (Baumann und Roéhrig 1989).

Die Kaffeesaure-, CA- und RA-Gehalte einer Glechoma-Lichtkultur, welche 7-14 Tage (d)
lang Dauerlicht ausgesetzt war, wurden untersucht (siehe Kapitel 2.3.7) und mit einer 7-14 d
alten Dunkelkultur verglichen. AuRerdem wurde RNA aus 7 d alten, gefriergetrockneten
Dunkel- und Lichtkulturen isoliert (siehe Kapitel 2.3.1), in cDNA umgeschrieben (siehe Kapi-
tel 2.3.3) und eine PCR durchgeftihrt, um die Expression von HST, der putativen HQT (siehe
Kapitel 2.3.8.7), einer unbekannten HCT (Sander 2010) und einer RAS zu bestimmen. Es
wurde eine semiquantitative PCR (siehe Kapitel 2.3.4.2) mit Zugabe von 1 pl cDNA durch-
gefuhrt.

2.5 Ozonbegasungsexperimente von Melissa officinalis

2.5.1 Ozonbehandlung von Melissen-Pflanzen

Die Messungen wurden an vier Monate alten Pflanzen, die in Potgrond H 70-Material (Klas-
mann-Deilmann GmbH, Geeste, Deutschland) gewachsen waren, durchgefiihrt. Sie wurden
in der Wachstumskammer kontrollierten Bedingungen ausgesetzt. Es herrschten folgende
Umgebungsbedingungen in der Wachstumskammer: Temperatur: 20+1 °C, relative Feuchtig-
keit (relative humidity, RH): 8525%, Photonenfluxdichte: 500 pmol Photonen m? s™, welche
durch Wei3lichtlampen (SON-T 400W/220 E40 1SL, MASTER HPI-T Plus 400W/645 EA40,
Philips, Amsterdam) wahrend einer Beleuchtungsdauer von 12 h pro Tag erzeugt wurden.

Die Pflanzen, welche die gleiche Grof3e aufwiesen, wurden in einer Plexiglaskammer, in der
die gleichen Bedingungen wie in der Wachstumskammer herrschten, mit Ozon begast
(Francini et al. 2008). Die Pflanzen wurden zwischen der zweiten und siebten Stunde der
Tageslichtperiode fir 5 h einer Ozonkonzentration von 80 ppb ausgesetzt. Die Blatter
wurden 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozonbegasung (from beginning of exposure,
FBE) geerntet und bei -20 °C eingefroren.

Um einen Mehltaubefall zu verhindern, wurden die Pflanzen vor den
Begasungsexperimenten mit Karathane® STAR (Dow AgroSciences, 40 ml hl* Wasser)
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gleichmaRig bespriht. Die Begasungsexperimente fanden im April 2012 im Gewachshaus
des Departments fur Agrikultur, Erndhrung und Umwelt der Universitat in Pisa statt.

2.5.2 Untersuchungen zu Membranschaden

2.5.2.1 TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)-Test

Das Ausmal’ der Lipidperoxidation wurde durch den TBARS-(thiobarbituric acid reactive
substances) Test nach einer Methode von Hodges et al. (1999) bestimmt. Das sekundére
Lipidoxidationsprodukt Malondialdehyd (MDA) wird durch Autooxidation und enzymatischen
Abbau von mehrfach ungesattigten Fettsduren in Membranen gebildet (siehe Abbildung 30).
Es reagiert mit zwei Molekilen der Thiobarbitursaure (TBA, thiobarbituric acid) Uber eine
saurekatalysierte, nukleophile Reaktion. Als Reaktionsprodukt bildet sich ein rotes Chromo-
phor mit einer Absorption bei 532 nm.

0,5 g Blatter wurden in flissigem Stickstoff gemdrsert, in 2,25 ml 0,1%iger Trichloressigsaure
(TCA, trichloroacetic acid) suspendiert und bei 8000 g fuir 20 min bei Raumtemperatur zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde mithilfe eines sterilen 0.2 um Minisart® SRT 15 Filters filtriert. 1
ml wurden zu 4 ml 20%iger TCA und 0,025 ml 0,5%iger TBA gegeben. Die Mischung wurde
fur 30 min bei 95 °C erhitzt, danach sofort in Eis gekihlt und unter den gleichen Bedin-
gungen (s.0.) zentrifugiert. Die Absorption des Uberstands bei 532 nm wurde durch Subtra-
hieren der Absorption bei 600 nm korrigiert, welche unspezifische Tribungen reprasentiert.
Als Blindwert wurde ein Aliquot des Extrakts ohne TBA inkubiert, da MDA-Zucker-Komplexe,
die ebenso bei 532 nm absorbieren, die Messung verfalschen kénnten. Die Menge an MDA
wurde mit einem Extinktionskoeffizienten von 155 mM™ cm™ berechnet.

farbiges Chromophor
Abbildung 30: TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)-Test
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2.5.3 Untersuchungen der Photosynthesepigmente

Die Bestimmung der Photosynthesepigmente erfolgte durch die HPLC-Methode nach Ciompi
et al. (1997). 30 mg Blatter, welche zuvor fur die Chlorophyll a Fluoreszenz- und fur die Gas-
austauschmessungen verwendet wurden, wurden in 3 ml MeOH gegeben und Uber Nacht
bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Der grunlich gefarbte Uberstand wurde durch einen 0.2 um
Minisart® SRT 15 Sterilfilter filtriert und sofort mittels HPLC analysiert. Die HPLC-Analyse
fand bei Raumtemperatur mit einer ,reversed phase” Dionex Saule (Acclaim 120, C 18, 5 um
PartikelgroRe, 4,6 mm innerer Durchmesser x 150 mm Léange) statt. Die Pigmente wurden
mit 1 ml/min Flussrate mit einem Elutionsgradienten eluiert. Um alle Xanthophylle zu be-
stimmen, wurde 100% FlieBmittel A (Acetonitri/MeOH, 75/25, v/v) benutzt. Damit erreichte
man auch eine Trennung des Luteins von Zeaxanthin. Dem folgte ein dreiminutiger linearer
Gradient zu FlieBmittel B (MeOH/Ethylacetat, 68/32, v/v). Durch 15-mintige Elution mit
FlieBmittel B erfolgte die Elution von Chlorophyll b, a und 3-Carotin. Die Pigmente wurden
bei einer Wellenlange von 445 nm detektiert. Die Saule wurde fir 10 min mit 100% Fliel3-
mittel A redquilibriert, bevor die nachste Injektion vorgenommen wurde. Folgende Standards
wurden zur Quantifizierung des Pigmentgehalts benutzt: Chlorophyll a und b, Zeaxanthin, 3-
Carotin, Lutein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.5.4 Histochemische und cytochemische Untersuchungen

2.5.4.1 H,0O,-Akkumulation

2.5.4.1.1 Methode nach Thordal-Christensen

Um die optimale Farbemethode zum Nachweis von H,O, zu finden, wurden verschiedene
Methoden getestet: Zu Beginn wurde die Methode nach Thordal-Christensen et al. (1997)
angewandt. Dazu wurden 1 mg/ml 3,3‘-Diaminobenzindin (DAB)-L&sung mit konzentrierter
HCI auf einen pH von 3,8 eingestellt. Es wurden drei Stiicke von drei Blattern genommen
und fir acht Stunden in dieser Lésung in einer Petrischale im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden die Blattstiicke fur 10 min in kochendem 96%igem Ethanol vom Chlorophyll befreit
und mikroskopiert. Das Vorhandensein von H,O, kann man an einer rot-braunen Prazipi-
tation in der Mitte des Blattstiickes erkennen. In den Marginalbereichen des Blattes finden
sich gewohnlich durch die Zerstérung der Blattstruktur starke Prézipitationen, die aber nicht
beachtet wurden.

2.5.4.1.2 Methode nach Iriti

Dann wurde die Methode nach Iriti et al. (2003) eruiert. Dazu wurden die Blatter 1 cm ober-
halb des Petiolus abgeschnitten und der Blattstiel mit der verbliebenen Blattspreite in ein
Becherglas gesetzt, in dem sich 1 mg/ml DAB-L6sung befand, die vorher mit 5 N NaOH auf
einen pH von 5,6 eingestellt worden war. 5 mm des basalen Teils des Blattes sowie der
Blattstiel tauchten in die Losung, welche nun fir 8 h im Dunkeln in einer temperierten Plexi-
glaskammer (siehe Kapitel 2.5.1) inkubieren mussten. Zum Entfarben wurden die Blattstiele,
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an denen noch die basalen Blattfragmente hingen, fir 10 min in kochenden Ethanol gelegt
und anschlieRend unter dem Mikroskop analysiert.

2.5.4.1.3 Methode nach Snyrychova

Zuletzt wurde die Methode nach Snyrychova et al. (2009) durchgefiihrt. Im Protokoll wurden
verschiedene DAB-Konzentrationen (0,1; 0,5 und 1 mg/ml) verwendet und eine DAB-Kon-
zentration von 0,1 mg/ml empfohlen. Da jedoch dort 3-4 Wochen alte Blatter von Nicotiana
tabacum verwendet wurden, welche erfahrungsgeman extrem diinn sind, wurde bei diesem
Experiment wieder eine Konzentration von 1 mg/ml gewahlt. Die Lésung wurde wieder mit
HCI angesauert und danach mit 5 N NaOH auf einen pH zwischen 6 und 7 gebracht. Nach
Zugabe der entsprechenden Menge NaOH schlug die Farbe von rosa nach orange/gelblich
um. Laut Protokoll sollte ein ganzes Blatt in eine Petrischale gelegt und von der Losung far
acht Stunden infiltriert werden. AnschlieRend sollte das Blatt in zwei Halften geschnitten
werden. Die eine Halfte sollte im Dunkeln belassen, die andere Halfte sollte mit 1200 pmol
m? st fir 30 min bestrahlt werden. Da die photosynthetisch aktive Strahlung (photosyn-
thetically active radiation, PAR)-Lampe zu dieser Zeit nicht funktionierte, wurde mit dem
dunkeladaptierten Blatt weiter gearbeitet.

2.5.4.1.4 Optimierte Methode nach Iriti

Man stellte zuerst eine DAB-L6sung her, indem 0,01 g DAB unter Rihren in 6 ml Aqua dest.
bei geringer Hitze aufgeldst wurden. Damit sich die Substanz l6sen kann, ist ein saurer pH
vonnoéten. Deshalb wurden 12 pl konzentrierte HCl dazugegeben, um einen pH von ca. 2 zu
erhalten. Mit 16 pul 5 N NaOH stellte man danach einen pH von 5,6 her. Diese Losung wurde
in einer Petrischale zu drei in Stlicke geschnittenen Blattern gegeben, wobei die Mittelner-
vatur vermieden werden musste. Diese Ldsung mit den Blattfragmenten lieR man fur 8 h im
Dunkeln inkubieren, damit die DAB-LOsung gut vom Gewebe aufgenommen werden konnte.
Danach wurde das Chlorophyll in den Blattfragmenten durch Kochen in 96%igem Ethanol
entfernt.

2.5.4.2 Evansblau-Farbung

Mittels der Evansblau-Farbung kann der Zelltod detektiert werden (Iriti et al. 2003). Dazu
wurden Blattstiicke in einer Mischung (1:1:1:1) aus Phenol, Milchsaure, Glycerol und Aqua
dest., welche 20 mg/ml Evans Blue enthielt, fir 1 min gekocht. Die Losung wurde mit einer
Pipette abgenommen, und auf die Blattsticke wurde eine verdiinnte Chloralhydratldsung
(2,5 mg/ml) gegeben. Die Lésung wurde mit einer Pipette abgesaugt und die Prozedur noch
drei weitere Male wiederholt. Als Nachstes gab man eine konzentrierte Chloralhydratlésung
(2,5 g/ml) auf die Blattstiicke, welche die Zellstruktur zerstérte. Abgestorbene Zellen er-
schienen unter dem Mikroskop blau.
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2.5.5 Okophysiologische Untersuchungen

2.5.5.1 Gasaustauschparameter

Der CO,- und der Wasserdampfaustausch des Blattes wurden mittels eines tragbaren
Infrarotgasanalysators (CIRAS-2 = Combined Infrared Gas Analysis System, PP-Systems,
Stotfold, UK), welches mit einer Parkinson-Blattkammer ausgestattet ist (siehe Abbildung
31), bei Raumtemperatur bestimmt. Mit diesem Geréat konnen einzelne Blatter spezifisch
untersucht werden. Die Analysen wurden bei einer konstanten AufRen-CO,-Konzentration
(CO,-Kapsel) von 340-360 ppm und bei einer RH von 80% durchgefihrt. Die Kammer wurde
mit einer Quarzhalogenlampe belichtet, und die Blatttemperatur betrug exakt 26+0,4 °C. Die
Ozonkonzentration im Blatt wurde vor der Begasung als nicht existent angenommen (Laisk
et al. 1989). Die stomatare Leitfahigkeit fur Wasserdampf (G,,) wurde direkt mit der CIRAS-
Apparatur gemessen. Die Leitfahigkeit des Blattes fir Ozon, welches hauptsachlich Uber die
Stomata aufgenommen wird, wurde von dem Infrarotgasanalysator berechnet, indem G, mit
0,612, dem Wert fir die relative Diffusion fir Wasserdampf und Ozon, multipliziert wurde
(Polle et al. 1995). Die Photosyntheseaktivitat bei Lichtsattigung [saturating light level (Asa)]
wurde bei 1200 pmol Photonen m? s bestimmt. Die Berechnung der interzellularen CO,-
Konzentration (C;) basierte auf den Gleichungen, welche durch von Caemmerer und Far-
guhar (1981) beschrieben wurden. Die unverzégerte Transpirationseffizienz (ITE, instan-
taneous transpiration efficiency) kann durch den Quotienten zwischen Ag, und der Evapo-
transpirationsrate (E), die durch den Infrarotgasanalysator gemessen wird, bestimmt werden.
Die ITE ist definiert als das Verhéltnis zwischen der CO,-Aufnahme pro Einheit und Wasser,
das durch die Transpiration verloren geht (Barton 2011). Die Messungen wurden an drei
verschiedenen Pflanzen durchgefihrt. Die photosynthetischen CO,-Assimilationsantworten
bezlglich der Strahlungsdichte wurden Uber die Gleichung nach Smith (Tenhunen et al.
1976) ermittelt, wobei eine spezifische CO,-Konzentration von 350 ppm festgelegt wurde.
Mithilfe der Steigung der Lichtantwortkurve (,light response curve®), welche sich durch die
Blatt-CO,-Aufnahme (A, pmol CO, m? s™) bei einer bestimmten photosynthetischen
Photonenstromdichte (PPFD, photosynthetic photon flux density, umol mol s™) bestimmen
lasst, konnte die apparente Quantenausbeute (¥, = apparent quantum yield) berechnet
werden. Diese wurde durch die Anfangssteigung da/dpprp der Kurve Uber lineare Regression
berechnet, wobei Werte bei einer PPFD < 300 umol mol? s™ benutzt wurden. Die apparente
Quantenausbeute reprasentiert die Effizienz, mit der Lichtquanten in der Pflanze umgesetzt
werden. Die Berechnung derselben basiert auf dem einfallendem und nicht dem ab-
sorbiertem Licht (Long et al. 1996).

Die Beziehung der Blatt-CO,-Aufnahme (A, pmol CO, m? s™) zu der interzelluldren CO,-Kon-
zentration (C; < 200 pmol mol™) wurde unter Zuhilfenahme des mechanistischen Modells der
CO,-Assimilation von Sharkey (1985) bestimmt (A/Ci-Kurve). Mithilfe der Steigung aus da/dg;
konnte die Quanteneffizienz (Pco, = quantum efficiency) berechnet werden (Long und Ber-
nacchi 2003).
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Vemax (Maximale Carboxylierungsrate der RuBisCO), Jnax (Mmaximale Elektronentransportrate
zur Regeneration von Ribulose 1,5-bisphosphat = RuBP), Ry (Tagesrespirationsrate) und
TPU (Triosephosphatverwertung = triose phosphate utilization) wurden nach Dubois et al.
(2007) bestimmt (Long und Bernacchi 2003). In der Assimilationskammer herrschte eine RH
von 63£7% und eine Temperatur von 25+1,1 °C.

Abbildung 31: Infrarotgasaustauschsystem (CIRAS)
2.5.5.2 Chlorophyll a Fluoreszenzparameter

Um eine Aussage Uber die Fluoreszenzmenge treffen zu kénnen, ist es wichtig, zwischen
dem photochemischen und dem nicht-photochemischen ,Quenching® zu unterscheiden
(siehe Kapitel 1.6.2, Abbildung 10). Es wird angestrebt, vor allem den Anteil der
Photosynthese (photochemisches Quenching) zu unterdricken, um den Anteil der Fluores-
zenz und der Warmeabgabe (nicht-photochemisches Quenching) bestimmen zu kdnnen.
Das Ausschalten der Photosynthese wird in vitro durch das Herbizid Diuron [DCMU, 3-(3,4-
Dichlorphenyl)-1,1-Dimethylharnstoff], welches PSII vollstéandig inhibiert, erreicht. Diese Me-
thode ist aufgrund des langsamen und uneinheitlichen Penetrierens von DCMU nicht
praktikabel. Deshalb wird die sattigende Lichtblitzmethode angewandt, um die Photosyn-
these komplett auszuschalten (Maxwell und Johnson 2000).

Chlorophyll a-Messungen und Messungen des Elektronentransports des PS Il wurden mit
einem tragbaren Fluorometer (PAM-2000 = Puls-Amplituden-Modulation, Walz, Germany)
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die zu messenden Bereiche der Blatter mussten jedoch
vor den Messungen mit einem speziellen Clip fur 20 min in einen dunkeladaptierten Zustand
gebracht werden. Friher betrug die Zeit des Adaptierens 40 min, doch empirische Mes-
sungen der Arbeitsgruppe Nali konnten zeigen, dass 20 min ausreichen, damit alle PS II-
Zentren vollstandig offen sind, d.h. sich in ihrem Ausgangszustand befinden. Es wurden die
gleichen Blatter des dritten Blattpaares von unten wie bei den CIRAS-Messungen gewabhilt.
Die minimale Fluoreszenz F,, bei der alle primaren Chinonakzeptoren (Q,) oxidiert und zur
Photoreduktion beféahigt sind, also alle PS II-Zentren offen sind, wurde folgendermalRen be-
stimmt (siehe Abbildung 32): Der Messstrahl (MB: measuring beam) war so gering (< 1 umol
m? s), dass keinerlei signifikante, variable Fluoreszenz ausgeldst wurde. Das maximale
Fluoreszenzlevel F,.° (alle PS Il-Zentren sind geschlossen, Q, ist vollstandig reduziert, keine
Photosynthese mdglich) wurde durch einen séttigenden Lichtblitz (SP = saturating light
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pulse) fir 0,8 Sekunden bei 8000 pmol m? s™ im dunkeladaptierten Zustand bestimmt. Die
variable Fluoreszenz ist die Differenz zwischen maximaler Fluoreszenz F.,.° und minimaler
Fluoreszenz F, im dunkeladaptierten Zustand. Die Fluoreszenzinduktion begann mit akti-
nischem Licht (~ 400 pmol m? s™®) und wurde mit 800 ms dauernden, sattigenden Licht-
blitzen (10000 pmol m? s* PFD = photon flux density, Photonenstromdichte) (iberlagert.
Diese Pulswellen entstanden in 20-Sekunden-Intervallen, um die maximale Fluoreszenz im
lichtadaptiertem Zustand, bei dem alle PS Il Zentren geschlossen sind, zu bestimmen (F*y).
Die minimale Fluoreszenz im lichtadaptierten Zustand (F‘,) wurde sofort bestimmt, nachdem
das aktinische Licht in der Gegenwart des dunkelroten Hintergrundlichts (>710 nm) fir 10
Sekunden ausgeschaltet war, um eine maximale Oxidation der PS Il-Elektronenakzeptoren
zu gewahrleisten (alle PSlI-Zentren sind offen). Die sattigende Lichtblitzmethode (Maxwell
und Johnson 2000; Baker 2008) wurde auch zur Berechnung des photochemischen Quen-
chings und des nicht-photochemischen Quenchings (siehe Kapitel 1.6.2) benutzt (Schreiber
et al. 1986). Die tatsachliche Quantenausbeute (®Prg;, ,actual quantum yield“) wurde folgen-
dermalden berechnet: (F',, — F)/ F’.,, wobei F; die steady-state Menge der Fluoreszenz im
lichtadaptierten Zustand ist, wie es von Rohacek (2002) beschrieben wurde.

F <

F \

SP

me| AL AL

Abbildung 32: Sattigende Lichtblitzmethode; Fy: minimale Fluoreszenz im dunkeladaptierten Zustand,
FmO: maximale Fluoreszenz im dunkeladaptierten Zustand, F,: variable Fluoreszenz im dunkel-
adaptierten Zustand, MP: Messstrahl (measuring beam), SP: sattigender Lichtblitz (saturating light
pulse), AL: aktinisches Licht (actinic light), F,,: maximale Fluoreszenz im lichtadaptierten Zustand, Fy:
minimale Fluoreszenz im lichtadaptierten Zustand, F; = steady-state Menge der Fluoreszenz im licht-
adaptierten Zustand, geédnderte Abbildung aus Maxwell und Johnson (2000)

2.5.6 Messung des Abscisinsauregehalts tUber ELISA

Das monocyclische Sesquiterpen Abscisinsaure (ABA) spielt eine wesentliche Rolle bei der
Regulation der Seneszenz und der Stomata6ffnung (Tintelnot 2006). 1949 entdeckte Paul F.
Wareing, dass ruhende Knospen der Esche oder von Kartoffeln gro3e Mengen eines be-
stimmten Wachstumshemmstoffs enthielten, welchen er auf den Namen Dormin taufte. 1968
berichtete Frederic T. Addicott Uber eine in Blattern und Friichten vorkommende Substanz,
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welche den Abwurf (Abscission) beschleunigte. Bald erkannte man, dass das von ihm
benannte Abscisin und Dormin identische Molekulstrukturen aufwiesen. Im heutigen Sprach-
gebrauch wird sie als ABA bezeichnet. ABA koordiniert die Antworten der Pflanze auf
bestimmte Stressoren, wie Trockenheit, extreme Temperaturen und hohe Salzkonzen-
trationen, aber reguliert auch nicht-stressbedingte Reaktionen, wie die Samenkeimung und
den Ruhezustand der Knospe (Sheard und Zheng 2011). Die am besten untersuchte Funk-
tion der ABA ist die Regulierung des Stomataschlusses bei Wasserstress. Auf3erdem kann
sie als Gegenspieler anderer Hormone, wie Auxine, Gibberelline und Cytokinine in Bezug auf
das Wachstum betrachtet werden. Ebenso wurde bei dem Pflanzenhormon ABA gezeigt,
dass es die Zellteilung und/oder die DNA-Synthese in verschiedenen Pflanzen hemmt
(Steward und Smith 1972; Newton 1977).

Im Gegensatz zu einem Sandwich-ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay), bei dem
die Platte mit einem speziellen Antikoérper beladen wird, wird bei dem indirekten ELISA die
Mikrotiterplatte mit einer Losung versetzt, die das Antigen enthalt (siehe Abbildung 33). Alle
nicht-bindenden Stellen missen blockiert werden, um falsch positive Reaktionen zu ver-
hindern. Der detektierende Antikorper wird hinzugefligt und bindet an das Antigen. Der mit
einem Enzym (alkalische Phosphatase) verbundene zweite Antikoérper wird zugefiigt und
bindet an den detektierten Antikdrper. Die durch das Reporterenzym katalysierte Reaktion
dient als Nachweis flr das Antigen. Das Substrat kommt zuletzt hinzu und wird durch das
Enzym in eine detektierbare Substanz umgewandelt (Vernieri et al. 1989; Berg et al. 2002).

Antigen- Specific antibody Enzyme-linked Substrate is added and
coated well binds to antigen antibody binds to converted by enzyme into
specific antibody colored product; the rate

of color formation is
proportional to the amount
of specific antibody

Abbildung 33: indirekter ELISA, geanderte Abbildung aus Berg et al. 2002

Der monoklonale Antikorper DBPA-1 = decorin-binding protein A gegen ABA wurde von Prof.
Vernieri entwickelt (Vernieri et al. 1989; Perata et al. 1990). Die Analysen wurden von Dr.
Alice Trivellini nach dem Protokoll von Ferrante et al. (2012) an der Universitat von Pisa im
April 2012 durchgefihrt.

2.5.7 Bestimmung des Rosmarinsduregehalts

Der RA-Gehalt wurde, wie in Kapitel 2.3.7 beschrieben, Uber eine Extraktion mit 70%igem
Ethanol bestimmt. Die Proteinextraktion erfolgte mit 0,1 M KP;-Puffer pH 7,0 (siehe Kapitel
2.4.5), und die Konzentration wurde Uber den Bradford-Test bestimmt (siehe Kapitel 2.1.12).
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2.5.8 Bestimmung der PAL- und RAS-Aktivitat

Die Bestimmung der Aktivitat von PAL und RAS erfolgte, wie in Kapitel 2.4.8.1 und 2.1.14
beschrieben, durch die HPLC-Analyse.

2.5.9 Statistik

Fir jeden Versuch wurden drei unterschiedliche Pflanzen, die jedoch Klone von derselben
Mutterpflanze waren, verwendet. FlUr die statistischen Untersuchungen wurde ein ein-
faktorieller ANOVA angewandt. Um Vergleiche zwischen Mittelwerten zu bestimmen, wurde
der Fisher’s LSD ,multiple comparison test‘ mit P < 0.05 benutzt. Alle Analysen wurden mit
der NCSS 2000 Statistical Analysis System Software ausgefihrt.

2.5.10 Expressionsanalyse durch semiquantitative PCR

Um den Einfluss von Ozon auf die Genexpression in M. officinalis zu bestimmen, wurden
Expressionsanalysen mithilfe der semiquantitativen PCR-Technik durchgefiihrt. Um RNA aus
den gefrorenen Blattern (-80 °C) zu isolieren, wurde die Methode nach Chomczynski und
Sacchi (1987) verwendet (siehe Kapitel 2.3.1). Die RNA-Konzentration wurde photometrisch
bei 260 nm bestimmt, und die Qualitat wurde Uber ein 0,7%iges Agarosegel (siehe Kapitel
2.1.6) verifiziert. Die cDNA-Synthese erfolgte mithilfe des RevertAid® First Strand cDNA
Synthesis Kits (siehe Kapitel 2.3.3), wobei 0,5 ug RNA eingesetzt wurden. Mithilfe der semi-
guantitativen PCR (25 Zyklen) konnten Volllangen(VL)-Sequenzen von PAL (2130 bp), 4CL
(1623 bp), TAT (1236 bp) und RAS (1284 bp) mit spezifischen Primern amplifiziert werden
(siehe Kapitel 2.3.4.2). Der eukaryotische Elongationsfaktor EF1la (540 bp) und R-Aktin (313
bp) dienten als interne Standards. Die Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebers-
berg, Germany) synthetisiert. Die PCR wurde in Standardansatzen (siehe Kapitel 2.3.4.2) mit
1 ul cDNA (fir EFla 1:10 verdiinnt) durchgefuhrt. Um die PCR-Produkte zu visualisieren,
wurde eine Elektrophorese mit einem 0,7%igen Agarosegel (siehe 2.1.6) durchgefihrt.
AnschlieRend wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad, welches aus 0,005% Ethidium-
bromid in 0,5 M Tris/Borsdure/EDTA (TBE) Puffer bestand, fur 30 min unter Schaukeln
gefarbt. Die Entfarbung fand in 0,5 M TBE Puffer fiir ebenfalls 30 min statt.

Temperatur (°C) Zeit Zyklen
94 2 min 1

94 30 sec

3-Aktin (54); EFla (62); 4CL (54); PAL (58); RAS (54); TAT (54) 1 min 25

70 150 sec

72 10 min 1

Abkiihlen auf 6 °C
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Schmelz-
Primername | Sequenz temperatur

(°C)
3-Aktin f 5-GGATGATATGGAGAAGAT(T/A)TGTGGC-3' 58,0
3-Aktin r 5-AGATCACGMCCAGC(A/T)AGATC-3' 59,4
EF1af 5-GACAAGCCCCTCCGTCTCCCAC-3 67,7
EF1ar 5-GCATCACCRTTCTTCAAGAACTTRGG-3 63,2
PAL MoVL 5 | 5-ATACATATGGCAGAGAACGGTCATCATGATTCC-3' 65,0
PAL MoVL 3 | 5-ATACATATGCTAGCAGATAGGCAGAGGTGCACCATTC-3' | 69,0
4CL-f 5-ATGGAGAACCCGGCAGGCCAAG-3' 66,0
ACL-r 5-TTAGACTGCAGCTGCTAATCTTGATCTC-3 62,0
MOTAT-VLf | 5-attaCATATGGAGTTGCAGAATTCAGCG-3' 57,9
MoOTAT-VLh | 5-tatCTCGAGCTATTAGTAGGTGTGCCGTTCGC-3' 59,4
RAS-VL 5n 5-TTGGATCCATGAGGATCGATATCAAGGACTC-3' 59,0
RAS-VL 3rc | 5-TAGGATCCTCATCAAATCTCATAAAACAACTTCTC-3 54,0

2.5.11 Expressionsanalyse durch quantitative Real-Time-PCR

Um genauere Aussagen Uber die Transkriptionslevel der vier untersuchten Gene (PAL, 4CL,
TAT und RAS) machen zu kénnen, wurde eine quantitative Echtzeit-PCR durchgefiihrt. Der
Vorteil liegt in der Bestimmbarkeit der Menge des amplifizierten PCR-Produkts nach jedem
Zyklus. AuBBerdem ermdoglicht diese Methode deutlich besser, quantitative Unterschiede zu
bestimmen als die semiquantitative PCR. Weitere Unterschiede sind die Ermittlung von Stan-
dardkurven und deutlich kirzere Amplifikationsprodukte.

Das Prinzip der verwendeten Farbstoff-Inkorporationsmethode wird nachfolgend be-
schrieben: Wahrend der anfanglichen Denaturierung gibt der freie SYBR® Green Farbstoff
nur sehr geringe Fluoreszenzintensitaten ab. Diese Menge an Hintergrundfluoreszenz ist als
Basislinie erkennbar. Wahrend der Annealingphase binden wenige Farbstoffmolekiile an die
doppelstrangige DNA, welche aus der template-DNA und den Primern besteht. Diese we-
nigen, interkalierenden Farbstoffmolekiile bewirken eine Lichtemission. In der darauf fol-
genden Polymerisationsphase interkalieren mehr und mehr Farbstoffmolekile in die neu syn-
thetisierte Doppelstrang-DNA, und der Anstieg an Fluoreszenz kann pro Zyklus in Echtzeit
gemessen werden. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals ist direkt proportional zu den Pro-
duktmolekilen, welche in der PCR-Reaktion generiert werden. Wahrend der Denatu-
rierungsphase ,schmilzt® die DNA, das heildt sie wird wieder einzelstrangig, die Farbstoff-
molekiile 16sen sich von der DNA, und das Fluoreszenzsignal kehrt wieder zum Hintergrund-
level zurick. Das Maximum der ,melting curve® ist identisch mit dem Schmelzpunkt der neu
synthetisierten DNA (Invitrogen, Real-time PCR Handbuch).

Fur die quantitative Real-Time-PCR der PAL-, 4CL-, TAT- und RAS-Gene wurden spezi-
fische Primer mit einer Amplikonldnge von ca. 130 bp genutzt. Der Entwurf der Primer
erfolgte mithilfe eines Programms von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany). Um
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RNA aus den gefrorenen Blattern (-80 °C) zu isolieren, wurde erneut die Methode nach
Chomczynski und Sacchi (1987) benutzt (siehe Kapitel 2.3.1). Die Konzentration wurde
photometrisch bei 260 nm bestimmt, und die Qualitat wurde Uber ein 0,7%iges Agarosegel
verifiziert (siehe Kapitel 2.1.6). Die cDNA Synthese erfolgte mithilfe des RevertAid® First
Strand cDNA Synthesis Kit (siehe Kapitel 2.3.3), wobei 0,5 pg RNA eingesetzt und die lyo-
philisierte cDNA in 15 pl nuklease-freiem Wasser verdiinnt wurde. Die cDNA wurde zweimal
1:4 verdunnt.

Reaktionsansatz:

2 pl cDNA (entspricht 4,16 ng der urspriinglichen RNA)
0,45 ul Primer f (10 uM)

0,45 pl Primer r (10 uM)

4,6 ul nukleasefreies Wasser

7,5 pl 2x iQ™ SYBR® Green Supermix

Der 2x iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) enthalt den SYBR®
Green | Farbstoff; 50 U/ml iTag™ DNA-Polymerase; dNTPs (jeweils 0,4 mM dATP, dCTP,
dGTP und dTTP); 6 mM MgCly; 40 mM Tris-HCI pH 8,4; 100 mM KCI; 20 nM Fluorescein und
Stabilisatoren.

Die quantitative Real-Time-PCR Analyse wurde in einem Rotor-Gene® Q RT-PCR System
(Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefuhrt. Das Profil umfasst drei Segmente:

(1) 95 °C fur 3 min,
(2) 40 Zyklen bei 95 °C/15 s, 56 °C/30 s, 72 °C/30 s und
(3) eine Dissoziationskurve von 55-95 °C mit 0.5 °C/5 s Zuwachsintervallen

Als endogene Kontrollen fungierten EF1a und [3-Aktin, Uber welche die Expression der Ziel-
gene standardisiert wurde. Fir jede biologische Probe wurden drei technische Replikationen
durchgefihrt. AuBerdem wurden Standardkurven mit 5 Punkten von verschiedenen Konzen-
trationen der vereinigten cDNA (entsprechen 16,66; 4,16; 1,04; 0,26; 0,06 ng der urspriing-
lichen RNA, jeder Ansatz enthielt 2 ul cDNA) aufgenommen, um die Effizienz jedes Primers
zu verifizieren. Um Primerdimere und unspezifische Produkte auszuschlieBen sowie die
Spezifitat der quantitativen Real-Time-PCR zu bestétigen, wurden Schmelzkurvenanalysen
und eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. Das Gel wurde hergestellt, indem 0,8 g
Agarose in 100 ml 1x TBE-Puffer unter Erwdrmen gelost wurden. In die flissige Agarose
wurden 10 pl SYBR® Green | Farbstoff (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) gegeben, und
das Gel wurde in den Geltrager gegossen. Nach dem Einsetzen des Kamms und dem Aus-
polymerisieren der Agarose wurden 12 pl Probe mit 4 ul Loading Dye vermischt und in die
Taschen pipettiert. Bei 120 V lie3 man das Gel 1 h laufen und analysierte anschlieRend das
Gel auf einem UV-Transilluminator.

Das Expressionslevel der vier Zielgene wurde jeweils auf das Transkriptionslevel der beiden
.housekeeping“ Gene EF1a und R-Aktin normalisiert und mithilfe der REST 2009 Software
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(Corbett Research Pty. Ltd. und Pfaffl, 2009; Setiawan und Lokman 2010) berechnet. Der
.cycle threshold®, die Effizienz und der Korrelationskoeffizient wurden automatisch von der
Rotor-Gene® Q Series Software bestimmt.

Schmelz-
Primername | Sequenz (bp) temperatur

°C)
PAL-f 5-GCCGAAGTCATGAACGGAAAGC-3' 56,9
PAL-r 5-CGCAGCCTTAACATAACCGCTC-3' 56,5
4CL-f 5-AGACGATCATGCTCTTGCTCCC-3 56,5
4CL-r 5-GGCCTTGGCTTGCTTGATTACC-3 56,5
TAT-f 5-CCTACAAGCTACCAGCCGACTC-3' 56,6
TAT-r 5-AGCCCGTAGATTGGGAAACACG-3 57,0
RAS-f 5-ACGCCCCGACCTCAACCTTATC-3' 58,4
RAS-r 5-AAGTGGTGCTCGTTTGCCACG-3 58,5
EF1a-f 5-TTGCTGCTGCAACAAGATGGAC-3' 56,4
EF1a-r 5-GGGACGAATGCGATTTTGTCGG-3 57,0
[3-Aktin f 5-TGTATGTTGCCATCCAGGCCG-3' 57,2
3-Aktin r 5-AGCATGGGGAAGCGCATAACC-3 57,5

2.5.12 Antioxidative Mechanismen in Melissa officinalis

Die Messungen wurden an vier Monate alten Pflanzen durchgefuihrt. Sie wurden in der
Wachstumskammer kontrollierten Bedingungen (siehe Kapitel 2.5.1) ausgesetzt. Die Pflan-
zen wurden, wie bei dem Experiment im vorherigen Jahr, fir 5 h mit 80 ppb Ozon begast.
Die Begasungsexperimente fanden im April 2013 im Gewachshaus des Departments fir
Agrikultur, Erndhrung und Umwelt der Universitat in Pisa statt. Im Unterschied zum vor-
herigen Jahr wurden die Blatter 3, 5, 12, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-Begasungs-
periode geerntet und bei -20 °C eingefroren. AuRerdem gab es zu jedem Zeitpunkt Kontroll-
pflanzen, welche im Jahr davor aus logistischen Griinden fehlten. Bei allen durchgefiihrten
Untersuchungen wurden pro Zeitpunkt jeweils Dreifachproben bestimmt und der Mittelwert
berechnet.
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2.5.12.1 Ascorbat/Dehydroascorbat-Gehalt

OH OH
OH OH

OH OH (0] o
AsA DHA

Abbildung 34: Ascorbat (AsA, reduziert, links) und das Oxidationsprodukt Dehydroascorbat (DHA,
rechts)

Dieser Test basierte auf der Reduktion von Fe** zu Fe®* durch das Reduktionsmittel
Ascorbat (siehe Abbildung 34) nach Wang und Jiao (2001). Der sich aus dem Fe®* und den
Stickstoffatomen des Bathophenanthrolins (4,7-Diphenyl-1,10-phenanthrolin) bildende Kom-
plex (siehe Abbildung 35) wurde photometrisch bei 534 nm bestimmt. Der Gesamt-Ascorbat-
Gehalt (DHA + AsA) wurde nach der Reduktion von Dehydroascorbat (DHA) zu Ascorbat
(AsA) durch DTT gemessen. Der Gehalt an AsA und Gesamt-Ascorbat wurde mithilfe einer
Kalibriergeraden, welche aus verschiedenen Konzentrationen (0-10 mM) einer Ascorbat-
[6sung in 5%iger Trichloressigsaure (TCA) bestand, bestimmt. Der Gehalt an DHA wurde
durch die Differenz des Ascorbats vom Gesamt-Ascorbat berechnet. Als Blindwert wurden
100 pl 5%ige TCA-L6sung (anstatt Extrakt) eingesetzt.

1,5 g der gefrorenen Blatter (-20 °C) wurden in flissigem N, gemorsert, in ein vorgekihltes
Roéhrchen gewogen, mit 12 ml eiskalter 5%iger TCA versetzt und bei 4 °C und 13000 g flur 20
min zenrifugiert. Der farblose Extrakt wurde tber ein Miracloth® Filtertuch filtriert und nach
folgendem Schema verwendet:

Ascorbat-Gehalt (AsA) Gesamt-Ascorbat-(AsA+DHA) Gehalt
100 pl Extrakt 100 pl Extrakt
650 pl Ethanol (96%) 150 pl 3,89 mM DTT

350 ul Ethanol (96%)

10 min Inkubation

150 pl 0,24% N-Ethylmaleimid

150 pl 20% TCA

150 pl 0,4% H3PO,

300 pl 0,5% Bathophenanthrolin

150 pl 0,03% FeCly

Inkubation bei 30 °C fiir 90 min — Bildung des Fe?'-Bathophenanthrolin-Komplexes —
photometrische Bestimmung bei 534 nm
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Abbildung 35: Bathophenanthrolin

2.5.12.2 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl Radikal (DPPH’)-Test

Uber den DPPH'-Test kann die Radikalfanger-Fahigkeit des Extrakts bestimmt werden.
DPPH" + AH — DPPH-H + A’ (AH: Antoxidans)

Das dunkelviolettfarbene Radikal wird durch das Antioxidans reduziert und bei 517 nm
photometrisch bestimmt (siehe Abbildung 36). Der DPPH'-Test wurde nach dem Protokoll
von Benvenuti et al. (2004) durchgefihrt und bestimmt die Radikalfanger-Effizienz von Poly-
phenolen. Die prozentuale Abnahme der Absorption wird fir jede Konzentration bestimmt.
Die prozentuale Minderung wurde durch folgende Gleichung bestimmt:

ICs0 (%) = [(Apppn — Aexir)/Aorpr)] X 100 (Agx = Absorption des Extrakts)

Die Radikalfanger-Aktivitat wird als 1Csy (inhibition concentration) ausgedrickt, und dieser
Wert driickt die Menge an Pflanzenmaterial (in mg) aus, die benétigt wird, um 50% der an-
fanglichen DPPH'-Konzentration zu reduzieren. 0,4 g der gefrorenen Blatter (-20 °C) wurden
in flissigem N, gemorsert, in ein vorgekihltes R6hrchen gewogen, mit 4 ml 5%igem MeOH
versetzt und bei 4 °C, 13000 g fur 15 min zentrifugiert. Der grine Extrakt wurde Uber ein
Miracloth® Filtertuch filtriert, 1:5 verdiinnt und nach folgendem Schema in Kiivetten pipettiert:

Extrakt (ul) MeOH (ul) 0,2 mM DPPH (ul)
120 380 500
60 440 500
30 470 500

Inkubation fur 15 min im Dunkeln — photometrische Bestimmung bei 534 nm

Als Blindwert wurde eine Mischung aus 500 pl der violettfarbenen reinen DPPH’-Lésung und
500 pl MeOH benutzt.

NO,
O,N N—N
NO,

Abbildung 36: DPPH'-Radikal
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2.5.12.3 H,0,-Gehalt

Es gibt eine Reihe von Fluorogenen, welche als Wasserstoffdonatoren fungieren und mithilfe
der Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase = HRP) intensiv fluoreszierende Pro-
dukte bilden kdnnen (Tarpley und Grisham 2004). Die meist verwendeten Substrate sind
Diacetyldichloro-Fluorescein (Hinkle et al. 1967), Homovanillinsdure (Ruch et al. 1983) und
Amplex® Red (Zhou et al. 1997). Die Menge an H,O, korreliert mit der Menge an gebildetem
Produkt Resorufin. Hier wurde die fluorimetrische Wasserstoffperoxidbestimmung mit dem
Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Kit (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) nach Shin et al. (2005) durchgefuhrt. Der Assay basiert auf der Oxidation des
Amplex® Red Reagenz (10-Acetyl-3,7-Dihydrophenoxazin) durch H,O, in Anwesenheit von
HRP und der Bildung des rot-fluoreszierenden Produkts (siehe Abbildung 37; Mohanty et al.
1997; Zhou et al. 1997).

0,18 g der gefrorenen Blatter (-20 °C) wurden in flissigem N, gemoérsert, in ein vorgekihltes
Roéhrchen gewogen, mit 400 ul 20 mM KP;-Puffer pH 6,5 versetzt und bei 4 °C, 12000 g fir
20 min zentrifugiert. Der orangefarbene Extrakt wurde {ber ein Miracloth® Filtertuch filtriert.
50 pl des 1:5 verdunnten Uberstands wurden mit 50 pl 50 uM 10-Acetyl-3,7-Dihydropheno-
xazin und 50 pl 0,1 U/ml HRP bei 25 °C fir 30 min im Dunkeln inkubiert (siehe Angaben des
Herstellers). Die Resorufinfluoreszenz (Extinktion/Emission = 530/590 nm) wurde mit einem
Fluoreszenz/Absorptions-Mikroplattenleser (Victor 3 1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer,
USA) quantifiziert. Nach dem Subtrahieren der Hintergrundfluoreszenz, welche durch die
Pufferlosung und das Testreagenz verursacht wird, wurden die Werte mithilfe einer H,O,-
Standardkurve (0-10 uM) berechnet.

OH (o) OH
\©:N:©/ Amplex® Red

C

~
[| ~cHy
o

H20-

2

HRP

-
jesey

Abbildung 37: Oxidation des Amplex® Red Reagenz durch H,O, in Anwesenheit von HRP
(horseradish peroxidase = Merrettichperoxidase) und der Bildung von Resorufin

Resorufin

2.5.12.4 Gesamtgehalt phenolischer Verbindungen

Der Gesamtgehalt an phenolischen Substanzen wurde mithilfe des Folin-Ciocalteau-Rea-
genzes spektrophotometrisch nach Singleton und Rossi (1965) und Waterhouse (2002) be-
stimmt. Die Originalreaktion wurde 1927 von Folin entwickelt. Die Phenole werden in einer
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Redoxreaktion mit Wolframat und Molybdat zu einem blauen Endprodukt umgesetzt, dessen
Absorption bei 760 nm gemessen werden kann (Prior et al. 2005).

Na,WO,/Na,MoO, — (Phenol-MoW:;0.0)™
Mo(VI) (gelb) + e — Mo(V) (blau)

0,4 g der gefrorenen Blatter (-20 °C) wurden in flissigem N, gemorsert, in ein vorgekihltes
Roéhrchen gewogen, mit 4 ml MeOH, angesauert mit 1% HCI 37%, versetzt und bei 4 °C,
12500 g fiir 15 min zentrifugiert. Der 1:5 verdiinnte, griine Extrakt wurde tiber ein Miracloth®
Filtertuch filtriert. Der Gesamtgehalt an phenolischen Substanzen wurde mithilfe einer Gal-
lussaure-Kalibriergeraden, welche aus verschiedenen Volumina einer 25 mg/ml Gallussaure-
|6sung ermittelt wurde, bestimmt. Laut Protokoll wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

Menge (ul) Loésung

25 Kalibrierlosung/Extrakt
1225 Aqua dest.

125 Folin-Ciocalteau-Reagenz
Schutteln, Inkubation fir 8 min

375 7,5% Na,CO;

250 Aqua dest.

Inkubation fir 2 h im Dunkeln bei Raumtemperatur — photometrische Bestimmung bei 760
nm

2.5.12.5 Prolin-Gehalt

0,6 g der gefrorenen Blatter (-20 °C) wurden in fliissigem N, gemorsert, in ein vorgekihltes
Rohrchen gewogen, mit 12 ml 3%iger 5-Sulfosalicylsdure, angesauert mit 1% HCI 37%,
versetzt und bei 4 °C, 13000 g fur 15 min zentrifugiert. Der klare Extrakt wurde tber ein Mira-
cloth® Filtertuch filtriert. Um eine saure Ninhydrinlésung herzustellen, wurden 1,25 g Nin-
hydrin in 30 ml Eisessig, versetzt mit 20 ml 6 M H3PO,, unter Rihren in der Warme gelst.
Es wurden in einem Reagenzglas 1 ml Filtrat, 1 ml der frisch hergestellten sauren Ninhydrin-
I6sung und 1 ml Eisessig gemischt und bei 100 °C fir eine Stunde im Wasserbad erhitzt. Die
Reaktion wurde nach Ablauf der Stunde sofort im Eisbad beendet. Zu der Lésung gab man 2
ml Toluol und mischte fir 20 s intensiv. Das rotliche Chromophor wurde mit der oberen
wassrigen Phase abgehoben und dessen Absorption bei 520 nm bestimmt (Bates et al.
1973).

2.5.12.6 Bestimmung der Carotinoide

Die Carotinoide sind in der Bestimmung der photosynthetischen Pigmente enthalten und
wurden auf die gleiche Weise gemessen (siehe Kapitel 2.5.3).
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2.5.12.7 Katalase-Aktivitat

0,6 g der gefrorenen Blatter (-20 °C) wurden in flissigem N, gemorsert, in ein vorgekihltes
Rohrchen gewogen, mit 12 ml 50 mM KP-Puffer pH 7,8 (enthalt 1% Polyvinylpyrrolidon 10,
MW = 10000 g/mol), versetzt und bei 4 °C, 12000 g fur 15 min zentrifugiert (Lei et al. 2011).
Der orangefarbene Extrakt wurde iiber ein Miracloth® Filtertuch filtriert und die Protein-
konzentration zunachst durch den Bradford-Test bestimmt. Dazu wurden 12 ml Aqua dest.
mit 3 ml ,Dye Reagent Concentrate® (Bio-Rad, Munchen) gemischt. Zu 1 ml dieser Losung
wurden 20 ul Extrakt/Puffer pipettiert und im 10-Sekunden-Takt gemischt. Nach einer Inku-
bationszeit von 10 min bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm im 10-
Sekunden-Takt bestimmt. Die Berechnung erfolgte mithilfe einer BSA-Kalibiergeraden (0,2-
0,9 mg/ml).

Um die Aktivitat der Katalase (EC 1.11.1.6) zu messen, wurden zunachst 60 ml 50 mM KP;-
Puffer pH 7,8 mit 60 pl 30%iger H,O, versetzt. Von dieser Mischung gab man 770 pl in eine
Kivette und pipettierte 30 pl Extrakt hinzu. Die Absorption wurde alle 30 s bei 240 nm
bestimmt. Die Katalase-Aktivitat wurde durch den Extinktionskoeffizienten von 394 mM™* cm™
berechnet.
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3. Ergebnisse und Diskussion
3.1 Projekt 1: Versuche zur Kristallisation des CbRAS-Proteins

3.1.1 Ergebnisse zur Gewinnung von CbRAS-Proteinkristallen

In den folgenden Kapiteln werden die Versuche zur Gewinnung von Proteinkristallen der
CbRAS dargestellt. Sander (2010) erzielte nach Aufreinigung aus inclusion bodies
hochreines CbRAS-Protein mit N-terminalem 6x-His-tag in einer Endkonzentration von 7,5
mg/ml, welches jedoch nur in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5 nicht prazipitierte. Bei Kristal-
lisationsansatzen mit einer Variante des Wizard | Screens No. 2 konnten kleine, drei-
dimensionale Kristalle identifiziert werden, welche aber nicht zu einem groRen Kristall
heranwuchsen.

Zunéchst wurde die Expression des CbRAS-Proteins in den E. coli BL21(DE3)pLysS-Zellen
getestet, um zu bestimmen, ob die CbRAS in inclusion bodies vorliegt.

3.1.1.1 Expression des CbRAS-Proteins in E. coli BL21(DE3)pLysS

Wurde die CbRAS unter Standardbedingungen in E. coli BL21(DE3)pLysS exprimiert (siehe
Kapitel 2.1.3), so konnte in RAS-Aktivitatstests nach einer Reaktionszeit von 5 Minuten bei
30 °C eine Produktmenge pro Testansatz von 3,0 nmol und nach einer Reaktionszeit von 15
Minuten eine Produktmenge pro Testansatz von 3,9 nmol gemessen werden. Allerdings war
die synthetisierte Proteinmenge nach der His-tag-Aufreinigung (siehe Kapitel 2.1.10) aus 100
ml Bakterienkultur zu gering (0,09 mg/ml), um sie auf einem SDS-Polyacrylamidgel sichtbar
zu machen. Dieses Ergebnis bestatigte die Untersuchungen von Sander (2010), dass die
CbRAS in inclusion bodies vorliegt. Durch Plasmidpréparation (siehe Kapitel 2.1.4) und an-
schlieBenden Restriktionsverdau mit Ndel und BamHI (siehe Kapitel 2.1.5) konnte mithilfe
einer Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 2.1.6) die Anwesenheit der gewlnschten
Fremd-DNA (1293 bp) in dem pET-15b-Vektor bestétigt werden.

Mit dem ,Protein Refolding Kit* der Firma Novagen wurde die Solubilisierung und Rick-
faltung des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies durchgefihrt. Durch dieses Kit kdnnen die
Proteine, welche als inclusion bodies in E. coli akkumulieren, solubilisiert werden.

3.1.1.2 Aufreinigung/Isolierung des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies

Nach dem Solubilisierungsschritt mithilfe des alkalischen CAPS-Puffers in Kombination mit
dem Detergens N-Lauroylsarcosin und DTT (IB Solubilization Buffer) wurde das Protein zur
Ruckfaltung in einen pH-neutralen Dialysepuffer (1x Dialysis Buffer) tberfiihrt. Nach der
Ruckfaltung wurden Standardenzymtests durchgefiihrt, um die RAS-Aktivitat zu bestimmen,
wobei Reaktionszeiten von 5, 15 und 30 min bei 30 °C verwendet wurden (siehe Kapitel
2.1.14). Die hochste Produktmenge pro Testansatz mit 15,1 nmol lag nach einer Inkubations-
zeit von 5 min vor (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: Vergleich der CbRAS-Aktivitdten nach einer Reaktionszeit von 5, 15 und 30 Minuten
nach der Rickfaltung aus inclusion bodies

Nach der His-tag Aufreinigung (siehe Kapitel 2.1.10) des riickgefalteten Proteins, wurde mit-
tels PD-10 S&ulchen in 20 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5 umgepuffert (siehe Kapitel 2.1.11). Die
Elutionsfraktion hatte eine Proteinkonzentration von 0,268 mg/ml und eine spez. Aktivitat
nach einer Reaktionszeit von 15 min von 0,3596 mkat/kg. AuRerdem wurde eine SDS-PAGE
angefertigt (siehe Kapitel 2.1.17), um die Menge und Reinheit des Proteins zu bestimmen.
Das folgende SDS-Gel (siehe Abbildung 39) zeigt die verschiedenen Proteinfraktionen der
CbRAS-His-tag-Aufreinigung.

66 kDa

43 kDa 47 kDa

29 kDa
20 kDa

14 kDa

Abbildung 39: SDS-PAGE des CbRAS-Proteins nach Rickfaltung und His-tag-Aufreinigung aus
inclusion bodies: 1: Roti®-Mark Standard, 2: Durchfluss, 3: 1. Waschfraktion, 4: 2. Waschfraktion, 5:
Elutionsfraktion, 6: Rohextrakt

~97 ~



Ergebnisse und Diskussion

Um groRere Mengen zu erzielen, wurden achtmal 250 ml LB-Amp-Medium mit je 1 ml UN-
Kultur pro Kolben angeimpft und nach beschriebenem Verfahren bearbeitet (siehe Kapitel
2.1.3). Es wurden insgesamt vier Rohextrakte erzielt. Diese wiesen nach einer Reaktionszeit
von funf Minuten im RAS-Standardenzymtest (siehe Kapitel 2.1.14) spez. Aktivitdten zwi-
schen 0,146 und 0,175 mkat/kg auf (siehe Abbildung 40).

0,18 r
0,16
=

Rohextrakt 1 Rohextrakt 2 Rohextrakt 3 Rohextrakt 4

Abbildung 40: Vergleich der spez. RAS-Aktivitat (mkat/kg) von vier verschiedenen Rohextrakten des
CbRAS-Proteins aus inclusion bodies nach einer Reaktionszeit von finf Minuten

Zur Optimierung von Menge und Reinheit der CbRAS wurde das riickgefaltete Protein aus
Rohextrakt 1 (spezifische Aktivitat von 0,175 mkat/kg) unter unterschiedlichen Bedingungen
erneut solubilisiert und riickgefaltet (siehe Kapitel 2.1.9). Die deutlich geringere spezifische
Aktivitat lie3 vermuten, dass noch eine gewisse Menge an CbRAS-Protein falsch gefaltet
vorliegen konnte. Aus diesem Grund wurde versucht, durch die erneute Solubilisierung und
Ruckfaltung eine grélere Menge an aktivem Protein zu erzielen. Um dieses Ziel zu
erreichen, wurden verschiedene Varianten angewandt.

3.1.1.3 Variationsmoglichkeiten zur Isolierung des CbRAS-Proteins aus
inclusion bodies

Es wurden folgende Varianten getestet (siehe Kapitel 2.1.9):

o Aktivitatsbestimmung von Rohextrakt 1 nach Lagern bei +4 °C

e zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 1x IB Solubilization Buffer, 0,25 ml N-
Lauroylsarcosin (30%), 50 ul 1 M DTT

e zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 10x IB Solubilization Buffer, 0,25 ml N-
Lauroylsarcosin (30%), 50 ul 1 M DTT

e zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 10x IB Solubilization Buffer mit Zusatz
von 4,5 M Harnstoff
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e zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 100 mM KH,PO, pH 7,4, 100 mM L-
Arginin

Wie in Abbildung 41 erkennbar ist, stieg die Aktivitait des CbRAS-Proteins schon durch
einmonatiges Lagern bei 4 °C um 291% von 0,175 mkat/kg auf 0,684 mkat/kg an. Die héchs-
te Aktivitat erhielt man bei der zweiten Solubilisierung mit 1x IB Solubilization Buffer auf 1,07
mkat/kg. Dies entspricht einer Steigerung um 511%. Fast keine Aktivitat erhielt man bei der
Verwendung mit 1x IB Solubilization Buffer in Kombination mit 4,5 M Harnstoff (0,063
mkat/kg). Mit Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4) und Arginin konnte eine Steigerung um
58% erzielt werden (0,28 mkat/kg).

10 ¢
09
08 r
0,7
0,6 r
05
04 r
03
0,2 r

01 r
0,0 .
Rohextrakt 1 1x 1B 10x IB Sol. 10x Sol. KH,PO, +

Sol.Puffer Puffer Puffer + L-Arginin
Harnstoff

spezifische Aktivitat (mkat/kg)

Abbildung 41: Vergleich der zweiten Solubilisierung von Rohextrakt 1 des CbRAS-Proteins aus
inclusion bodies unter folgenden Bedingungen: Rohextrakt 1 nach einmonatiger Lagerung bei 4 °C,
zweite Solubilisierung mittels 1x IB Solubilization Buffer, zweite Solubilisierung mittels 10x 1B
Solubilization Buffer, zweite Solubilisierung mittels 10x IB Solubilization Buffer + 4,5 M Harnstoff,
zweite Solubilisierung mit 200 mM KH,PO,4 + 100 mM L-Arginin

Um nicht nur die Aktivitat, sondern auch die Reinheit des CbRAS-Proteins aus den einzelnen
Varianten der zweiten Solubilisierung zu Uberprifen, wurde eine SDS-PAGE (siehe
Abbildung 42) angefertigt.
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Abbildung 42: SDS-PAGE des CbRAS-Proteins aus der zweiten Solubilisierung von Rohextrakt 1 des
CbRAS-Proteins aus inclusion bodies unter folgenden Bedingungen: 1. Roti®-Mark Standard, 2: Roh-
extrakt 1 des CbRAS-Proteins nach einmonatiger Lagerung bei 4 °C, 3. Zweite Solubilisierung von
Rohextrakt 1 mit 1x IB Solubilization Buffer, 4: Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 10x IB
Solubilization Buffer, 5: Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 10x IB Solubilization Buffer + 4,5
M Harnstoff, 6: Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 200 mM KH,PO, + 100 mM L-Arginin

Man konnte deutlich eine bessere Reinheit (Banden 3, 4, 5 und 6) im Vergleich zur blof3en
Lagerung bei 4 °C des Rohextrakts 1 (Bande 2) durch die zweite Solubilisierung erkennen.
Um diese Reinheit noch zu steigern, wurde zusatzlich ein His-tag-Aufreinigungsschritt der
zweiten Solubilisierung mit 1x IB Solubilization Buffer des Rohextrakts 1 angeschlossen.
Dies ist in Abbildung 43 erkennbar.

.
66 kDa P
— —
43 kDal = — — <4—— 47 kDa
e
-

Abbildung 43: SDS-PAGE des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies: 1: Roti®-Mark Standard, 2: Zwei-
te Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 1x IB Solubilization Buffer, 3: Zweite Solubilisierung von Roh-
extrakt 1 mit 10x IB Solubilization Buffer, 4: Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mit 10x IB Solu-
bilization Buffer + 4,5 M Harnstoff, 5: Rohextrakt 1, 6: Elutionsfraktion des Rohextrakts 1 nach zweiter
Solubilisierung mit 1x IB Solubilization Buffer nach His-tag-Aufreinigung, 7: Ca90OMT
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Durch die His-tag-Aufreinigung des Rohextrakts 1 nach der zweiten Solubilisierung in 1x 1B
Solubilization Buffer ist im Vergleich zwischen Bande 2 (vor His-tag-Aufreinigung) und Bande
6 (Elutionsfraktion, nach His-tag-Aufreinigung) eine Verbesserung der Reinheit erkennbar.
AuRerdem wurde eine Probe der erfolgreich kristallisierten Coniferylalkohol 9-O-Methyltrans-
ferase (Ca90OMT) neben der Elutionsfraktion aufgetragen, um einen Vergleich der Menge
und Reinheit zu erhalten, welche fur die Kristallisation vonnéten ist (Wolters et al. 2013). Die
Aktivitat der Elutionsfraktion (Reaktionszeit von finf Minuten) betrug 2,22 mkat/kg.

Um zu bestimmen, ob sich die Aktivitat noch weiter steigern liel3, wurde die Elutionsfraktion
des Rohextrakts 1 nach der zweiten Solubilisierung mit 1x IB Solubilization Buffer nach His-
tag-Aufreinigung noch zwei weitere Male mit 1x IB Solubilization Buffer solubilisiert (siehe
Abbildung 44).

14

spezifische Aktivitat (mkat/kg)

Elutionsfraktion 2. Rickfaltung der 3. Ruckfaltung der
Elutionsfraktion Elutionsfraktion

Abbildung 44: Vergleich der spezifischen Aktivitat (Reaktionszeit von finf Minuten) der Elutionsfraktion
des Rohextrakts 1 des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies nach der zweiten Solubilisierung mit 1x
IB Solubilization Buffer mit den Aktivitaten (Reaktionszeit von funf Minuten) der zweiten und dritten
Solubilisierung der Elutionsfraktion durch 1x IB Solubilization Buffer

Es ist ersichtlich, dass eine enorme Steigerung der Aktivitat um 471% von 2,22 mkat/kg auf
12,68 mkat/kg stattfand. Es war jedoch anzunehmen, dass bei dieser geringen Aktivitat
immer noch eine ziemlich grof3e Menge an CbRAS falsch gefaltet vorliegt. Die Gefahr bei der
Kristallisation besteht darin, dass falsch gefaltetes Protein kristallisiert. Aus diesem Grund
wurden mit dieser Elutionsfraktion noch keine Kristallisierungsversuche unternommen.

~101 ~



Ergebnisse und Diskussion

3.1.1.4 PAGE unter nativen Bedinqungen

Um zu untersuchen, ob verschiedene Proteinpopulationen von CbRAS vorlagen, wurde eine
PAGE unter nativen Bedingungen durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.1.18).

66 kDa

43 kDa <— 47kDa

Abbildung 45: PAGE unter nativen Bedingungen: 1: Roti®-Mark Standard, 2: Rohextrakt 1 des CbRAS
-Proteins aus inclusion bodies, 3: Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mittels 1x IB Solubilization
Buffer, 4. Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mittels 10x IB Solubilization Buffer, 5 und 6: Elu-
tionsfraktionen nach His-tag-Aufreinigung der zweiten Solubilisierung von Rohextrakt 1 mittels 1x IB
Solubilization Buffer, 7: Zweite Solubilisierung von Rohextrakt 1 mittels 1x IB Solubilization Buffer, 8:
Rohextrakt 1

Alle Proteinfraktionen sahen vergleichbar aus (siehe Abbildung 45). Es konnten keine unter-
schiedlich gefalteten Proteinpopulationen aufgetrennt werden.

Deshalb wurde die Strategie gewechselt und das Ziel verfolgt, direkt I6sliches Protein mit
hoher Aktivitat und hoher Reinheit durch Verwendung der SoluBL21™-E. coli-Zellen zu expri-
mieren.

3.1.1.5 Expression der CbRAS in SoluBL21™ Competent E. coli

Da in den vorherigen Kapiteln gezeigt wurde, dass ein grof3er Teil der CbRAS in inclusion
bodies vorliegt, wurde versucht, durch die chemisch kompetenten SoluBL21™ E. coli-Zellen
die Loslichkeit der CbRAS zu erhthen (siehe Kapitel 2.1.21). Durch spezifische Selek-
tionskriterien bildet der SoluBL21™-Stamm uncharakteristische Mutationen aus, wodurch er
unldsliches Protein in vollstandiger oder teilweise I6slicher Form exprimieren kann (Angaben
des Herstellers).

Der Versuch, nach der Transformation mit dem Expressionsplasmid Ubernachtkulturen mit
M9-Minimalmedium (siehe Kapitel 7.3.3) anzuziehen, resultierte jedoch in duf3erst geringem
Wachstum. Da auch nach dem Animpfen mit den UN-Kulturen wuchsen die Bakterien extrem
langsam, wurde auf LB-Medium (siehe Kapitel 7.3.1) umgestellit.
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3.1.1.6 Optimierte Expression der CbRAS in SoluBL21™ Competent E.
coli

3.1.1.6.1 Expression in 100 ml LB-Medium

Nach dem Bakterienaufschluss (siehe Kapitel 2.1.21.1) konnte der gewonnene Rohextrakt
fur die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (siehe Kapitel 2.1.12), fir die SDS-
PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) und fur RAS-Enzymtests (siehe Kapitel 2.1.14). verwendet
werden.

Nach der Expression und His-tag-Aufreinigung wurden aus 100 ml Bakteriensuspension 2,1
mg reines Protein mit einer spezifischen RAS-Aktivitat von 1,8 mkat/kg erzielt. Die Reinheit
wurde mittels SDS-PAGE (siehe Abbildung 46) Gberpruft.

150 kDa

100 kDa
80 kDa

-
60 kDa W
— “ <«4— 47kDa

40 kDa
30 kDa -
20 kDa
10kDa

Abbildung 46: SDS-PAGE des in SoluBL21™-Zellen exprimierten CbRAS-Proteins aus 100 ml Bakte-
riensuspension: 1: Roti®-Mark Plus, 2: Rohextrakt, 3: Durchfluss, 4: Waschfraktion 1, 5: Waschfraktion
2, 6 und 7: Elutionsfraktionen nach His-tag-Aufreinigung

Um die maximale spezifische Aktivitdt der heterolog exprimierten CbRAS zu ermitteln,
wurden verschiedene Konzentrationen (unverdinnt, 1:10-, 1:50-Verdinnung) der Elutions-
fraktion aus 100 ml Bakteriensuspension getestet (siehe Abbildung 47).
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3.1.1.6.2 Bestimmung der maximalen spezifischen Aktivitat des CbRAS-
Proteins

160
140 -
120 -
100 -

80

60

spezifische Aktivitat (mkat/kg)

20 |

unverdinnt 1:10 1:50

Abbildung 47: Bestimmung der maximalen spezifischen Aktivitdt CoRAS-Elutionsfraktion (Expression
in SoluBL21™-Zellen und His-tag-Aufreinigung) durch verschiedene Konzentrationen bei einer Reak-
tionszeit von funf Minuten

Die hochste spezifische Aktivitat mit 144,4 mkat/kg lag bei einer 1:50 Verdiinnung vor. Dies
zeigt, dass bei den anderen Verdinnungsstufen die Substrate nicht wahrend der gesamten
Reaktionszeit in ausreichender Konzentration vorlagen.

3.1.1.6.3 Expression in 1000 ml LB-Medium

Nach der Expression in einem gréReren Maf3stab (1 Liter LB-Amp-Medium) konnten 13,35
mg reines Protein pro 1000 ml Bakteriensuspension erzielt werden. Die Reinheit wurde
ebenfalls mittels SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.1.17) tberprift. Wie in Abbildung 48 erkennbar
ist, waren die Elutionsfraktionen immer noch stark mit Bakterienproteinen verunreinigt. Die
spezifische Aktivitat der 1:100 verdiinnten Elutionsfraktion betrug nach 30 s 220,1 mkat/kg
und nach 15 s 353,6 mkat/kg.
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60 kDa <4—— 47kDa

40 kDa

Abbildung 48: SDS-PAGE des in SoluBL21™-Zellen exprimierten CobRAS-Proteins aus 1000 ml Bak-
teriensuspension: 1: Roti®-Mark Plus, 2 und 3: Elutionsfraktionen nach His-tag-Aufreinigung, 4: Elu-
tionsfraktion 1:10 verdiinnt, 5: Elutionsfraktion 1:100 verdinnt, 6: Waschfraktion 2, 7: Waschfraktion 1,
8: Durchfluss

Um mehr Fremdprotein schon bei dem Waschvorgang zu entfernen, wurden verschiedene
Imidazol-Konzentrationen im Waschpuffer getestet.

3.1.1.7 Veranderung der Imidazol-Konzentration des His-tag-Waschpuf-
fers

Es wurden Waschvorgénge mit Imidazol-Konzentrationen von 20, 50, 75, 100 und 150 mM
durchgefiihrt und das Ergebnis Giber SDS-PAGE Uberprift (siehe Abbildung 49).

60 kDa

40 kDa

Abbildung 49: SDS-PAGE zur Untersuchung des Einflusses des Imidazolgehalts des Waschpuffers
bei der His-tag-Aufreinigung nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen: 1: Roti®-Mark Plus, 2:
Rohextrakt, 3: Durchfluss, 4: 20 mM Imidazol, 5: 50 mM Imidazol, 6: 75 mM Imidazol, 7: 100 mM Imi-
dazol, 8: 150 mM Imidazol
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Die Proteinkonzentrationen waren viel zu gering, um durch die SDS-PAGE detektiert zu
werden. Aus diesem Grund wurden die Proben mit Trichloressigsdure (TCA, trichloroacetic
acid) gefallt.

Nach dem Fallen mit TCA (siehe Kapitel 2.1.23) wurde das Pellet gewaschen, getrocknet, in
20 mM Tris/HCI pH 7,5 zuriickgeldst und mittels SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 50).

60 kDa T Ep— <4— 47 kDa

40 kDa

Abbildung 50: SDS-PAGE zur Untersuchung des Einflusses des His-tag-Waschpuffers bei der His-tag-
Aufreinigung nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen; das Protein wurde vor der Elektropho-
rese durch TCA-Fallung aufkonzentriert: 1: Roti®-Mark Plus, 2: Rohextrakt, 3: Durchfluss, 4: 20 mM
Imidazol, 5: 50 mM Imidazol, 6: 75 mM Imidazol, 7: 100 mM Imidazol, 8: 150 mM Imidazol

Am saubersten sahen die Fraktionen mit 75 und 100 mM Imidazol (Banden 6 und 7) im
Waschpuffer aus. Deshalb wurde eine His-tag-Aufreinigung an die CbRAS-Expression durch
SoluBL21™:-E. coli angeschlossen und nach dem zweimaligen Waschen mit 20 mM Imidazol
und der Elution mit 75 und 100 mM Imidazol im Waschpuffer die Reinheit mittels SDS-PAGE
untersucht (siehe Abbildung 51).

60 kDa
<4— 47 kDa

40 kDa

Abbildung 51: SDS-PAGE zur Untersuchung des Einflusses der Imidazolkonzentration des Wasch-
puffers bei der His-tag-Aufreinigung nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen: 1: Roti®-Mark
Plus, 2: Gesamtprotein vor Induktion, 3: Gesamtprotein nach Induktion, 4: Rohextrakt, 5: Durchfluss,
6: Waschfraktion 1: 20 mM Imidazol, 7: Waschfraktion 2: 20 mM Imidazol, 8: Elutionsfraktion: 75 mM,
9: Elutionsfraktion: 100 mM
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Wie in Abbildung 51 erkennbar ist, machte es keinen groRen Unterschied, ob mit 75 oder
100 mM Imidazol im Waschpuffer eluiert wird. Trotzdem sind immer noch Verunreinigungen
mit Fremdproteinen erkennbar. Somit wurde eine Reinigung des CbRAS-Proteins durch Gel-
permeationschromatographie angeschlossen (siehe Kapitel 3.1.1.9).

3.1.1.8 Reinigung des Proteins durch Gelpermeationschromatographie

3.1.1.8.1 GPC Saule HiLoad™ 26/60 Superdex 200

Nach der CbRAS-Expression in SoluBL21™-E. coli (siehe Kapitel 3.1.1.6.3) erfolgte nach
dem Bakterienaufschluss eine His-tag-Aufreinigung (siehe Kapitel 2.1.10). Nach dem Auf-
konzentrieren mit Vivaspin 20 Zentrifugalkonzentratoren (siehe Kapitel 2.1.16) konnten 3 ml
Losung mit einer Protein-Endkonzentration von 2,26 mg/ml erzielt werden (siehe Kapitel
2.1.12).

Danach wurde eine préaparative Gelffiltrationschromatographie mittels einer HiLoad™ 26/60
Superdex 200-Saule (siehe Abbildungen 52 und 53) angeschlossen. Die einzelnen, gesam-
melten Fraktionen wiesen ein Volumen von 10 ml auf.

.6
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Abbildung 52: Préparative Gelfiltrationschromatoh%;raphie: Chromatogramm der HiLoad™ Superdex
200-S&ule nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen und His-tag-Aufreinigung, Pfeile zeigen ein-
zelne, gesammelte Fraktionen mit einem Volumen von je 10 ml
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Abbildung 53: Préaparative Gelfiltrationschromatoh(z:;raphie: Chromatogramm der HiLoad™ Superdex
200-Saule nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen und His-tag-Aufreinigung, detailliertere Dar-
stellung

Da die Fraktionen 7, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 und 22 (schwarze Pfeile in Abbildung 52)
mdoglicherweise das CbRAS-Protein enthalten, wurden sie per SDS-PAGE auf Identitat und
Reinheit untersucht (siehe Abbildung 54).
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Abbildung 54: SDS-PAGE zur Untersuchung der Fraktionen nach HiLoad™ Superdex 200-Gel-
permeationschromatographie nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen

Das CbRAS-Protein war in den Fraktionen 14, 15, 16, 17 und 18 detektierbar (siehe
Abbildung 54). Da die Fraktionen 16 und 17 die grof3te Reinheit und Menge aufwiesen,
wurden sie vereinigt (Konzentration: 1,195 mg/ml), mithilfe der Vivaspin 20 Zentrifugal-

konzentratoren auf 8,216 mg/ml aufkonzentriert und die Reinheit mittels SDS-PAGE
kontrolliert (siehe Abbildung 55).

60 kDa

47 kDa
40 kDa

Abbildung 55: SDS-PAGE zur Untersuchung der aufgereinigten Fraktionen nach HiLoad™ Sugerdex
200-Gelpermeationschromatographie nach CbRAS-Expression in SoluBL21™-Zellen: 1: Roti®-Mark
Plus, 2: vereinigte Fraktionen (Fraktionen 16 und 17) vor Aufkonzentrierung durch Vivaspin 20 Zentri-
fugalkonzentratoren (Konzentration: 1,195 mg/ml), 3: vereinigte Fraktionen (Fraktionen 16 und 17)
nach Aufkonzentrierung durch Vivaspin 20 Zentrifugalkonzentratoren (Konzentration: 8,216 mg/ml)
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Das aufkonzentrierte Protein war immer noch stark mit Fremdproteinen verunreinigt.
Demzufolge wurde eine weitere Aufreinigung mit der HiLoad™ 26/60 Superdex 75-S&ule
(siehe Abbildungen 56 und 57) angeschlossen.

3.1.1.8.2 GPC Saule HiLoad™ 26/60 Superdex 75

Das jeweilige Fraktionsvolumen wurde von 10 ml auf 1,5 ml verringert, um eine gréRere
Reinheit der einzelnen Fraktionen zu gewahrleisten. Die ,gro3en” Fraktionen wurden weiter-
hin mit einem Volumen von 10 ml gesammelt (siehe Abbildungen 56 und 57).
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Fraktion 36 grof3
Fraktion 19 grof3 Fraktion 44 grof3

Fraktion 14 groR3

Abbildung 56: Praparative GeIfiItrationschromatographie, Chromatogramm der HiLoad ™ Superdex 75-
Saule nach CbRAS-Expression durch SoluBL21™-Zellen und His-tag-Aufreinigung, Pfeile zeigen ge-
sammelte Fraktionen mit einem Volumen von 10 ml an
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Abbildung 57: Préparative Gelfiltrationschromatographie, Chromatogramm der HiLoad™ Superdex 75-
Saule nach CbRAS-Expression durch SoluBL21 M.Zellen und His-tag-Aufreinigung, Pfeile zeigen die
gesammelten Fraktionen mit einem Fraktionsvolumen von 2 ml an, detailliertere Darstellung
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Da, wie in Abbildungen 56 und 57 erkennbar, zwei Peaks vorhanden sind, wurden die ver-
schiedenen Fraktionen von Peak 1 und die Fraktionen von Peak 2 auch getrennt tUber zwei
SDS-PAGEs analysiert (siehe Abbildung 58).

Fraktion 14: 10 ml
Fraktion 19: 10 ml
Roti®-Mark Plus
Fraktion 30: 2 ml
Fraktion 31: 2 ml
Fraktion 32: 2 ml
Fraktion 33: 2 ml
Fraktion 34: 2 ml
Fraktion 35: 2ml
Fraktion 36: 2 ml
Roti®-Mark Plus
Fraktion 38:2 ml
Fraktion 40: 2 ml
Fraktion 41:2 ml
Fraktion 42:2 ml
Fraktion 43: 2ml
Fraktion 44:2 ml
Fraktion 45:2 ml
Fraktion 44: 10 ml

Fraktion 36: 10 ml

60 kDa -

<4—47 kDa
40 kDa

Abbildung 58: SDS-PAGEs zur Untersuchung der gesammelten 2 ml- und 10 ml-Fraktionen nach

HiLoad' Superdex 75-Gelpermeationschromatographie nach CbRAS-Expression durch SoluBL21™-
Zellen

Wie in der Abbildung 58 erkennbar ist, ist zwischen den einzelnen 2 ml-Fraktionen, die das
Protein enthalten, kein Unterschied auszumachen. Demzufolge wurden diese Fraktionen
(Fraktion 31-45) wieder vereinigt und mithilfe der Vivaspin 20 Zentrifugalkonzentratoren auf-
konzentriert. Die Reinheit wurde erneut mittels SDS-PAGE untersucht (siehe Abbildung 59).
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60 kDa

47 kba —»
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Abbildung 59: SDS-PAGE zur Untersuchung der vereinigten Fraktionen nach HiLoad™ Superdex 75-
Gelpermeationschromatographie nach CbRAS-Expression durch SoluBL21™-Zellen: 1: CbRAS der
vereinigten Fraktionen von Peak 1 (Fraktion 31-36), 2: CbRAS der vereinigten Fraktionen von Peak 2
(Fraktion 38-45) 3;5: verschiedene Konzentrationen der vereinigten Fraktionen von Peak 1, 4;6: ver-
schiedene Konzentrationen der vereinigten Fraktionen von Peak 2, 7: Roti®-Mark Plus

Die aufkonzentrierten Fraktionen von Peak 1 (400 pl; 3,05 mg/ml) und 2 (200 ul; 6,31 mg/ml)
wurden ebenfalls vereinigt. Nach einer erneuten Aufkonzentrierung erhielt man 300 pl
Proteinlésung mit einer Konzentration von 8,871 mg/ml.

Um die Aktivitat des Proteins zu testen, wurde ein Standard-Enzymassay (siehe Kapitel
2.1.14) durchgefihrt. Das Protein wurde 1:100 verdunnt (siehe Kapitel 3.1.1.6.2), da die
CbRAS eine sehr hohe spezifische Aktivitat aufweist. Die spezifische RAS-Aktivitat bei einer
Reaktionszeit von 15 s betrug 12552 mkat/kg.

Mit dieser extrem aktiven, sauberen Proteinfraktion wurden nach den ,in-house-screens”
(nicht Uber Gelpermeationschromatographie aufgereinigt), die als Vorversuche dienten,
Kristallisationsversuche mit dem Kristallisationsroboter Cartesian Microsys™ SQ4000 (siehe
Abbildung 20) gestartet.

3.1.1.9 Kristallisationsversuche

Um unterschiedliche Bedingungen zu analysieren, wurden zuerst sogenannte ,in-house-
screens” durchgefuhrt und das das ,sitting-drop® Verfahren angewandt (siehe Kapitel 2.1.25).
An die CbRAS-Expression durch SoluBL21™-E. coli wurde eine His-tag-Aufreinigung
angeschlossen und nach dem zweimaligen Waschen mit 20 mM Imidazol mit 75 mM Imi-
dazol eluiert. Die Elutionsfraktion hatte eine Proteinkonzentration von 5,12 mg/ml und eine
spezifische Aktivitdt von 368,14 mkat/kg. Folgende ,in-house-screens® wurden untersucht:
Hampton Crystal Screen, Wizard | und Il und Cryo | und II. Da in den von Hand pipettierten
Screens keinerlei Kristalle heranwuchsen, wurde der Kiristallisationsroboter Cartesian
Microsys™ SQ4000 (siehe Abbildung 20) verwendet.
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Dafur wurde das durch die GPC Saule HiLoad26/60 Superdex 75 hochgereinigte Protein mit
einer spezifischen Aktivitdt von 12552 mkat/kg (siehe oben) verwendet. Der Roboter pipet-
tierte exakt 200 nl der Proteinlésung und 200 nl der Pufferlésung pro well. Es wurden gleich-
zeitig eine hohe Proteinkonzentration mit 8,8 mg/ml und eine geringere Proteinkonzentration
mit 4,4 mg/ml getestet.

Hier wurde ebenfalls das ,sitting-drop“ Verfahren angewandt. Pro Platte standen 96 ver-
schiedene Bedingungen zur Verfugung. Es wurden folgende Kits der Firma Qiagen
verwendet: JCSG Core Suite I/1I/1ll; PACT Suite, JCSG+ Suite und Classics Suite. Bei der
Bedingung JCSG Core lll, Lésung 9; Puffer: 0,1 M Bicin, 5% PEG 6000, pH 9,0 wuchs ein
kleiner Kristall heran (siehe Abbildung 60). Nach der Anfarbung mit ,lzit Crystal Dye", wurde
jedoch klar, dass es sich um einen Salzkristall handeln musste. ,lzit Crystal Dye“ ist ein
kleines Molekil, welches in die Kanéle (,solvent channels®) in einem Protein penetrieren
kann und es blau farbt. Salzkristalle besitzen kleinere Kanéale, in die der Farbstoff nicht ein-
dringen kann (Angaben des Herstellers).

Abbildung 60: Salzkristall bei Verwendung des JCSG Core lll, Lésung 9; Puffer: 0,1 M Bicin, 5% PEG
6000, pH 9,0 bei einem Kristallisationsversuch des CbRAS-Proteins

Um die Bedingung (0,1 M Bicin, 5% PEG 6000, pH 9,0) weiter zu variieren, wurden PEG-
Konzentrationen von 3-6% und auf3erdem ein pH-Wert in einem Bereich von 8,8-9,2 ein-
gesetzt. Auch die Verwendung von 8-20%igen PEG 6000-L6sungen bei einem pH-Wert von
9,0 fihrte zu keinem Ergebnis. Um den Einfluss der Temperatur zu testen, wurden die Plat-
ten bei 4, 18 und 25 °C gelagert, was jedoch auch nicht zur Bildung weiterer Proteinkristalle
fuhrte.
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3.1.1.10 Abspaltung des His-tags

Da sich der His-tag moglicherweise stérend auf die Kristallisation auswirken kénnte (Sander
2010), wurde mithilfe des Clean Cleavage -Kits (siehe Kapitel 2.1.26) versucht, den Fusi-
ons-tag abzuspalten.

Der Rohextrakt wurde unter Standardbedingungen gewonnen (siehe Kapitel 2.1.21) und
Uber His-tag routineméanig aufgereinigt (siehe Kapitel 2.1.10). Nach Umpuffern mit dem 1x
Clean Cleavage Buffer und Aufkonzentrieren auf 1 ml lag die Proteinkonzentration nach der
Bradford-Bestimmung (siehe Kapitel 2.1.12) bei 1 mg/ml.

Um den His-tag-Rest abzuspalten, inkubierte man das Protein mit 1x Clean Cleavage Buffer
bei Raumtemperatur unter sanftem Schutteln. Aliquots wurden nach 1, 2, 4, 6 und 24 h ent-
nommen, kurz zentrifugiert und der Uberstand durch SDS-PAGE (siehe Abbildung 61)
analysiert.

66 kDa \ LY /
s3kDa by .~ o <4—— 47kDa
4
. o —

Abbildung 61: SDS-PAGE zur Kontrolle der His-tag-Abspaltung von dem CbRAS-Protein mit dem
Clean Cleavage™-Kit: 1: Roti®-Mark Standard, 2: Rohextrakt, 3: Durchfluss, 4: Waschfraktion, 5: auf-
konzentrierte Elutionsfraktion (1 mg/ml), 6: Inkubation mit Thrombin fir 1 h, 7: Inkubation mit Thrombin
far 2 h, 8: Inkubation mit Thrombin fur 4 h, 9: Inkubation mit Thrombin fir 6 h, 10: Inkubation mit
Thrombin fur 24 h

Da es zu einem Ausfallen des Proteins und somit zu einer Proteindetektion im Uberstand nur
nach einer Stunde kam, wurde versucht, durch Zugabe von DMSO die Ld&slichkeit zu er-
hohen. Die Proben wurden nach 1, 2, 4, 6, 24, 33 und 72 h entnommen. Nach dem jewei-
ligen Abzentrifugieren der Thrombin-Agarose wurde auch das Pellet nach 72 h untersucht,
um zu ermitteln, wie viel ungeldstes Protein sich noch im Sediment befand (siehe Abbildung
62).
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Abbildung 62: SDS-PAGE zur Kontrolle der His-tag-Abspaltung von dem CbRAS-Protein (+DMSQO) mit
dem Clean Cleavage ™-Kit: 1: Roti®-Mark Standard, 2: aufkonzentrierte Elutionsfraktion (1 mg/ml)
nach His-tag Aufreinigung, 3: Inkubation mit Thrombin fir 1 h, 4: Inkubation mit Thrombin fur 2 h, 5: In-
kubation mit Thrombin fiir 4 h, 6: Inkubation mit Thrombin flir 6 h, 7: Inkubation mit Thrombin fur 24 h,
8: Inkubation mit Thrombin fur 33 h, 9: Inkubation mit Thrombin fir 72 h, 10: Pellet nach 72 h

Durch das DMSO wurde das Protein I6slicher und fiel nicht mehr aus. Die Bande sollte sich
nach dem Schneiden durch Thrombin eigentlich 1,5 kDa unterhalb der CbRAS-Bande
befinden (http://www.laborjournal.de/rubric/methoden/methoden/v49.lasso). Wie in Abbildung
62 zu erkennen ist, konnte der His-tag wahrscheinlich nicht quantitativ abgespalten werden.
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3.1.2 Diskussion der Versuche zur Gewinnung von CbRAS-Protein-
kristallen

Ein Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung der Rosmarinsauresynthase in adaquater Qualitat
und Quantitat sowie die Aufklarung der Kristallstruktur derselben mithilfe von Rontgen-
strukturanalyse, um sie mit anderen Hydroxycinnamoyltransferasen vergleichen zu kénnen.
Um dieses Ziel zu erreichen, wurden mehrere Verfahren angewandt. Da die CbRAS auf-
grund ihrer schlechten Loéslichkeit bei der bakteriellen Expression hauptsachlich in inclusion
bodies (siehe Kapitel 3.1.1.1) préazipitierte, wurde eine Solubilisierung und Ruckfaltung des
Proteins mithilfe des Refolding Kits der Firma Novagen durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.1.1.2).
Nach einmaliger, erfolgreicher Ruckfaltung wurden verschiedene Bedingungen getestet,
welche zu einer optimalen zweiten Rickfaltung fuhrten (siehe Kapitel 3.1.1.3). Da das beste
Ergebnis mit 1x IB Solubilzation Buffer erzielt wurde, wurde dieses riickgefaltete Protein mit
einer His-tag-Affinitatschromatographie aufgereinigt und noch zwei weitere Male mit 1x IB
Solubilzation Buffer solubilisiert und rickgefaltet. Es konnte eine Aktivitatsteigerung um
471,2% (von 2,22 mkat/kg auf 12,68 mkat/kg) erzielt werden (siehe Kapitel 3.1.1.3). Es ist
jedoch anzunehmen, dass bei dieser Aktivitat immer noch eine grol3e Menge des Proteins
falsch gefaltet bzw. inhomogen vorliegt. Deshalb wurde die Expression mit SoluBL21™-E.
coli getestet. Hier konnten aus 1 Liter Bakterienkultur nach Aufreinigung durch Gelper-
meationschromatographie iiber eine GPC HiLoad™ 26/60 Superdex 75-Saule 13,35 mg
Protein mit einer Konzentration von 8,871 mg/ml und einer enorm hohen spezifischen
Aktivitat von 12552 mkat/kg erzielt werden (siehe Kapitel 3.1.1.9.2).

Im Vergleich mit den ersten veroffentlichen Kristallstrukturen von HCSQTs (Lallemand et al.
2012 a,b; Walker et al. 2013) sollte das CbRAS-Protein noch weiter aufkonzentriert werden.
Bei der Kristallisation der HCSQT aus Coffea canephora (Lallemand et al. 2012 a,b) flhrten
Proteinkonzentrationen zwischen 10 und 20 mg/ml und bei der HCSQT aus Sorghum bicolor
(Walker et al. 2013) eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml zum Erfolg. Es ist jedoch wich-
tig anzumerken, dass die CbRAS hauptsachlich in dem 20 mM Tris-HCI Puffer pH 7,5 stabil
ist und in salzhaltigen Puffern an Aktivitat verliert (Sander 2010). Bei der Kristallisierung der
SbHCSQT (Walker et al. 2013) lag das Protein in einem 20 mM Tris-Puffer pH 8,5 vor. Es
konnte getestet werden, ob das CbRAS-Protein auch in diesem Puffer stabil ist und moég-
licherweise bei den gleichen Kristallisationsbedingungen (0,1 M MES Monohydrat, pH 6,0
und 22% (V/V) Polyethylenglykol 400; 4°C) kristallisiert.

3.1.2.1 Moglichkeiten zur Affinitatsmarkierung

Der Versuch, den His-tag-Rest abzuspalten gestaltete sich als schwierig, da die CbRAS in
1x Clean Cleavage Buffer schon nach einer Inkubationszeit von einer Stunde ausfiel und
dadurch Thrombin den His-tag nicht mehr abspalten konnte (siehe Abbildung 62). Dies deckt
sich auch mit den Beobachtungen von Sander (2010). Nach der Zugabe von DMSO blieb
das Enzym zwar in L6sung, der His-tag-Rest konnte aber trotzdem nicht quantitativ durch
Thrombin abgespalten werden. Dies kdnnte mehrere Ursachen haben: Moglicherweise be-
fand sich nicht gentigend Thrombin in der Suspension und die Menge des Thrombins und
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die Applikationsdauer mussten noch weiter erhdht werden. Au3erdem ware es maglich, dass
die Bedingungen nicht optimal fir den Vorgang waren. Hier kdnnte man den pH-Wert ver-
andern, die Temperatur auf 225 °C erhthen, oder 1 M Harnstoff als Denaturierungsmittel hin-
zugeben (Angaben des Herstellers). Eine Abspaltung des His-tags kénnte wahlweise auch
mit einer TEV-Protease (Tobacco Etch Virus) oder auch mit dem Faktor Xa versucht werden
(Waugh 2011).

Eine weitere Option ware, einen GST-tag (Glutathion-S-Transferase) an das CbRAS-Protein
anzuhangen, was schon von Sander (2010) versucht wurde. Das Protein war zwar aktiv,
doch kam es zu keiner Uberexpression, wodurch dieses Verfahren verworfen wurde.

In dem Ubersichtsartikel (http://www.laborjournal.de/rubric/methoden/methoden/v50.lasso)
wurden verschiedene Markierungsmethoden durch tags beschrieben: Neben dem GST-und
His-tag gibt es noch diverse andere Methoden, ein Protein zu markieren: zu den kleinen tags
(max. 12 AS) werden neben dem His-tag noch der Arg-tag, der Flag-tag und der Strep-tag
gezahlt. 1984 wurde das Arg-tag beschrieben. Da es sich bei Arginin um eine basische AS
handelt, kann Uber die Kationen-Austauscher-Affinitdtschromatographie aufgereinigt werden.
Ein C-terminales Arg-tag konnte jedoch die Tertiarstruktur des Proteins beeinflussen. Das
Fusionsprotein wird in einem sauren pH-Wert eluiert, bei dem leider viele Proteine dena-
turieren. Der Flag-tag kann sowohl C- als auch N-terminal fusioniert werden, und es wird bei
pH 3 oder mit 2-5 mM EDTA eluiert. Die Matrix besteht aus den immobilisierten Antikérpern
M1, M2 und M5. Im Kern des Strep-tag-Peptids befindet sich eine Histamin-Prolin-Glutamin-
Sequenz. Das tag bindet in der Biotin-Bindetasche des Streptavidins. Die Elution erfolgt mit
2,5 mM Desthiobiotin, danach kann das Material mit einem Azofarbstoff regeneriert werden
(http://www.laborjournal.de/rubric/methoden/methoden/v49.l1asso).

MittelgroRRe tags weisen 13-60 AS auf, und zu dieser Gruppe gehoéren z.B. der S-tag, der
HAT (Histidin Affinitats-tag), das Calmodulin-Bindepeptid (CBP), das Chitin-Bindepeptid, so-
wie einige Cellulose-Bindepeptide, welche aber eher zu den grof3en tags zahlen. Der S-tag
bindet an das S-Fragment der RNase A. Da diese Bindung jedoch sehr stark ist, muss mit 3
M Guanidinthiocyanat oder 0,2 M Citrat pH 2 eluiert werden, was meist zu einer Dena-
turierung des Proteins fihrt. Dieser Affinitdts-tag ist somit nicht so gut fur die
Proteinaufreinigung, sondern eher zur Detektion geeignet. Der HAT eignet sich sehr gut fiir
die Proteinaufreinigung, da er einen Poly-His-tag mit dazwischen gesetzten AS aufweist. Die
Elution erfolgt mit 150 mM Imidazol. Das CBP bindet Calmodulin in Anwesenheit von 0,2 mM
CaCl,, und die Elution erfolgt mit 2 mM EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsaure). Dieses System eignet sich gut fur die Expression in und die Aufreinigung
aus Bakterien.

Maltose-Bindeprotein (MBP) ist mit 40 kDA der grof3te tag. Die Fusionsproteine binden an
eine Amylose-Matrix und werden mit 10 mM Maltose eluiert. Allerdings besteht hier die
Gefahr, dass wahrend der Expression das MBP vom Zielprotein abgespalten oder proteo-
lytisch verdaut wird. Die Abspaltung erfolgt mit Thrombin, Faktor Xa oder der TEV-Protease,
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was jedoch oftmals einen Proteinausfall zur Folge hat (Waugh 2011; http://www.laborjournal.
de/rubric/methoden/methoden/v50.1asso).

Fir das CbRAS-Protein existieren verschiedene Maoglichkeiten, um die Aufreinigung effek-
tiver zu gestalten. Zum Beispiel ist der N-terminale Fusions-Strep-Tag® Il der Firma Novagen
Zu nennen, welcher an das Strep-Taktin bindet und dadurch eine sanftere Elution erlaubt.
Bei kleineren tags ist die Gefahr der Konformationsédnderung des Proteins deutlich geringer
(Rehm und Letzel 2010). Das Protein kann in dem pET-15b-Vektor mit dem Strep-tag
exprimiert und mit der TEV-Protease wieder abgespalten werden (Miladi et al. 2011). Das
.Molecular Modelling“ einer Hydroxycinnamoyltransferase, der HCSQT aus Artischocke
erfolgte mittels eines rekombinanten S-tag-Fusionsproteins (Sonnante et al. 2010). Eine
andere Mdglichkeit ware der HAT der Firma Clontech mit dem Polyhistidin-Epitop Uber die
TALON IMAC Resin-Aufreinigung, dafur misste das CbRAS-Protein allerdings in den
pHAT20 Vektor umkloniert werden. Durch eine Enterokinase kdnnte das Protein dann wieder
abgespalten werden. Auch kdnnte die Proteinexpression mit dem MBP versucht werden. Er
hat jedoch mit 40 kDa einen sehr grol3en Rest, und es musste festgestellt werden, ob die
CbRAS als aktives Protein exprimiert wird oder in inclusion bodies vorliegt. Um einem
Proteinausfall bei der Abspaltung mit der TEV-Protease vorzubeugen, muisste DMSO
zugesetzt werden (Waugh 2011). Dennoch besteht die Mdglichkeit, dass das l6sliche
CbRAS-Protein, ebenso wie bei dem GST-tag, durch den viel grolReren Rest nicht
Uberexprimiert werden wirde und ein groRer Teil immer noch in inclusion bodies vorliegt
(Sander 2010). Hier kdnnte man einen ,Double-tag“ versuchen: eine Kombination aus MBP
mit kleinen Affinitats-tags. Hier wird das Protein noch einem zweiten Affinitatsreinigungs-
schritt unterworfen (http://www.laborjournal. de/rubric/methoden/methoden/v50.lasso). Den-
noch besteht bei solch grof3en tags die Gefahr, dass das Protein nicht kristallisieren kann, da
sie die Loslichkeit verringern. Deshalb mussten diese tags auf jeden Fall wieder abgespalten
werden.

3.1.2.2 Kristallisationsversuche von Hydroxycinnamoyltransferasen

Hoffmann et al. gelang (2003) die Isolierung einer HCSQT (AJ507825.1) aus dem Stéangel
von Nicotiana tabacum, welche fur die Bildung von CA und Lignin verantwortlich ist. Weitere
Experimente filhrten zu dem Stilllegen der HCSQTs in Nicotiana benthamiana (AJ555865.1)
und Arabidopsis thaliana (AT5G48930) und dadurch zu einer verringerten Expression und
einer veranderten Ligninbildung. Das Herunterregulieren resultierte in einem Ansteigen der
H- (p-Hydroxyphenyl) Einheiten, der Reduktion der S- (dimethoxylierte Syringyl) Einheiten
und einem signifikanten Anstieg der Caffeoyl-Chinatester in Stangeln, wahrend die Blatter
weniger stark betroffen waren (Hoffmann et al. 2004, 2005). Nur ein Jahr spater isolierten
Niggeweg et al. (2004) eine HQT aus Tomate (AJ582652.1) und Tabak (AJ582651.1). Die
Uberexpression des HQT-Gens in Tomaten flihrte zu einer 85%igen Steigerung der CA-
Akkumulation in Blattern, ein Stilllegen des HQT-Gens fuhrte zu einer starken Reduktion der
CA-Akkumulation um 98%. AufRerdem wurden drei mogliche Synthesewege postuliert (Abbil-
dung 63): In Tomaten, Tabak und Kartoffeln katalysiert das Enzym HQT die Bildung von CA
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aus Caffeoyl-CoA und Chinasaure (Route 1). In anderen Spezies z.B. in der SufRkartoffel
dient ein Caffeoyl-Glucoseester als Zwischenprodukt (Villegas und Kojima 1986, Route 2).
Ein dritter moéglicher Weg beinhaltet die Synthese von p-Cumaroyl-Chinat durch eine Acyl-
transferase und anschliel3ende Hydroxylierung zur CA durch eine p-Cumarat 3‘-Hydroxylase
(Route 3). Dieser Weg wurde zuerst von Kihnl et al. (1987) postuliert. Mahesh et al. (2007)
zeigten, dass die CYP98A35 (Ehlting et al. 2006) aus Coffea canephora in der Lage ist, 4-
Cumaroyl-Shikimat und 4-Cumaroylchinat mit der gleichen Effizienz umzusetzen. Lepelley et
al. untersuchten (2007) die HQT-Expression (EF153931) in Coffea canephora, welche mit
der Akkumulation von CA korrelierte.

Bis jetzt ist aber immer noch nicht ganz genau geklart, welcher exakte Mechanismus fur die
Biosynthese der CA verantwortlich ist (Kim et al. 2013). Mdglicherweise existieren die
postulierten Biosynthesewege nebeneinander und die Bildung der CA ist nicht auf einen
einzigen Weg zurtckzufihren.
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Abbildung 63: Postulierte Wege der Chlorogensaurebiosynthese in Pflanzen. Die drei verschiedenen
Routen sind mit 1, 2 und 3 gekennzeichnet. PAL: Phenylalanin Ammoniak-Lyase, C4H: Zimtsaure 4-
Hydroxylase, 4CL: 4-Hydroxyzimtsaure CoA-Ligase, C3H: p-Cumarat 3‘-Hydroxylase, HQT: Hydroxy-
cinnamoyl-CoA:Chinat Hydroxycinnamoyltransferase, HCT: Hydroxycinnamoyl-CoA: Shikimat/Chinat
Hydroxycinnamoyltransferase, UGCT: Zimtsaure Glykosyltransferase, HCGQT: Hydroxycinnamoyl-D-

Glucose:Chinat Hydroxycinnamoyltransferase aus Niggeweg et al. 2004

Wagner et al. (2007) legten eine HST in tracheenartigen Strukturen in Pinus radiata-
Zellkulturen still und entdeckten eine starke Reduktion des Ligningehalts, Veranderungen der
Monolignolzusammensetzung und vor allem eine starke Tendenz zur Bildung des H-Typs
der Monolignole, wahrend die G-(Guajacyl) Einheiten reduziert wurden. Comino et al.
konnten im gleichen Jahr eine HCSQT (DQ104740) aus Cynara cardunculus isolieren,
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welche eine starke Praferenz fur Chinat als Substrat aufweist. Zwei Jahre spéater isolierte die
gleiche Gruppe zwei HQT-Gene (DQ915589.1; DQ915590.1) aus der Artischocke. Aul3er-
dem konnte mittels Real-time PCR ein Anstieg der HQT-Transkriptmenge in Bléattern, welche
UV-C-Strahlung ausgesetzt waren, bewiesen werden. Sonnante et al. (2010) konnten erste
dreidimensionale Modelle von zwei HCSQTs (AM690438, EU839580) mit der Praferenz fur
Chinat aus Artischocke publizieren. Es konnten zwei benachbarte Bindetaschen, welche mit
dem aromatischen Rest von Caffeoyl-Chinat oder p-Cumaroyl-Chinat reagieren kénnten, in
den Binderegionen der beiden HQTs festgestellt werden. Die Bindetasche der HCT, welche
bevorzugt Shikimat bindet, unterscheidet sich in einigen AS-Resten. Die beiden HQTs diffe-
rieren moglicherweise in der Substratakzeptanz: HQT 1 scheint CA direkt aus Chinat und
Caffeoyl-CoA zu bilden. HQT 2 ist wahrscheinlich an der Bildung von p-Cumaroylchinat
beteiligt. Lallemand et al. (2012 a,b) beschrieben eine Kristallstruktur einer HCSQT aus
Coffea canephora (EF137954.1). Die dreidimensionalen Strukturen einer nativen HCT und
einer Proteolyse-unanfélligeren Lysin-Mutante konnten der Aufklarung von bestimmten
Resten, welche fiir die Substratspezifitdt und zur Katalyse wichtig sind, dienen. Die Tertiar-
struktur der HCT wird durch zwei fast gleich groRe Chloramphenicol-Acyltransferase-
Doménen bestimmt, welche eine groRRe R-Faltblattstruktur, flankiert durch a-Helices, auf-
weisen und durch eine Uberkreuzte Schlinge miteinander verbunden sind. Das Vorkommen
der zwei Doménen ist fir BAHD-Acyltransferasen typisch (Ma et al. 2005). 2013 wurden von
Walker et al. die Kristallstrukturen der Apoformen und des Ternarkomplexes einer HCSQT
aus Sorghum bicolor vorgestellt. Es handelt sich auch hier um zwei Doménen, welche ins-
gesamt aus 16 R-Faltblattstrukturen und 17 a-Helices bestehen. Durch Differenzdichtekarten
konnten die Positionen von Shikimat und pC-CoA visualisiert werden. Die verschiedenen
Dichten zeigen, dass die Molekille miteinander reagieren und als freies HS-CoA und p-
Cumaroyl-Shikimat vorliegen. In der Apo-Struktur des Proteins war der Bereich, der zu der
Bindetasche gehorte, Teil eines Tunnels, der sich durch das gesamte Protein zog. Das kata-
lytische His-162 ist in der Mitte des Tunnels lokalisiert und kann von beiden Seiten erreicht
werden. Hochstwahrscheinlich gelangen die beiden Substrate von gegeniberliegenden Ein-
gangen in den Tunnel. Der phenolische Rest des p-Cumaroyl-Shikimats wird indirekt zu den
beiden OH-Gruppen der Seitenketten von Ser-38 und Tyr-40 dirigiert. Die 1-OH-Gruppe
eines potentiellen Chinatrests wiirde einen sterischen Zusammensto3 mit Pro-32 verur-
sachen und wirde durch die van-der-Waals-Kréfte der Oberflache hinausbeftrdert.

Leider schlugen alle Versuche fehl, Proteinkristalle des RAS-Proteins aus Coleus blumei zu
erhalten. In Zukunft missen auf jeden Fall die erfolgreichen Kristallisationsbedingungen von
Lallemand et al. (2012 a,b) und Walker et al. (2013) getestet werden. Ob eine Abspaltung
des His-tags zu einem Erfolg gefuhrt hatte, bleibt fraglich, da bei der Kristallisation einer
HCSQT aus der Mohrenhirse (Walker et al. 2013) keine Abspaltung erfolgt war. Eine weitere
Moglichkeit ware das hanging-drop-Verfahren und die optionale Lagerung bei -80 °C. Auf
jeden Fall kénnen die Expression in den SoluBL21™-Zellen und die Aufreinigung tber Gel-
permeationschromatographie als Grundlagen fur die Untersuchung weiterer Kristallisations-
bedingungen dienen.
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3.2 Projekt 2: Untersuchungen von chimaren HST/RAS- und
RAS/HST-Proteinen

3.2.1 Ergebnisse der Aktivitatstests von chiméaren HST/RAS- und
RAS/HST-Proteinen

Sander (2010) verglich die Sequenzen der Vinorinsynthase aus Rauvolfia serpentina, die
z.B. an der Biosynthese des Indolalkaloids Ajmalin beteiligt ist (Ma et al. 2005), mit den
CbRAS- und CbHST-Sequenzen. Im Bereich der Schlaufe, die Doméne | und Il verbindet,
waren deutliche Sequenzunterschiede erkennbar. Um Ahnlichkeiten in den Sekundar- und
Tertiarstrukturen der drei BAHD-Acyltransferasen zu bestimmen, wurden von Sander (2010)
HST-RAS- und RAS-HST-Chiméaren hergestellt. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass
die CbRAS und die CbHST auch aus zwei ungefahr gleich groRen Doménen bestehen, die
durch eine Schlinge miteinander verbunden sind. Die Plasmide pET-15b-CbRAS und pET-
15b-CbHST wiesen eine gemeinsame Schnittstelle in der méglichen Schlaufe auf. Durch den
Verdau mit CviQl und eine kreuzweise Ligation der N- und C-terminalen Fragmente konnten
die beiden Domanen vertauscht werden (siehe Abbildung 64).

Schlinge mit Schnittstelle fir CviQI

|

RAS: Akzeptorsubstrat: pHPL l

Domane | Domane Il

HST: Akzeptorsubstrat: Shikimisaure

RAS-HST

HST-RAS
Abbildung 64: Schematische Darstellung der RAS-HST- und HST-RAS-Chiméaren

Nach der heterologen Expression und dem Aufschluss der Bakterienpellets (siehe Kapitel
2.2) wurden in den Enzymtests (siehe Kapitel 2.1.14; 2.2) direkt 100,5 pl Rohextrakt (ohne
His-tag-Aufreinigung) in 24 h-Enzymtests eingesetzt, da bei Sander (2010) nach der His-tag-
Aufreinigung in den RAS-/HST-Standardenzymtests (Einsatz von 50 pl Rohextrakt) keine
Aktivitat bestimmt werden konnte. Um detailliertere Aussagen treffen zu kdnnen, wurden im
Anschluss 4 h-Enyzmtests durchgefiihrt. Es existierten jeweils vier parallele Expressions-
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ansatze von HST-RAS und RAS-HST, die von unterschiedlichen Klonen von ein- und der-
selben Platte, also einem Transformationsansatz, stammten (Sander 2010).

3.2.1.1 Aktivitatstests der HST-RAS-Chimaren

3.2.1.1.1 24 h-Test der HST-RAS-Chimaren

Es wurden zuerst RAS-Enzymtests (siehe Kapitel 2.1.14) von den HST-RAS-Chiméren 1-4
mit Reaktionszeiten von 0 bis 24 h durchgefiihrt, um die maximale Produktmenge pro Test-
ansatz bestimmen zu kénnen (siehe Abbildung 65).
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0,0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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Abbildung 65: RAS-Aktivitatstests von HST-RAS-Chiméren 1-4 aus E. coli BL21(DE3)pLysS mit pET
15b-CbHST-RAS, Akzeptorsubstrat: pHPL, 0-24 h Inkubationszeit. Jeder Wert ist ein Mittelwert der
vier Chimaren mit der entsprechenden Standardabweichung.

Die maximale Produktmenge (0,22 nmol) pro Testansatz wurde bei den HST-RAS-Chimaren
mit pHPL als Akzeptorsubstrat nach vier Stunden erreicht (siehe Abbildung 65).

Bei den 24 h-Standardenzymtests mit Shikimisaure als Akzeptorsubstrat (siehe Kapitel 2.2)
konnte keine Enzymaktivitdt gemessen werden.

3.2.1.1.2 4 h-Test der HST-RAS-Chimaren

Um detailliertere Erkenntnisse zu erhalten, wurde eine 4 h-Zeitreihe durchgefiihrt (siehe Ab-
bildung 66).
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Abbildung 66: RAS-Aktivitdtstests von HST-RAS-Chiméren 1-4 aus E. coli BL21(DE3)pLysS mit pET

15b-CbHST-RAS, Akzeptorsubstrat: pHPL, 0-4 h Inkubationszeit. Jeder Wert ist ein Mittelwert der vier
Chiméaren mit der entsprechenden Standardabweichung.

Die maximale Produktmenge von 0,28 nmol pro Testansatz konnte bei den HST-RAS-
Chimaéren, bei Verwendung von pHPL als Akzeptorsubstrat nach 180 min bestimmt werden.

Bei den 4 h-Standardenzymtests mit Shikimisaure als Akzeptorsubstrat (siehe Kapitel 2.2),
konnte wiederum keine Enzymaktivitat bestimmt werden.

3.2.1.2 Aktivitatstests der RAS-HST-Chimaren

3.2.1.2.1 24 h-Test der RAS-HST-Chimaren

Mithilfe einer Zeitreihe von 0 bis 24 h wurden auch von den RAS-HST-Chiméren 1-4 Enzym-
tests durchgefiihrt, um die maximale Produktmenge pro Testansatz bestimmen zu kdnnen
(siehe Abbildung 67).
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Abbildung 67: RAS-Aktivitdtstests von RAS-HST-Chiméren 1-4 aus E. coli BL21(DE3)pLysS mit pET
15b-CbHST-RAS, Akzeptorsubstrat: pHPL, 0-24 h Inkubationszeit. Jeder Wert ist ein Mittelwert der
vier Chiméaren mit der entsprechenden Standardabweichung.

Die maximale Produktmenge (0,15 nmol) pro Testansatz wurde bei den RAS-HST-Chimaren
mit pHPL als Akzeptorsubstrat nach sechs Stunden erreicht (siehe Abbildung 67).

Bei den 24 h-Standardenzymtests mit Shikimisaure als Akzeptorsubstrat (siehe Kapitel 2.2),
konnte auch bei den RAS-HST-Chimaren keine Enzymaktivitat bestimmt werden.

3.2.1.2.2 4 h-Test der RAS-HST-Chiméaren

Um die 24 h-Messungen zu verifizieren, wurden auch bei den RAS-HST-Chiméren 4 h-Tests
durchgeflhrt (siehe Abbildung 68).

~ 127 ~



Ergebnisse und Diskussion

1,2

10 |

08 r

0,6

04

0,2

Produktmenge pro Testansatz (nmol)

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Reaktioszeit (min)

Abbildung 68: RAS-Aktivitdtstests von RAS-HST-Chiméren 1-4 aus E. coli BL21(DE3)pLysS mit pET
15b-CbHST-RAS, Akzeptorsubstrat: pHPL, 4 h Inkubationszeit. Jeder Wert ist ein Mittelwert der vier
Chiméren mit der entsprechenden Standardabweichung.

Die maximale Produktmenge von 0,7 nmol konnte nach 60 min bestimmt werden (siehe
Abbildung 68).

Auch bei den 4 h-Standardenzymtests der RAS-HST-Chimaren mit Shikimisaure als Akzep-
torsubstrat (siehe Kapitel 2.2) konnte keine HST-Aktivitat bestimmt werden.

Zusammenfassend konnten sowohl! bei den RAS-HST als auch bei den HST-RAS-Mutanten
aufRerst geringe Produktmengen im Vergleich zu den Wildtypen beobachtet werden.
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3.2.2 Diskussion der Aktivitatstests mit chimaren HST/RAS- und
RAS-HST-Proteinen

Sander (2010) fuhrte einen Sequenzvergleich der Vinorinsynthase (VS) aus Rauvolfia
serpentina (Ma et al. 2005) mit der CbRAS und der CbHST durch und detektierte ahnliche
AS in den Sekundarstrukturbereichen, aber deutliche Unterschiede im Bereich der Schlaufe,
welche die Doméanen | und Il miteinander verbindet. Es wurden CbRAS/HST- und CbHST
/RAS-Chimaren erstellt, um herauszufinden, in welcher der Domanen bei gleichem Donor-
substrat die Spezifitt fir das Akzeptorsubstrat lokalisiert ist. Da angenommen wurde, dass
die beiden HCTs wie die VS aus zwei gleich groBen Doméanen aufgebaut sind, die durch
eine Schlinge miteinander verbunden sind, wurden Chiméren hergestellt, bei denen jeweils
eine Doméne vertauscht wurde. Die Plasmide pET-15b-CbRAS und pET-15b-CbHST der
aktiven Klone wiesen eine gemeinsame Restrikitionsschnittstelle in der putativen Schlinge
auf und waren somit fir die Konstruktion der Chimaren geeignet. Der Verdau beider VL-
Sequenzen mit dem Restriktionsenzym CviQl ergab zwei etwa gleich grol3e DNA-
Fragmente. Durch eine kreuzweise Ligation N- und C-terminaler Fragmente entstanden die
Chimaren CbRAS/HST und CbHST/RAS. Der Ubergang vom Original- zum Fremdprotein
befand sich innerhalb der putativen Schleife von CbRAS und CbHST (siehe Abbildung 69).

S D — Sacl-——HXXXD——CuiQl Sacl——— DFGWG—FYEI
CBbHST | MKIHVmremmmommme Sl HXXXD ———CiQ—————— Sagl——— DFGWG—LYQI
HST/RAS | MKIHV-mreeomemeeem-Saclemmmee-HXXXD—— GyiQl Sacl———— DFGWG—FYEI
L R E— Sacl-———HXxxD—— Cvial————Sadl——— DFGWG—LYQI

Abbildung 69: Schematische Darstellung der Aminosauresequenzen von CbRAS (rosa) und CbHST
(blau) mit den HST/RAS- und den RAS/HST-Chiméren Die Restriktionsschnittstellen CviQl und Sacl
sowie die konservierten Motive HxxxD und DFGWG sind gekennzeichnet. Das Restriktionsenzym
CviQl schneidet genau in der Mitte der Sequenzen, in der putativen Schlaufe zwischen den Domanen
I und Il, geanderte Abbildung aus Sander 2010

Da Sander (2010) in ihren Experimenten keinerlei katalytische Aktivitdt der Chiméaren detek-
tieren konnte, wurden hier in Enzymtests gro3tmégliche Volumina des Proteinrohextrakts
(100,5 ul) eingesetzt. Das Austauschen der beiden Domanen mithilfe von CviQIl fuhrte zu
einem fast vollstanden Aktivitatsverlust der designten Chimaren.

Eine geringfligige Produktbildung konnte bei den RAS/HST- und HST/RAS-Chimaren nur bei
Verwendung von pHPL als Akzeptorsubstrat festgestellt werden. AuRerdem lag die Beo-
bachtung zugrunde, dass die gebildete Produktmenge nach sechs (RAS-HST) bis acht
Stunden (HST-RAS) in den 24 h-Enzymtests wieder abnahm (siehe Abbildungen 65 und 67),
wahrend sie in den 4 h-Enzymtests mehr oder weniger stagnierte (siehe Abbildungen 66 und
68). Hier missen noch Kontrolltests mit RA durchgefiihrt werden, ob eine starke Esterase-
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aktivitat zu beobachten ist. Bei der Verwendung des Akzeptorsubstrats Shikimisaure wurde
keinerlei Produktbildung festgestellt.

Dieses Phanomen ist zunachst kurios, da die vollstandigen Doménen ausgetauscht wurden
und an der Allgemeinstruktur des Proteins nichts veréndert wurde. Bei naherer Betrachtung
fielen jedoch die unterschiedlichen K,-Werte und Ausgangsaktivitdten der beiden Wildtyp-
proteine CbRAS und CbHST auf. Die CbRAS hatte bei Verwendung von Caffeoyl-CoA als
Donorsubstrat einen K,-Wert von 163 puM fur pHPL und eine maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit von 176,5 mkat/kg mit His-tag und wies einen K,-Wert von 219 pM und eine
Maximalgeschwindikeit von 102 mkat/kg ohne His-tag auf. Die K,-Werte und maximalen
Reaktionsgeschwindigkeiten fir das Akzeptorsubstrat (pHPL) lagen bei 2,1 pM und 41
mkat/kg fir die CbRAS mit His-tag und bei 3,4 uM und 195 mkat/kg fur die CbRAS ohne His-
tag.

Bei der Uber His-tag-Affinitatschromatographie aufgereinigten CbHST konnte bei Verwen-
dung von Caf-CoA als Donorsubstrat ein K,-Wert von 6495 uM und eine maximale Reak-
tionsgeschwindigkeit von 1890 mkat/kg gemessen werden. Der K,-Wert und die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit fir das Akzeptorsubstrat (Shikimisaure) wurden bei 8,8 uM und
bei 361 mkat/kg gemessen (Sander 2010).

Anhand dieser Daten kann die Behauptung aufgestellt werden, dass allgemein eine ge-
ringere Affinitat von Caf-CoA zu der CbHST vorlag und sich somit HST-Aktivitat unterhalb
der Detektionsgrenze befand. Aus den Messungen von Sander (2010) ist ersichtlich, dass
pC-CoA und Shikimat die bevorzugten Substrate der CbHST sind (Ky,: 332 puM). Der K,-Wert
in Kombination mit Caf-CoA ist fast zwanzigmal hoher. Die Konformationsanderung des
Enzyms je nach Substratkombination wird als induced fit (induzierte Passform) bezeichnet
(Koshland 1958). Deshalb missten auf jeden Fall zukinftig die Messungen der Chimaren mit
pC-CoA als Akzeptorsubstrat getestet werden.

Es liegt die Vermutung nahe, dass sich die CoA-Bindetaschen von CbRAS und CbHST
ahneln, sich die Akzeptorbindetaschen jedoch stark unterscheiden (Sander 2010). Diese
Annahmen korrelieren auch mit den Aussagen aus Petersen et al. (2009): die OH-Gruppe
bei pHPL befindet sich in der flexiblen Seitenkette, die OH-Gruppen von Shikimat und Chinat
sind an geschlossenen Ringen befestigt. Auch die Abstéande zwischen den Carboxylgruppen
der Akzeptoren und den zu veresternden OH-Gruppen unterscheiden sich bei den drei
BAHD-Acyltransferasen (siehe Abbildung 70).
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shikimic acid quinic acid pHPL

Abbildung 70: 3D-Strukturen der Akzeptorsubstrate von Hydroxycinnamoyltransferasen. Die OH-
Gruppe, welche den 4-Cumarsaure-Rest akzeptiert, wurde durch einen Pfeil gekennzeichnet aus
Petersen et al. 2009

Lallemand et al. (2012b) stellten die Hypothese auf, dass die C5-OH-Gruppe des Chinat-
oder Shikimatrests einer HCSQT aus Coffea canephora mit dem katalytischen His-153
reagiert. In der Nahe des katalytischen His-153 konnten drei putative Substratbindetaschen
(SBP, substrate binding pockets) identifiziert werden. Die Shikimat- und Chinat-Reste binden
vermutlich an SBP1. Diese Tasche ist vorwiegend hydrophob, dennoch befinden sich darin
polare Reste (His-153, Thr-36, Arg-357, Thr-370 und die weiter entfernten Thr-305 und Tyr-
397), welche mit dem Substrat Wasserstoffbriickenbindungen eingehen kénnen. Die Arg-
357-Seitenkette kann potentiell mit der Carboxygruppe von Shikimat oder Chinat inter-
agieren. Der Hydroxyzimtsaurerest dockt einheitlich an die benachbarte Bindetasche SBP2.
Eine mogliche 3,5-Dicaffeoylchinasdure bindet mit dem Hydroxyzimtsdurerest an C3 an
SBP2 und mit dem Hydroxyzimtsdurerest an C5 an SBP3, welche sich nahe der Oberflache
des Proteins befindet.

Die SBP1-Acylazeptor-Bindungsstelle enthélt die fur die Bindung wichtigen Reste in der
flexiblen a1-B33-Schlaufe, welche nicht nur an der Bindung des Hydroxyzimtsaurerests, son-
dern auch an der Bindung des Acylakzeptors beteiligt ist. Der grof3te strukturelle Unterschied
zwischen China- und Shikimisaure ist das Vorhandensein einer OH-Gruppe an C1 bei der
Chinasaure und einer Doppelbindung zwischen C1 und C2 bei der Shikimisdure, welche in
einer unterschiedlichen Geometrie des Polyolringes resultiert. In den verschiedenen HCTs
befinden sich die hochkonservierten Reste Leu-400 und Phe-402 in der Nachbarschaft der
C1-Position des Akzeptormolekiils. Die hydrophobe Natur dieser Reste mag die Bindung der
Shikimisédure Uber van-der-Waals-Kréfte in der Region der Doppelbindung begtinstigen. In
allen HQTs ist der Leucinrest durch Threonin und der Phenylalaninrest durch Tyrosin ersetzt.
Diese Anderungen bewirken Wasserstoffbriickenbindungen mit der Hydroxylgruppe an C1
und favorisieren die Bindung der Chinasdure (Lallemand et al. 2012b). In der SBP2 (Hy-
droxyzimtsaurebindetasche) konnen verschiedene Reste, die sich in unterschiedlichen
Teilen der Substratbindetasche befinden, das bendtigte Volumen so verandern, dass ver-
schiedene Substrate selektiert werden kdnnen. Zusatzlich kann die Schlaufe zwischen Val-
31 zu Pro-37, welche sich ebenfalls in der SBP2 befindet, verschiedene Konformationen ein-
nehmen und so die Grdl3e der Bindetasche variieren, so dass auch methoxylierte Zimtsaure-
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derivate gebunden werden koénnen. Der HCSQT-Wildtyp aus Coffea canephora hatte eine
hohere Affinitat zu Shikimat (K,: 75 pM) als zu Chinat (K,: 430 uM). AulRerdem konnte er,
nach einer UN-Inkubation mit 1 mM 5-CA und 1 mM CoA, Dicaffeoylchinasaure produzieren.

Die von Walker et al. (2013) publizierte Kristallstruktur einer HCSQT aus Sorghum bicolor
weist diverse Ahnlichkeiten auf (siehe Kapitel 3.1.2.2).

Mdglicherweise sind die Substratbindetaschen bei den Chimaren so stark verédndert, dass
die Bindung nur sehr eingeschrankt moglich ist. Genauere Untersuchungen stehen noch
aus, und es muss sich zeigen, inwieweit die Strukturen der CbRAS und der CbHST mit den
Kristallstrukturen aus der Mohrenhirse (Walker et al. 2013) und der HCSQT aus Coffea
canephora (Lallemand et al. 2012 a,b) tUbereinstimmen.
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3.3 Projekt 3: Charakterisierung einer Suspensionskultur von
Glechoma hederacea

3.3.1 Ergebnisse der Charakterisierung einer Suspensionskultur
von Glechoma hederacea

3.3.1.1 Bestimmung von Wachstumsparametern

Das Ziel dieses Projekts war die Bestimmung der Gehalte an Chlorogen-, Kaffee- und Ros-
marinsaure in einer Suspensionskultur von Glechoma hederacea. Zu diesem Zweck wurde
aus einer Kalluskultur (siehe Kapitel 2.4.1) eine Suspensionskultur herangezogen (siehe
Kapitel 2.4.2) und diese Uber einen Zeitraum von zwei Wochen hinsichtlich der Wachstums-
und Mediumsparameter, der spezifischen PAL- und RAS-Aktivitdten und des Protein-, CA-
RA- und Kaffeesauregehalts untersucht. Es wurde ein CB-Medium (Petersen und Alfermann
1988) mit 2% Saccharose (CB2-Medium, siehe Kapitel 7.3.4) verwendet.

Am Tag O der Charakterisierungsperiode wurden in der Sterilbank von einer 7 Tage alten
Suspensionskultur exakt 5 g Zellnassgewicht in einen Kolben mit flissigem CB2-Medium
Uberfuhrt. Insgesamt wurden 72 Kolben angeimpft. Die Kolben, die an diesem Tag analysiert
werden sollten, wurden als Letztes mit Zellen bestlickt. Pro Probe wurden ein bis drei Kolben
geerntet (siehe Kapitel 2.4.3). Pro Tag wurden jeweils drei separate Ernten durchgefihrt und
die Mittelwerte der untersuchten Parameter bestimmit.

Das Frischgewicht der abgenutschten Zellen (siehe Kapitel 2.4.4) stieg konstant von 2,5 g an
Tag 0 bis zu 10,9 g pro Kolben an Tag 7 an (siehe Abbildung 71).
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Abbildung 71: Zeitverlauf des Frisch- und Trockengewichts in einer Suspensionskultur von Glechoma
hederacea in CB2-Medium. Jeder Wert ist der Mittelwert aus drei individuellen Erntevorgangen.
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Auch das Trockengewicht (siehe Abbildung 2.4.4) stieg kontinuierlich an, bis es einen
maximalen Wert von 520 mg/Kolben an Tag 6 der Kultivierungsperiode erreichte (siehe
Abbildung 71). Nach dem Uberschreiten der maximalen Menge sanken sowohl das Frisch-
als auch das Trockengewicht durch den progressiven Zelltod stetig ab.

3.3.1.2 Bestimmung von Mediumsparametern

Der pH-Wert des zellfreien Mediums (siehe Kapitel 2.4.6) sank kurzfristig ab, stieg dann bis
zum Tag 11 an und nahm ab diesem Zeitpunkt wieder ab (siehe Abbildung 72). Die elek-
trische Leitfahigkeit nahm bis zum Tag 6 auf einen Wert von 0,58 mS ab und stieg dann bis
zum Ende der Kulturcharakterisierung kontinuierlich an (1,25 mS). Der Zuckergehalt, der
durch den Brechungsindex bestimmt wurde, nahm stark ab (Tag 0: 2,5%) und zeigte an Tag
4 einen starken Sprung von 1,8 auf 0,5%. Von diesem Zeitpunkt wies er ein konstant nied-
riges Level bis zum Ende der Charakterisierung auf.
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Abbildung 72: Zeitverlauf des Zuckergehalts, der elektrischen Leitfahigkeit und des pH-Werts in einer
Suspensionskultur von Glechoma hederacea in CB2-Medium. Jeder Wert ist der Mittelwert aus drei
individuellen Erntevorgangen.

3.3.1.3 Bestimmung des Chlorogensaure-, Kaffeesaure- und Rosmarin-
sauregehalts

Die lyophilisierten Zellen wurden mit 70%igem EtOH mittels Ultraschall extrahiert, und der
Gehalt an Kaffeesaure, CA und RA wurde per HPLC bestimmt (siehe Kapitel 2.3.7; siehe
Abbildung 73). Der hdchste Gehalt an CA wurde an Tag 1 mit 0,4% des Zelltrockengewichts
bestimmt. Danach blieb er konstant auf einem niedrigen Niveau, welches zum Ende der
Periode fast auf Null absank.
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Abbildung 73: Zeitverlauf des Rosmarinsaure-, Chlorogensaure- und Kaffeeséuregehalts in einer Sus-
pensionskultur von Glechoma hederacea in CB2-Medium. Jeder Wert ist der Mittelwert aus drei
individuellen Erntevorgangen.

Der Kaffeesauregehalt stieg von 0,6% des Trockengewichts an Tag 4 bis zu 1,33% an Tag 6
an und sank dann ab Tag 9 wieder ab. Beim Vergleich der Kaffeesaureester konnte der
hdchste Gehalt definitiv durch die RA erzielt werden, welche an Tag 7 einen Gehalt von fast
26% des Trockengewichts aufwies. Der RA-Gehalt sank zunachst in den ersten Tagen auf
4,1% und stieg dann kontinuierlich an. Nach dem Maximum an Tag 7 konnte ein stetiges
Absinken beobachtet werden (siehe Abbildung 73).

3.3.1.4 Bestimmung der Enzymaktivitaten von PAL und RAS

Nach dem Herstellen des Proteinrohextrakts (siehe Kapitel 2.4.5) und der Bestimmung des
Proteingehaltes (siehe Kapitel 2.4.7) wurden die PAL- und RAS-Aktivitaten bestimmt (siehe
Kapitel 2.4.8). Die spezifische Aktivitat von PAL (siehe Abbildung 74) sank langsam bis Tag
2 und stieg dann rapide bis zum Tag 5, an dem sie ein Maximum von 49,4 ukat/kg erreichte.
Nach dem Peak sank die PAL-Aktivitdt wieder langsam bis zum Ende der Kultivierungs-
periode. Auch bei der Untersuchung der Melissenkultur von Weitzel und Petersen (2009) in
CB2-Medium wurde das PAL-Maximum an Tag 5 bestimmt. In dieser Analyse korrelierte das
MRNA-Level Gibereinstimmend mit der katalytischen Aktivitat von PAL und RAS, weshalb bei
der Untersuchung der Suspensionskultur von Glechoma auf die Bestimmung der Expres-
sionslevel verzichtet wurde.

Die spezifische RAS-Aktivitat (siehe Abbildung 74) sank von Tag O zu Tag 1 von 183,8
pkat/kg auf 74,7 pkat/kg und stieg bis zum Tag 8 (227,1 pkat/kg) wieder an, um dann bis
zum Ende der Untersuchungsperiode auf einen Wert von 3,3 pkat’kg an Tag 14 zu sinken.
Auch hier wurden &hnliche Werte bei der Untersuchung der Melissen- und der Coleus-Kultur
ermittelt (Petersen 1991; Weitzel und Petersen 2011).
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Abbildung 74: Zeitverlauf der spezifischen PAL- und RAS-Aktivitat in einer Suspensionskultur von
Glechoma hederacea in CB2-Medium. Jeder Wert ist der Mittelwert aus drei individuellen Ernte-
vorgéangen.

3.3.1.5 Vergleich von Dunkel- und Lichtkulturen

Verschiedene Autoren berichten Uber einen Anstieg des Chlorogensaure-Gehalts nach
Lichtexposition (Baumann und Rohrig 1989; Gillet et al. 1999). Um dieses Phanomen zu
untersuchen, wurde eine Glechoma-Lichtkultur an 0-14 Tagen (d) Dauerlicht ausgesetzt und
der CA-Gehalt untersucht. Au3erdem wurde RNA aus 7 d alten, gefriergetrockneten Dunkel-
und Lichtkulturen isoliert (siehe Kapitel 2.3.1), in cDNA umgeschrieben (siehe Kapitel 2.3.3)
und damit eine Standard-PCR (Einsatz von 1 pyl cDNA) mit EF1a als Standard durchgefuhrt
(siehe Kapitel 2.3.4.1), um die Expression von HST, der putativen HQT (siehe Kapitel
2.3.8.1), einer unbekannten HCT (Sander 2010) und RAS zu bestimmen.

Es konnte jedoch keine verstarkte CA-Akkumulation bei der Lichtkultur detektiert werden.
Nach 7 d Inkubationszeit wies die Dunkelkultur einen CA-Gehalt von 0,06% und die Licht-
kultur einen CA-Gehalt von 0,02% auf. Nach 14 Kulturtagen konnte ein CA-Gehalt von 1%
sowohl in der Dunkelkultur als auch in der Lichtkultur gemessen werden.

Der RA-Gehalt lag bei der Dunkelkultur nach 7 d bei 19,3% und bei der Lichtkultur bei 9,4%.
Nach einer Inkubationszeit von 14 d konnten bei der Dunkelkultur 0,2% und bei der Licht-
kultur 3,1% gemessen werden.
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Bei der Analyse der PCR-Produkte auf dem Agarosegel waren weder bei der unbekannten
HCT noch bei der putativen HQT Banden erkennbar (siehe Abbildung 75). Da in den Dunkel-
und Lichtkulturen auch kaum CA detektiert werden konnte, korrelierte dies mit der molekular-
biologischen Beobachtung. Es waren gleich starke Banden bei dem Standard EF1a erkenn-
bar, ebenso bei der Untersuchung auf GhRAS und GhHST. Die GhHST-Banden waren deut-
lich starker als die GhRAS-Banden ausgepragt.

12 3 45 67 89 1011

3000 bp

1293 bp
1031 bp

500 bp

Abbildung 75: Agarosegel zur Untersuchung der Genexpression verschiedener Hydroxycinnymoyl-
transferasen in Dunkel- (D) und Lichtkulturen (L) von Glechoma hederacea: 1: EF1a (D), 2: EF1a (L),
3: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 4: unbekannte HCT (D), 5: unbekannte HCT (L), 6: putative HQT
(D), 7: putative HQT (L), 8: HST (D), 9: HST (L), 10: RAS (D), 11: RAS (L)
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3.3.2 Diskussion zur Charakterisierung einer Suspensionskultur
von Glechoma hederacea

Zellkulturen werden in der Forschung haufig genutzt, da einige in der Lage sind, groRere
Mengen an Naturstoffen als die Wildpflanzen zu akkumulieren (Rout et al. 2000; Verpoorte et
al. 2002; Karuppusamy 2009; Barberini et al. 2013). Vor allem konnte eine verstarkte RA-
Produktion in undifferenzierten Zellkulturen gemessen werden (Petersen und Simmonds
2003).

Glechoma hederacea gehort zu einer Reihe von Pflanzen, die Chlorogenséaure und Ros-
marinsaure nebeneinander akkumulieren (Petersen et al. 2009). In dieser Kultur sollte der
zeitliche Verlauf der Akkumulation von Kaffeesédure, CA und RA, neben den Wachstums-
und Mediumsparametern, sowie den spezifischen Aktivitaten der Enzyme PAL und RAS
gemessen werden.

3.3.2.1 Bestimmung der Wachstums- und Mediumsparameter

Bei der Bestimmung der Wachstumsparameter konnte ein Anstieg des Frisch- und
Trockengewichts bis zum 7. bzw. 6. Kulturtag (siehe Kapitel 3.3.1.1; Abbildung 71) ge-
messen werden. Dies deckt sich mit der Beobachtung anderer Autoren (Weitzel und
Petersen 2011; Nassar et al. 2013). Ab Tag 8 konnte eine Braunverfarbung der Zellen und
des Mediums beobachtet werden, was auch fur die Melissenkultur in CB2-Medium be-
schrieben wurde (Weitzel 2010). Die braune Farbe wird durch abgestorbene und lysierte
Zellen verursacht. Durch diesen autokatalytischen Prozess werden Polyphenole gebildet und
oxidiert, die zu einer weiteren Zellschadigung der Kultur fihren kénnen (Abohatem et al.
2011). Der Abfall im Trockengewicht korrelierte mit der Braunfarbung des Mediums und
hangt wahrscheinlich mit dem Zelltod zusammen (Laukkanen et al. 2000).

Durch die Aufnahme des puffernden Phosphats aus dem Medium in die Zellen wird ein mini-
maler Abfall des pH-Werts verursacht. Der Anstieg des pH-Werts kann durch die verstarkte
Abgabe von lonen erklart werden. Die elektrische Leitfahigkeit (siehe Kapitel 3.3.1.2; siehe
Abbildung 72) nahm bis zum Tag 6 ab und stieg dann zum Ende der Kulturcharakterisierung
kontinuierlich an bis sie ungeféahr den Ausgangswert erreicht hatte. Das Abnehmen der
elektrischen Leitfahigkeit kann durch die Aufnahme von lonen durch die Zellen erkléart
werden. Der Anstieg ist z.B. durch den langsamen Zelltod und ein Freiwerden intrazellularer
Bestandteile bedingt. Ein &hnliches Verhalten konnte bei der Kulturcharakterisierung von
Melissa officinalis beobachtet werden (Weitzel 2009). Der Zuckergehalt, der durch den
Brechungsindex bestimmt wurde, nahm stark ab und zeigte ab Tag 4 ein konstant niedriges
Level bis zum Ende der Charakterisierung. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Weitzel
(2010) in der Melissenkultur in CB2-Medium beobachtet.
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3.3.2.2 Bestimmung des Chlorogensaure-, Kaffeesaure- und Rosmarin-
sauregehalts

Die vorher gefriergetrockneten Zellen wurden mit 70%igem Ethanol extrahiert und ihr Gehalt
an Kaffeesaure, CA und RA durch HPLC-Analyse bestimmt (siehe Kapitel 3.3.1.3; Abbildung
73). Der Chlorogenséauregehalt stieg am Tag 1 der Charakterisierung auf 0,4%, worauf er
langsam auf einen konstant niedrigen Wert absank. Konczak-Islam et al. (2003) konnten
ebenfalls einen zehnfachen Anstieg an CA nach zwei Tagen in Zellkulturen der SufRkartoffel
feststellen. Mdglicherweise handelt es sich um einen Schutzmechanismus der Zellkultur,
wenn noch nicht genigend RA gebildet ist, da auch CA antibakterielle, antivirale und
Radikalfanger-Eigenschaften aufweist (Chiang et al. 2002; Zhao et al. 2010).

Der Zeitverlauf des Kaffeesauregehalts korrelierte eher mit dem der RA mit einem Maximum
an Tag 6 von 1,33%. Es konnte sein, dass es sich hier um ein Abbauprodukt der RA handelt.
RA war im Vergleich zu den anderen Sekundarmetaboliten am starksten vertreten und wies
an Tag 7 einen Gehalt von 25,9% des Trockengewichts auf. Zuerst konnte ein leichter Abfall
beobachtet werden. Dies kann mit einer verstarkten Aktivitat des Primarstoffwechsels erklart
werden. Es liegt eine vermehrte Zellteilung bei geringer Neusynthese vor. Eine vergleichbare
Kultur von Coleus blumei in CB2-Medium zeigte ein Maximum des RA-Gehalts von 3%, und
eine Melissenkultur zeigte ein Maximum von 6% (Petersen und Alfermann 1988; Weitzel und
Petersen 2011). Bis zu diesem Zeitpunkt weist die Suspensionskultur von Glechoma
hederacea neben den Suspensionskulturen von Salvia officinalis (36%) und Coleus blumei
(21%) wahrscheinlich den hochsten Gehalt an RA auf (Ulbrich et al. 1985; Hippolyte et al.
1992).

Die Zuckerkonzentration scheint auch einen Einfluss auf die RA-Akkumulation zu haben, da
eine Erhdhung der Saccharosekonzentration zu einer Erhéhung des RA-Gehalts in Zell-
kulturen von Coleus blumei fihrte (Petersen und Alfermann 1988, Gertlowski und Petersen
1993). Dennoch konnte dieses Ph&nomen nicht in allen Kulturen beobachtet werden. Bei
Weitzel (2010) wurde in der Melissenkultur bei Verwendung des CB4-Mediums eine
Erniedrigung des RA-Gehalts im Vergleich zu dem CB2-Medium festgestellt.

Oft kann eine Stimulierung der RA-Akkumulation nach Zugabe von biotischen und
abiotischen Elicitoren (Abwehrstimulanzrn), z.B. Methyljasmonat, Polysacchararide wie
Pektin, Chitosan, Pilzkohlenhydrate oder Hefeextrakt beobachtet werden (Sumaryono et al.
1991; Szabo et al. 1999; Bais et al. 2002; Yan et al. 2006; Karuppusamy 2009; Xiao et al.
2009; Lukmanul Hakkim et al. 2011). Bei der Untersuchung der Melissenkultur (Weitzel
2010) konnte eine verstarkte RA-Akkumulation nach Behandlung mit Methyljasmonat
gemessen werden. Eine Stimulierung der RA-Produktion konnte ebenfalls mit Methyljas-
monat in einer Suspensionskultur von Coleus blumei erzielt werden (Szabo et al. 1999).
Zukunftige Versuche kdnnten eine Untersuchung der Glechoma-Kultur in CB4-Medium sowie
eine Analyse des RA-Gehalts nach Behandlung mit Elicitoren beinhalten.
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3.3.2.3 Bestimmung der Enzymaktivitaten von PAL und RAS

Die spezifische PAL-Aktivitat hatte ihren maximalen Wert an Tag 5 mit 49,4 pkat/kg und sank
danach bis zum Ende der Kultivierungsperiode (siehe Kapitel 3.3.1.4; Abbildung 74). Die
Melissenkultur zeigte ebenfalls ein Maximum (23,4 pkat’kg) an Tag 5 (Weitzel 2010).
Sykilowska-Baranek et al. (2012) beobachteten ebenfalls ein Maximum der PAL-Aktivitat in
den ersten Tagen in einer Suspensionskultur von Arnebia euchroma. Auch Ferri et al. (2011)
analysierten ein PAL-Maximum in den ersten zwei Tagen in einer Zellsuspensionskultur von
Vitis vinifera.

Die spezifische RAS-Aktivitat der Glechoma hederacea-Suspensionskultur sank von Tag 0
bis Tag 2 und erreichte ihr Maximum an Tag 8 mit 227,1 pkat/kg (siehe Kapitel 3.3.1.4; Abbil-
dung 74). Auch hier wurden ahnliche Werte in der Melissenkultur von Weitzel (2010) erzielt.
Das Absinken in den ersten Tagen kann mit dem vermehrten Primarstoffwechsel erklart
werden. Die RAS-Aktivitat korrelierte nahezu mit der RA-Akkumulation (Abbildungen 73 und
74).

3.3.2.4 Vergleich von Dunkel- und Lichtkulturen

Mehrere Autoren konnten eine verstarkte CA-Akkumulation in Suspensionskulturen unter
Lichteinfluss zeigen (Baumann und Réhrig 1989; Gillet et al. 1999). Dies kann durch einen
vermehrt bendtigten UV-Schutz hervorgerufen sein (Hagen et al. 2007; Clé 2008). Wu et al.
(2007) untersuchten, dass die optimalen Bedingungen fir eine maximale CA-Produktion in
Echinacea purpurea eine 3/21 h Licht- und Dunkelperiode ist, wohingegen die CA-Gehalte
welche in volliger Dunkelheit gewonnen wurden, deutlich niedriger sind.

Die Glechoma-Zellkultur wies jedoch keine vermehrte Bildung von CA nach 7-14-tagiger
Lichtexposition auf (siehe Kapitel 3.3.1.5). Dies kann auf eine zu geringe Lichtexposition,
eine zu kurze Beleuchtungsdauer oder andere Reaktion von Glechoma hederacea hin-
weisen. Mit einer Zeitreihe missten die genauen CA-Gehalte von Dunkel- und Lichtkulturen
miteinander verglichen werden.

Interessanterweise zeigte die Lichtkultur (3,1%) nach einer Inkubationszeit von 14 d einen
fast 15-fach héheren RA-Gehalt als die Dunkelkultur (0,2%). Die Vermutung liegt nahe, dass
RA-Produktion gesteigert wurde, um einen vermehrten UV-Schutz hervorzurufen. Eine
verstarkte RA-Akkumulation nach 14 d wurde auch von Shiga et al. (2009) nach Belichtung
von Ocimum basilicum L. mit Weillicht von ca. 1 mg/g Frischgewicht auf 6 mg/g
Frischgewicht beobachtet. Mdglicherweise wird der UV-Schutz in Glechoma nicht durch CA
sondern durch RA hervorgerufen.

AulRerdem wurde RNA aus 7 d alten, gefriergetrockneten Dunkel- und Lichtkulturen isoliert in
cDNA umgeschrieben und damit eine PCR mit EF1a als Standard durchgefuhrt, um die
Expression von HST, der putativen HQT, einer unbekannten HCT und der RAS zu
bestimmen (siehe Abbildung 75). Es konnten auf Expressionsebene keine relevanten Unter-
schiede zwischen Licht- und Dunkelkultur festgestellt werden. Hier missten noch Unter-
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suchungen mit der quantitativen Real-Time-PCR erfolgen, um eine detaillierte Aussage
treffen zu konnen. Altere Kalluskulturen von Pinus sylvestris wiesen einen erhohten Lignifi-
zierungsgrad auf, welcher auch auf Genebene durch eine verstarkte HST-Expression
detektiert werden konnte (Laukkanen et al. 2000).
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3.4 Projekt 4: Untersuchungen zum Sekundéarstoffwechsel von
Glechoma hederacea-Pflanzen

3.4.1 Sekundéarstoffwechsel von Glechoma hederacea

3.4.1.1 Optimierung der RNA-Isolierung aus Blattern, Bliten, Stdngeln
und Wurzeln

3.4.1.1.1 RNA-Isolierung nach Chomczynski und Sacchi

Um die optimale Methode zur RNA-Isolierung aus verschiedenen Organen von Glechoma
hederacea zu bestimmen, wurde zunachst die Methode von Chomczynski und Sacchi (1987)
angewandt (siehe Kapitel 2.3.1).

Nach der Isolierung wurden die RNA-Menge und die Reinheit photometrisch bestimmt (siehe
Tabelle 1). Die Qualitat der RNA sowie das Fehlen von DNA wurden durch ein Agarosegel
verifiziert (siehe Abbildung 76).

123 4567 8910111213

3000 bp 8
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i rRNA
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500 bp

Abbildung 76: Agarosegel zur Kontrolle der RNA-Qualitat aus Glechoma-Organen nach RNA-Extrak-
tion nach Chomczynski und Sacchi (1987): 1, 2, 3: Blatt, 4: GeneRuler™ DNA Ladder Mix; 5, 6, 7:
Blute, 8, 9, 10: Stangel, 11, 12, 13: Wurzel

Glechoma hederacea-Organ | Konzentration (ug/ml) Absorption: Axeonso
Blatt 3 721 (nach 1:1-Verdiinnung) 1,93
Bliite 3 1715 1,73
Stangel 2 757 1,91
Wurzel 3 572 1,77

Tabelle 1: Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit aus Glechoma-Organen nach RNA-
Extraktion nach Chomczynski und Sacchi (1987)
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Die cDNA-Synthese wurde mit Blatt 3, Blite 3, Stangel 2 und Wurzel 3 durchgefuhrt (Kapitel
2.3.3) und die PCR erfolgte, wie in Kapitel 2.3.4.1 beschrieben.

3.4.1.1.2 RNA-Isolierung nach Giuliano

AuBerdem wurde die RNA-Extraktionsmethode nach Giuliano (1993) durchgefuhrt, um die
optimale RNA-Isolierungsmethode fur Glechoma zu bestimmen (siehe Kapitel 2.3.2).

Nach dem Ldsen der hellbraunen RNA beim Blatt, der dunkelgriinen RNA bei der Blite, der
weilllichen RNA beim Stangel und der braunen RNA bei der Wurzel in sterilem Wasser
wurde deren Qualitat durch Agaraosegelelektrophorese bestimmt (siehe Abbildung 77).

123 45678910111213
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Abbildung 77: Agarosegel zur Kontrolle der RNA-Qualitdt aus Glechoma-Organen nach RNA-
Extraktion nach Giuliano (1993): 1, 2, 3: Blatt, 4: GeneRuler™ DNA Ladder Mix; 5, 6, 7: Bliite, 8, 9, 10:
Stangel, 11, 12, 13: Wurzel

Wie in Abbildung 77 erkennbar, sind nur bei Stdngeln und ganz schwach bei Wurzeln rRNA-
Banden erkennbar. Bei der photometrischen Messung wurden nur sehr geringe Konzen-
trationen bestimmt. Es erfolgte mit dieser RNA keine cDNA-Synthese.

3.4.1.2 Bestimmung des Temperaturoptimums fiir die PCR-Amplifikation

verschiedener Hydroxycinnamoyltransferasen

Durch einen Temperaturgradienten mit folgenden Zwischenschritten: 50 °C, 54 °C, 58 °C,
62 °C und 66 °C wurde das jeweilige Temperaturoptimum fur die PCR-Amplifikation der
Hydroxycinnamoyltransferasen HST, RAS und der unbekannten HCT (Sander 2010) aus
Glechoma hederacea bestimmt (siehe Abbildungen 78-80).
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1 23456 78 91011
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Abbildung 78: Agarosegel zur Bestimmung des Temperaturoptimums fir die PCR-Amplifikation der
Hydroxycinnamoyltransferasen aus Glechoma hederacea: 1: HCT 50 °C, 2: HCT 54 °C, 3: HCT 58 °C,
4: HCT 62 °C, 5: HCT 66 °C, 6: GeneRuler™ DNA Ladder Mix; 7: RAS 50 °C, 8: RAS 54 °C, 9: RAS

58 °C, 10: RAS 62 °C, 11: RAS 66 °C
Bei der GhHCT findet man die stéarksten Banden bei 54 °C und 58 °C, die GhRAS konnte mit
einem Einsatz von 0,5 pl template in der PCR nicht detektiert werden. Als nachstes wurden

die Expression der GhHST und ein weiteres Mal die Expression der GhRAS bestimmt (siehe
Abbildung 79).
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Abbildung 79: Agarosegel zur Bestimmung des Temperaturoptimums fir die PCR-Amplifikation der
Hydroxycinnamoyltransferasen aus Glechoma hederacea: 1: HST 50 °C, 2: HST 54 °C, 3: HST 58 °C,

4: HST 62 °C, 5: HST 66 °C, 6: GeneRuler™ DNA Ladder Mix; 7: RAS 50 °C, 8: RAS 54 °C, 9: RAS
58 °C, 10: RAS 62 °C, 11: RAS 66 °C
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Die starksten Banden fanden sich bei der GhHST bei 58 °C und 62 °C. Bei der GhRAS
lieBen sich bei dieser cDNA-Menge (0,5 pl) keinerlei Banden detektieren. Deshalb wurden 1
und 1,5 pl cDNA getestet (siehe Abbildung 80).

12 3456 78 91011
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Abbildung 80: Agarosegel zur Bestimmung des Temperaturoptimums fir die PCR-Amplifikation der
Hydroxycinnamoyltransferasen aus Glechoma hederacea: RAS 1 ul 1: RAS 50 °C, 2: RAS 54 °C, 3:
RAS 58 °C, 4: RAS 62 °C, 5: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, RAS 1,5yl 6: RAS 50 °C, 7: RAS 54 °C,
8: RAS 58 °C, 9: RAS 62 °C

Erst bei einem Einsatz von 1 bzw. 1,5 pl cDNA (siehe Abbildung 80) konnte die RAS in
Glechoma-Blattern nachgewiesen werden. Die intensivsten Banden beobachtete man bei 58

und 62 °C.

3.4.1.3 Ergebnisse zur Untersuchung diverser ,house-keeping“-Gene

3.4.1.3.1 18S-ribosomale RNA (18S-rRNA)

Einige Autoren empfehlen die 18S-rRNA als Referenzgen in der PCR (Burleigh 2001;
Gonzalez et al. 2002; Kim et al. 2003; Weitzel und Petersen 2010; Weitzel und Petersen
2011). Aus diesem Grund wurde dieser Standard zuerst untersucht (siehe Abbildung 81).
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Abbildung 81: Agarosegel der PCR-Reaktionen zur Amplifikation des Referenzgens 18S-rRNA in
Glechoma hederacea: 1: Blatt, 2: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 3: Stangel, 4: Wurzel

In Abbildung 81 ist erkennbar, dass in keinem der untersuchten Organe die 18S-rRNA (315
bp) detektiert werden konnte.

3.4.1.3.2 3-Aktin

Zur Standardisierung der mRNA-Expression in Blattern, Stangeln und Wurzeln von G.
hederacea wurde ein 150 bp Teilstick von B-Aktin als interner Standard aus Blattern,
Stangeln und Wurzeln von Glechoma hederacea bei 55 °C amplifiziert (siehe Abbildung 82).

1 23456 7 8 910
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1031 bp

500 bp

Abbildung 82: Agarosegel der PCR-Amplifikation des Referenzgens 3-Aktin in Glechoma hederacea:
Blatt 1: 0,5 pl cDNA, 2: 1 pl cDNA, 3: 1,5 ul cDNA, 4: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, Stangel 5: 0,5 pl
cDNA, 6: 1 ul cDNA, 7: 1,5 ul cDNA, Wurzel 8: 0,5 pl cDNA, 9: 1 ul cDNA, 10: 1,5 ul cDNA
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Da B-Aktin mit diesen Primern leider nicht detektiert werden konnte, wurden die [-Aktin-
sequenzen von allen Lamiaceae in der NCBI-Datenbank uber MultAlign (Stand August 2011)
Ubereinander gelegt (siehe Kapitel 2.3.5.2). Die spezifischen, degenerierten Aktinprimer
wurden konstruiert, wo die meisten Ubereinstimmungen lagen. Das amplifizierte Stiick sollte
313 bp betragen. Es wurde ein Temperaturgradient von 53-57 °C angewandt (siehe
Abbildung 83).

123 4 567 8 910

3000 bp

1031 bp

Abbildung 83: Agarosegel der PCR-Amplifikation des Referenzgens R-Aktin in Glechoma hederacea:
Blatt 1: 0,5 pl cDNA, 2: 1 pl cDNA, 3: 1,5 pl cDNA, 4: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Stangel 5: 0,5 pl
cDNA, 6: 1 pl cDNA, 7: 1,5 ul cDNA, Wurzel 8: 0,5 pl cDNA, 9: 1 pl cDNA, 10: 1,5 pl cDNA

Nach Einsatz der speziell entworfenen degenerierten Primer konnten Banden bei 313 bp
Basenpaaren in Gh-Blattern und Gh-Stangeln nachgewiesen werden. Leider konnte in den
Gh-Wurzeln bisher noch keine 3-Aktin-Expression nachgewiesen werden.

3.4.1.3.3 Elongationsfaktor 1a (EF1a)

Auflerdem wurden EF1a-Nukleotidsequenzen von Vertretern der Lamiales aus der NCBI-
Datenbank (Stand Mai 2012) in MultAlign tbereinandergelegt (siehe Kapitel 2.3.5.3), um
spezielle degenerierte Primer zu entwerfen (Abbildung 24). Die erwartete Bande lag bei 540
bp, und es wurde ein Temperaturgradient von 58-63 °C angewandt (siehe Abbildung 84).

~ 147 ~



Ergebnisse und Diskussion
1234567 8 9 10111213

3000 bp

1031 bp

‘ 540 bp
500 bp

Abbildung 84: Agarosegel der PCR-Amplifikation des Referenzgens EF1a in Glechoma hederacea:
Blatt 1: 58 °C, 2: 62 °C, 3: 63 °C, 4: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, Bliite 5: 58 °C, 6: 62 °C, 7: 63 °C,
Stangel 8: 58 °C, 9: 62 °C, 10: 63 °C, Wurzel 11: 58 °C, 12: 62 °C, 13: 63 °C

Beim Vergleich der Expressionsmenge von EF1a in Glechoma fiel auf, dass die Expres-
sionsmenge in Blatt und Sténgel ahnlich zu sein scheinen. Der Gehalt in Bliten war deutlich
geringer und in Wurzeln kaum nachweisbar (siehe Abbildung 84). Also wurde ein direkter
Vergleich zwischen den beiden ,house-keeping“-Genen R-Aktin und EF1a gezogen (siehe
Abbildung 85).

1 23 456 78 91011
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Abbildung 85: Agarosegel zum Vergleich der house-keeping-Gene R-Aktin und Ef1ia in Glechoma
hederacea: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, B-Aktin: 2: Blatt, 3: Blite, 4: Stangel, 5: Wurzel (1 pl
cDNA), 6: Wurzel (2 pl cDNA), Ef1a: 7: Blatt, 8: Blute, 9: Sténgel, 10: Wurzel (1 pl cDNA), 11: Wurzel
(2 1l cDNA)
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Es war zwar nun maglich, die beiden house-keeping-Gene in der Wurzel zu detektieren,
dennoch sind die Expressionsmengen deutlich schwécher als in den anderen Organen. Auch
der Einsatz von 2 pul cDNA konnte die Expressionsmenge nicht steigern (siehe Abbildung
85).

Um eventuelle vorhandene Hemmstoffe in Gh-Blite und Gh-Wurzel zu testen, wurde eine er-
neute PCR mit 0,5 pl Blatt-cDNA in Kombination mit 0,5 pl Bluten-cDNA und 0,5 pl Wurzel-
cDNA im Vergleich mit 0,5 ul Blatt-cDNA und 0,5 pl Wasser durchgefihrt (siehe Abbildung
86).

540 bp

Abbildung 86: Agarosegel zur Kontrolle eventueller Hemmstoffe in Wurzeln von Glechoma hederacea:
1: Blatt-cDNA + H,0, 2: Blatt-cDNA + Bliiten-cDNA, 3: Blatt-cDNA + Wurzel-cDNA 4: Gene Ruler™
DNA Ladder Mix

Wenn sich Hemmstoffe in der Wurzel oder Blite befdnden, missten diese Banden im
Vergleich zur Blatt-cDNA + H,O abgeschwacht sein (siehe Abbildung 86), was aber nicht der
Fall war.

3.4.1.4 Expression unterschiedlicher Hydroxycinnamoyltransferasen aus
Blattern, Bluten, Stdngeln und Wurzeln von Glechoma hederacea

Es wurde RNA aus gereinigten Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln von Glechoma extra-
hiert (siehe Kapitel 2.3.1) und in cDNA umgeschrieben (siehe Kapitel 2.3.3). Anschlie3end
wurde eine PCR-Reaktion (30 Zyklen) mit 1 pl cDNA und je 0,5 ul Primern durchgefihrt
(siehe Kapitel 2.3.4.2).

In Abbildung 87 ist zu erkennen, dass EF1a ein geeignetes house-keeping-Gen flr Analysen
in Glechoma hederacea ist. Aulerdem wurde fir jedes Gen ein Temperaturoptimum fir die
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Amplifikation (siehe Kapitel 3.7.3) bestimmt: HST (62 °C), die unbekannte HCT (58 °C), RAS
(58 °C), EF1a (62 °C).
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Abbildung 87: Analyse der Expression verschiedener Hydroxycinnamoyltransferasen uber semi-
guantitative PCR: EF1a (62 °C) 1: Blatt, 2: Blute, 3: Stangel, 4: Wurzel, 5: Gene Ruler™ DNA Ladder
Mix, HCT (58 °C) 1: Blatt, 2: Bliite, 3: Stangel, 4: Wurzel, HST (62 °C) 1: Blatt, 2: Bliite, 3: Stangel, 4:
Wurzel, RAS (58 °C) 1: Blatt, 2: Blute, 3: Stangel, 4: Wurzel,

Keines der untersuchten Gene lasst sich in Wurzeln detektieren (siehe Abbildung 87). Selbst
das house-keeping-Gen (EF1a) wird deutlich schwacher exprimiert. Das GhHST-Gen wird
am starksten von allen drei untersuchten Genen exprimiert und ist in den Bliten ein wenig
schwacher ausgepragt. Es sind zwei PCR-Produkte bei GhRAS erkennbar, welche wahr-

scheinlich die beiden von Sander (2010) beschriebenen RAS-Gene reprasentieren.

3.4.1.5 Extraktion von Chlorogen-, Kaffee- und Rosmarinsaure aus
Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln von Glechoma hederacea

Nach dem Gefriertrocknen (16 h) der verschiedenen Pflanzenorgane, wurde das Material
fein gemorsert. Nach Zugabe von 1 ml 70%igem EtOH zu 10 mg wurde, wie in Kapitel 2.3.7
beschrieben, extrahiert.

Der hdchste Kaffeesdure-Gehalt wurde in Wurzeln (0,4% des Trockengewichts), der
niedrigste Gehalt in Stangeln gemessen (siehe Abbildung 88). CA konnte nur in den ober-
irdischen Teilen detektiert werden. Die Glechoma-Blatter wiesen einen 2%igen-, die Bliten
einen 1,6%igen- und die Stangel einen 1,3%igen-Gehalt auf. In Wurzeln konnten nur 0,005%
CA gemessen werden. Wahrend Blatter, Stangel und Wurzel einen vergleichsweise geringen
RA-Gehalt aufwiesen (0,6-1,3%), konnte in den Bliiten eine RA-Menge von 12,5% bestimmt
werden.
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Abbildung 88: Vergleich der Kaffee-, Chlorogen- und Rosmarinsédure-Gehalte in Blattern, Bliten, Stan-
geln und Wurzeln von Glechoma hederacea

3.4.1.6 Ergebnisse zur Isolierung der cDNA oder des Gens einer
Lamiaceae-HOT

3.4.1.6.1 Entwurf von HQT-Primern

Um eine HQT-Sequenz aus G. hederacea zu isolieren, wurden HQT-Nukleotidsequenzen
von Tomate (AJ582652.1), Tabak (AJ582651.1) und Artischocke (DQ915589.1) in dem CLC-
Sequence-Viewer zur Identifizierung konservierter Nukleotidbereiche tbereinandergelegt
(siehe Kapitel 2.3.8.1). Durch Vergleichen mit bekannten langen und kurzen HST- und RAS-
Sequenzen aus Glechoma (Sander 2010) konnten die Unterschiede bestimmt und aus den
konservierten Regionen zwei fir HQT spezifische Primer identifiziert werden. Als Referenz
wurde RNA aus Tabakbliten isoliert und die daraus hergestelite cDNA fur die Amplifikation
einer HQT mit den hierflr entworfenen Primern genutzt (siehe Abbildung 89).
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Abbildung 89: Agarosegel der HQT-Expression in Nicotiana tabacum-Bliten als Referenz: 1: Gene
Ruler™ DNA Ladder Mix, 52 °C 2: 0,5 pl cDNA, 3: 1 pl cDNA; 4: 1,5 pl cDNA; 55 °C 5: 1 ul cDNA

Das HQT-Gen konnte in den Tabakbluten bei 980 bp detektiert werden (siehe Abbildung 89).

Deshalb wurde versucht, das Amplifikat in der gleichen Gro3e auch in Glechoma hederacea
zu detektieren (siehe Abbildung 90).

3000 bp

1031 bp

500 bp

Abbildung 90: Versuch der Amplifikation einer partiellen HQT mit cDNA aus Glechoma hederacea: 1:
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 52 °C 2: Blatt, 3: Bliite, 4: Stangel

Da keine Bande bei 980 bp erkennbar war, wurden verschiedene cDNAs von Gh-Bliiten bei

55 °C untersucht (siehe Abbildung 91). Es wurden Gh-Bliten untersucht, da sich in ihnen der
héchste CA-Gehalt nachweisen liel3 (siehe Abbildung 88).
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Abbildung 91: Versuch der Amplifikation einer partiellen HQT mit cDNA aus Glechoma hederacea: 1:
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix; 55 °C 2-4: 1 pl cDNA Bliite

Da die Detektion mithilfe von cDNA nicht mdglich war (siehe Abbildung 91), wurde versucht,
das HQT-Genstiick (980 bp) in Glechoma hederacea auf Basis von gDNA zu amplifizieren.
Zur Kontrolle wurden einmal die Primer und das andere Mal die gDNA weggelassen (siehe
Abbildung 92).

1 2345©67

3000 bp
ca. 1750 bp
ca. 1250 bp
ca. 1100 bp
ca. 850 bp 1031 bp

500 bp

Abbildung 92: Versuch der Amplifikation einer partiellen HQT mit gDNA aus Glechoma hederacea: 1:
46 °C, 2: 49 °C, 3: 52 °C, 4: 55 °C, 5: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 6: ohne Primer (55 °C), 7: ohne
gDNA (55 °C)
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Die Banden (siehe Pfeile in Abbildung 92) wurden ausgeschnitten und die DNA mit
NucluoSpin Extract Il isoliert und aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.8.3). Nach der Ligation in
den pDrive®Vektor (siehe Kapitel 2.3.8.4) und einer Transformation in EZ-Zellen (siehe
2.3.8.5) wurde der Transformationsansatz auf LB-Agar-Amp-X-Gal-Platten gegeben. Es
wurden positive, weiRe Klone gepickt, UN-Kulturen hergestellt (siehe Kapitel 2.1.3) und mit
diesen eine Plasmidpraparation (siehe Kapitel 2.1.4) durchgefiihrt. Nach dem dreistiindigen
Verdau mit EcoRlI (siehe Kapitel 2.3.8.6) wurde mit einem Agarosegel eine Insertkontrolle
durchgefihrt (siehe Abbildung 93).

123456 789 101112

3000 bp

1031 bp
980 bp

500 bp

Abbildung 93: Agarosegel der Plasmidpréaparation nach Verdau mit EcoRI der partiellen putativen
HQT aus Glechoma hederacea: 1: Plasmid 1;, 2: Plasmid 1,, 3: Plasmid 15, 4. Gene Ruler™ DNA
Ladder Mix, 5: Plasmid 1,, 6: Plasmid 24, 7: Plasmid 2,, 8: Plasmid 25, 9: Plasmid 2,, 10: Plasmid 3;,
11: Plasmid 3,, 12: Plasmid 3;

Die Plasmide 14, 2, und 2, wurden zum Sequenzieren zu Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) geschickt, aber leider wiesen die Sequenzen keinerlei Identitaten zu bekannten
HQTs auf. Wie in den Abbildungen 91, 92 und 93 erkenntlich ist, konnte mit diesen Metho-
den keine Detektion der HQT aus Glechoma hederacea erzielt werden. Aus diesem Grund
wurde mit dem Designen von CODEHOP-Primern eine andere Strategie versucht (siehe
Kapitel 2.3.8.7).

3.4.1.6.2 Entwurf von HQT-Primern mithilfe des CODEHOP-Programms

Es wurden Primer aus den llUckenlosen Blocks ausgewahlt, welche wenig ,Wobbles®
(verschiedene Basenmdglichkeiten innerhalb einer Position) sowie einen geringen
Degenerierungsgrad aufwiesen (siehe Kapitel 2.3.8.7). Um die korrekte Funktionsweise zu
Uberprifen, wurde als Referenz wieder RNA aus Nicotiana tabacum-Bliten benutzt. Es
wurde ein Temperaturgradient von 57-63 °C angewandt. Die gewlnschte Bande befand sich
bei 642 bp (siehe Abbildung 94). Die Negativkontrolle enthielt, bis auf die cDNA, alle
Reagenzien der PCR.

~ 154 ~



Ergebnisse und Diskussion

1 2 3 4

3000 bp

1031 bp

642 b
500 bp P

Abbildung 94: Amplifikation einer partiellen HQT-cDNA aus Nicotiana tabacum-Bliiten als Referenz: 1:
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 1 pl cDNA: 2: 57 °C, 3: 60 °C, 4: 63 °C

Nach der Amplifikatkontrolle (642 bp) in Tabakbliten wurde versucht, die partielle HQT auch
in Glechoma hederacea zu detektieren (siehe Abbildung 95).

1 2345 67 8910

3000 bp

1031 bp

500 bp

Abbildung 95: Amplifikation einer partiellen HQT-cDNA aus Glechoma hederacea: 1: Gene Ruler™
DNA Ladder Mix, 60 °C: 2: 0,5 pl cDNA, 3: 1 pl cDNA, 4: 1,5 pl cDNA, 63 °C: 5: 0,5 pl cDNA, 6: 1 pl
cDNA, 7: 1,5 ul cDNA, 8-10: Negativkontrolle

Da kein HQT-Gen (Verwendung von 0,5-1,5 ul cDNA) in Glechoma detektiert werden konnte,
wurden aus den Blocks noch einmal andere Primer bestimmt. Als Referenz diente wiederum

cDNA (1 ul cDNA) aus Nicotiana tabacum-Bliiten. Die erwartete Bande lag bei 834 bp (siehe
Abbildung 96).

~ 155~



Ergebnisse und Diskussion

1 2 3 4 5

3000 bp

1031 bp 834 bp

500 bp

Abbildung 96: Amplifikation einer partiellen HQT-cDNA aus Nicotiana tabacum-Bliiten als Referenz: 1:
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: 60 °C, 3: 63 °C, 4: 66 °C, 5: Negativkontrolle

Nach der Amplifikatkontrolle (834 bp) in Tabakbliten wurde versucht, die partielle HQT auch
in Glechoma hederacea zu detektieren (siehe Abbildung 97).

1 2 3 4 5 6 7 8

3000 bp

1031 bp

500 bp

Abbildung 97: Amplifikation einer partiellen HQT-cDNA aus Glechoma hederacea: 1: Gene Ruler™
DNA Ladder Mix, 2-5: gDNA, 6: cDNA Blute, 7: cDNA Blatt, 8: Negativkontrolle

Da diese Strategie ebenfalls nicht zum Erfolg fuhrte (siehe Abbildung 97), wurden dieselben
Primer bestellt, die zur Detektion einer HCSQT (DQ104740.1) aus Cynara cardunculus
gefiihrt hatten (Comino et al. 2007). Die Uberprifung der Primer wurde wieder mit cDNA (1

~ 156 ~



Ergebnisse und Diskussion

pl) aus Bluten von Nicotiana tabacum durchgefuhrt. Die erwartete Bande lag bei 720 bp
(siehe Abbildung 98).

1 2 3 4

3000 bp |

1031 bp
720 bp

500 bp

Abbildung 98: PCR-Amplifikation einer partiellen HQT-cDNA aus Nicotiana tabacum-Bliiten als Refe-
renz: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: 49 °C, 3: 52 °C, 4: 55 °C

Nach der Amplifikatkontrolle (720 bp) in Tabakbliten wurde erneut versucht, die partielle
HQT auch in Glechoma hederacea zu detektieren (siehe Abbildung 99).

3000 bp

1031 bp

720 bp

500 bp

Abbildung 99: PCR-Amplifikation eines Mittelstiicks der HQT aus Glechoma hederacea: 1: Gene
Ruler™ DNA Ladder Mix, 2-7: cDNA bei 49 °C: 0,5 pl, 1 pl, 1,5 pl (je 2x)
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Mithilfe dieser Primer konnte endlich das Amplifikat in der gewlnschten Grole aus
Glechoma hederacea detektiert werden (siehe Abbildung 99). Nach der Amplifikation des
Mittelstiicks sollten die unbekannten 3- und 5-Enden mit der RACE-PCR isoliert werden
(siehe Kapitel 2.3.8.9; 2.3.8.10).

Die Banden wurden ausgeschnitten und die DNA mit NucluoSpin Extract Il isoliert und
aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.8.3). Nach der Ligation in den pDrive®-Vektor (siehe Kapitel
2.3.8.4) und einer Transformation in EZ-Zellen (siehe 2.3.8.5) wurde der Transformations-
ansatz auf LB-Agar-Amp-X-Gal-Platten gegeben. Es wurden positive, weil3e Klone gepickt,
UN-Kulturen (siehe Kapitel 2.1.3) hergestellt und mit diesen eine Plasmidpraparation (siehe
Kapitel 2.1.4) durchgefuihrt. Nach dem dreistindigen Verdau mit EcoRI (siehe Kapitel
2.3.8.6) wurde mit einem Agarosegel eine Insertkontrolle durchgefiihrt (Abbildung 100).

3000bp |

1031 bp

500 bp

Abbildung 100: Agarosegel der Insert-Kontrolle des amplifizierten HQT-Mittelstiicks aus Glechoma
hederacea: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2-4: Klone, 5: Negativkontrolle

Das HQT-Mittelstiick wurde leider nicht eingebaut. Also wurde die Ligation in den pDrive®-
Vektor noch einmal wiederholt. Entsprechend den Herstelleranweisungen wurde die genaue
Menge an DNA berechnet, die in der Ligation eingesetzt werden sollte. Es erfolgte eine
erneute Transformation in EZ-Zellen und eine Blau-Wei3-Selektion. Nach dem Auswéhlen
von 16 positiven, weiRen Kolonien, Hochziehen von UN-Kulturen, Plasmidprapation der-
selben wurde diesmal ein vierstiindiger Verdau mit EcoRI durchgefiihrt. Der komplette Inhalt
des Verdaus wurde auf zwei Agarosegelen analysiert (siehe Abbildung 101).
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1 23456 78 9101112

3000 bp

Abbildung 101: Agarosegele zur Insert-Kontrolle der Bestimmung des Mittelstiicks der HQT aus
Glechoma hederacea: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, links: 2: Klon 1, 3: Klon 2, 4: Klon 3, 5: Klon
4, 6: Klon 5, 7: Klon 6, 8: Klon 7, 9: Klon 8, 10: Klon 9, 11: Klon 10, 12: Klon 11, rechts: 1: Gene
Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: Klon 12, 3: Klon 13, 4: Klon 14, 5: Klon 15, 6: Klon 16, 7: Negativkontrolle

20 pl der Plasmidprapationen der drei potentiell positiven Klone (7, 8 und 12) wurden zur Se-
guenzanalyse zu Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) geschickt (siehe
Abbildung 102).

TTTTATCCGATGGCGGGACGGCTGAAGAGAGACGAGGACGGTAGGGTTGAGATCGATTGCAACG
CCGAGGGAGTGCTCTTTGTGGAGGCGGAATCCGACGGATCGGTGGATGATTACGGEBATTICGC
CCCCAATTTEGGACCTGCGCCGCCTCATTCCGGCGGTGGATTACTCGCCGGGGATTTCGACCTAC
GCEETTCTCETGTTGCAGGTCACAAAATTCAAATGCGGCHEEEEEEE T GCcA

ceAccAceTecGCHEEEEE 1 1 CATCAATACATGGTCCGATATGGCTCGGG
GGCTCGACATCACCCTCCCACCATTCATCGACCGGACCCTTCTCCTAGCACGCGATCCCCCTCA

GCCACAATTCAAGCACATCGAGTACCAGCCCGCGCCGGCCATGAAAACTTACGATGCAACCGAG
ACTATAGTCTCTATATTCAAGCTAACTCGCGAGCAACTCACTACTCTTAAAGCCAAGTCGAAAGAG
GATGGCAATACGGTCACCTACAGCTCGTACGAGATGCTAGCAGGGCATGTATGGCGCTGCGCCT
GCTTGGCCCGTAGCCTACCTGAAGATCAAGATACGAAGCTATACATTGCAACAGACGGGCGAGC

TAGGCTCCAGCCCCCGCTCCCACAGGGCTACTTCGGTAACGTT

Abbildung 102: Nukleotidsequenz des putativen HQT-Mittelstiicks aus Glechoma hederacea
Der Sequenzvergleich der drei positiven Klone auf Nukleotidebene in der NCBI-Datenbank

zeigte (Stand November 2013):

e 100%-Identitat mit einer HQT aus zwei verschiedenen Cynara scolymus-Varianten
(DQ915589.1, DQY15590.1)
o 85%-ldentitat zu einer HCSQT aus Salvia miltiorrhiza (EU358958.1)
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Anhand der Sequenz des Mittelstlicks wurden mithilfe der Primerdesignsoftware von Euro-
fins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) die Primer (farbig markiert) fur die Ermittlung
des 3‘- und 5-Endes durch RACE-PCR designt.

, Schmelz-
Primername | Sequenz (bp)
temperatur (°C)
5-CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAG
RACE-Q+ 73,4
CTCAAGCTTTTTTTTTTTTITTTITT-3
RACE-Q, 5-CCAGTGAGCAGAGTGACG-3 58,2
RACE-Q; 5-GAGGACTCGAGCTCAAGC-3' 58,2
HQT-3'‘GSP1 | 8-CGATTTCGCCCCCAATTTIGGAC-3 62,1
HQT-3'GSP2 | 5-ATTTCGACCTACGCGCTTCTCG-3 62,1
HQT-GPRT 5-AGGTGACCGTATTGCCATCCTC-3 62,1
HOT-5GSP1  5-GTGAAGCCCGGAAAAACCATCG-3 62,1
HQT-5GSP2  5-TTCCGACGCCTAAGGAAACTCC-3 62,1

3.4.1.6.3 Ergebnisse der Amplifikation des 3'-Endes mittels RACE-PCR

Bei der cDNA-Synthese fur eine 3'-RACE-PCR wurde die mRNA mithilfe des Q-Primers
revers transkribiert (Scotto-Lavino et al. 2006a; Abbildung 28). Das 3‘-Ende wurde mit dem
Qo-Primer (Q, = Qouter) amplifiziert. Dieser bindet an die cDNA am 3'-Ende. AuRerdem wurde
noch ein genspezifischer Primer (GSP-1) benétigt, der mit dem Zielgen hybridisiert. Die
zweite PCR wurde mithilfe des Q;-Primers und des GSP2-Primers durchgefihrt und es folgte
die Analyse der PCR-Produkte Uber ein Agarosegel (siehe Abbildung 103).
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3000 bp

ca. 1200 bp

ca. 1050 bp 1031 bp

500 bp

Abbildung 103: Agarosegel zur Amplifikation des 3‘-Endes der HQT aus Glechoma hederacea mit der
3-RACE-PCR: 1: 53 °C, 2: 53 °C, 3: 55 °C, 4: 57 °C, 5: 57 °C, 6: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix

Da nicht eindeutig erkennbar war, welche Bande das gewiinschte Amplifikat (1182 bp)
reprasentierte, wurden beide Banden ausgeschnitten (Pfeile in Abbildung 103) und aufge-
reinigt (siehe Kapitel 2.3.8.3). Nach der Ligation in den pDrive®-Vektor (siehe Kapitel
2.3.8.4), Transformation in EZ-Zellen (siehe Kapitel 2.3.8.5) Restriktionsverdau (siehe
Kapitel 2.3.8.6), Anziehen von UN-Kulturen (siehe Kapitel 2.1.3), einer Plasmidpraparation
(siehe Kapitel 2.1.4) und Verdau (siehe Kapitel 2.3.8.6), erfolgte die Insert-Kontrolle durch
zwei Agarosegele (siehe Abbildung 104).

12 3 45 67 8910111213 123 45678 91011121314

H
g

Abbildung 104: Agarosegele zur Insert-Kontrolle der Bestimmung des 3‘-Endes der HQT aus
Glechoma hederacea mit der RACE-PCR: links: 1: Klon 12, 2: Klon 11, 3: Klon 10, 4: Klon 9, 5: Klon
8, 6: Klon 7, 7: Klon 6, 8: Klon 5, 9: Klon 4, 10: Klon 3, 11: Klon 2, 12: Klon 1, 13: Gene Ruler™ DNA
Ladder Mix, rechts: 1: Klon 24, 2: Klon 23, 3: Klon 22, 4: Klon 21, 5: Klon 20, 6: Klon 19, 7: Klon 18, 8:
Klon 17, 9: Klon 16, 10: Klon 17, 11: Klon 16, 12: Klon 15, 13: Klon 14, 14:Gene Ruler™ DNA Ladder
Mix

Da das Insert leider nicht eingebaut wurde (siehe Abbildung 104), wurde eine erneut eine 3'-
RACE-PCR durchgefuhrt. Bei der Ausfihrung der zweiten PCR, wurde unverdunntes
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template der ersten PCR eingesetzt (siehe Kapitel 2.3.8.9). Die erwartete Bande lag bei
1182 bp (siehe Abbildung 105).
1 2 3 4 5 6 7 8

3000 bp
ca. 1800 bp

500 bp

Abbildung 105: Agarosegel zur Bestimmung des 3‘-Endes der HQT aus Glechoma hederacea mit der
RACE-PCR: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: 53 °C, 3: 53 °C, 4: 55 °C, 5: 55 °C, 6: 57 °C, 7: 57
°C, 8: Negativkontrolle

Die beiden Banden wurden ausgeschnitten (Pfeile, siehe Abbildung 105) und aufgereinigt
(siehe Kapitel 2.3.8.3). Nach der Ligation in den pDrive®-Vektor (siehe Kapitel 2.3.8.4),
Transformation in EZ-Zellen (siehe Kapitel 2.3.8.5) Restriktionsverdau (siehe Kapitel
2.3.8.6), Anziehen von UN-Kulturen (siehe Kapitel 2.1.3), einer Plasmidpraparation (siehe
Kapitel 2.1.4) und Verdau (siehe Kapitel 2.3.8.6), erfolgte die Insert-Kontrolle durch zwei
Agarosegele. Die erwartete Bande lag bei 1182 bp (Pfeile in Abbildung 106).

123456 7891011121314 12345 67 8 9101112131415

3000 bp

1031 bp
500 bp

: —
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Abbildung 106: Agarosegele zur Insert-Kontrolle der Bestimmung des 3‘-Endes der HQT aus
Glechoma hederacea mit der RACE-PCR: links: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: Klon 1, 3: Klon
2, 4: Klon 3, 5: Klon 4, 6: Klon 5, 7: Klon 6, 8: Klon 7, 9: Klon 8, 10: Klon 9, 11: Klon 10, 12: Klon 11,
13: Klon 12, 14: Klon 13, rechts: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: Klon 14, 3: Klon 15, 4: Klon 16,
5: Klon 17, 6: Klon 18, 7: Klon 19, 8: Klon 20, 9: Klon 21, 10: Klon 22, 11: Klon 23, 12: Klon 24, 13:
Klon 25, 14: Klon 26, 15:Gene Ruler™ DNA Ladder Mix
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20 ul der Plasmidpréapationen der zwei potentiell positiven Klone (20 und 23; siehe Abbildung
106) wurden zur Sequenzanalyse zu Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland)
geschickt.

Der Sequenzvergleich des positiven Klons 20 auf Nukleotidebene in der NCBI-Datenbank
(Stand November 2011) ergab eine 85%ige Identitat zu einer HCSQT aus Salvia miltiorrhiza
(EU358958.1)

Die 3-Sequenz (blau) wurde unter Elimination Ubereinstimmender Bereiche an das Mittel-
stuck (schwarz) gehangt (siehe Abbildung 107).

TTTTATCCGATGGCGGGACGGCTGAAGAGAGACGAGGACGGTAGGGTTGAGATCGATTGCAACG
CCGAGGGAGTGCTCTTTGTGGAGGCGGAATCCGACGGATCGGTGGATGATTACGGCGATTTCGC
CCCCAATTTGGACCTGCGCCGCCTCATTCCGGCGGTGGATTACTCGCCGGGGATTTCGACCTAC
GCGCTTCTCGTGTTGCAGGTCACAAAATTCAAATGCGGCGGAGTTTCCTTAGGCGTCGGAATGCA
GCACCACGTCGCCGATGGTTTTTCCGGGCTTCACTTCATCAATACATGGTCCGATATGGCTCGGG
GGCTCGACATCACCCTCCCACCATTCATCGACCGGACCCTTCTCCTAGCACGCGATCCCCCTCA
GCCACAATTCAAGCACATCGAGTACCAGCCCGCGCCGGCCATGAAAACTTACGATGCAACCGAG
ACTATAGTCTCTATATTCAAGCTAACTCGCGAGCAACTCACTACTCTTAAAGCCAAGTCGAAAGAG
GATGGCAATACGGTCACCTACAGCTCGTACGAGATGCTAGCAGGGCACGTATGGCGCTGCGCCT
GCTTGGCCCGTAGCCTACCTGAAGATCAAGATACGAAGCTATACATTGCAACAGACGGGCGAGC
CAGGCTCCAGCCCCCGCTCCCACAGGGCTATTTTGGCAACGTGATCTTCACAGCCACGCCCCTG
GCTGTGGCAGGGGACCTGGAGTCCAAGCCCGTCTGGTATGCTGCTAGTAAGATCCACGATGCAT
TAGCCCGGATGGACAACGAGTACTTGAGATCCGCTCTCGACTACTTGGAGCTGCAGCCTGATCT
CAAGGCGCTCGTTCGCGGCGCCCACACGTTTAGGTGCCCTAATCTCGGGATAACGAGTTGGGTG
AGGCTTCCAATCCATGATGCTGATTTTGGGTGGGGGAGGCCGATCTTTATGGGGCCGGGTGGCA
TAGCGTACGAGGGCCTCAGCTTTGTGCTGCCTAGCCCAGCCAACGACGGGAGCCTATCGGTTGC
GATTTCACTGCAGGCAGAGCATATGAAGCTTTTTGAGAAGCTGCTCTATGATATTTGAGTTCCATA
TTTCTTGACTGTGAGTCTAAAGACTTTCGTTTTTGCACATTATCCCCTTTTTTTACCTCAGTAACAT
GTATGCAGATGTAAGATATGCCAATTTGTAAGGATTTTGATGCAGTTCTTGCATCACTATTCATGA
AATTCTTCATGGTGTGCTAATAGGTAAAGTGCAATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAGCTTGAGCTCG
AGTCCTC

Abbildung 107: Nukleotidsequenz des HQT-Mittelstlicks (schwarz) und des 3‘-Endes (blau) aus
Glechoma hederacea. Das potentielle Stoppcodon ist farbig markiert.

Beim Sequenzvergleich in der NCBI-Datenbank lag eine 85%ige Identitat zu einer HCSQT
aus Salvia miltiorrhiza (EU358958.1) und eine 100%ige Identitat mit einer HQT aus zwei ver-
schiedenen Cynara scolymus-Varianten (DQ915589.1, DQ915590.1) vor (Stand November
2013).

Auf AS-Ebene waren die fir BAHD-typischen HxxxD- und DFGWG-Motive (D’Auria 2006)
erkennbar (siehe Abbildung 108).

FYPMAGRLKRDEDGRVEIDCNAEGVLFVEAESDGSVDDYGDFAPNLD
LRRLIPAVDYSPGISTYALLVLQVTKFKCGGVSLGVGMQHHVADGFSG
LHFINTWSDMARGLDITLPPFIDRTLLLARDPPQPQFKHIEYQPAPAMK
TYDATETIVSIFKLTREQLTTLKAKSKEDGNTVTYSSYEMLAGHVWRC
ACLARSLPEDQDTKLYIATDGRARLQPPLPQGYFGNVIFTATPLAVAG
DLESKPVWYAASKIHDALARMDNEYLRSALDYLELQPDLKALVRGAHT
FRCPNLGITSWVRLPIHDADFGWGRPIFMGPGGIAYEGLSFVLPSPAN
DGSLSVAISLQAEHMKLFEKLLYDI

Abbildung 108: AS-Sequenz des HQT-Mittelstlicks und des 3'-Endes aus Glechoma hederacea, die
beiden konservierten Motive sind fett dargestellt
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Der Sequenzvergleich auf AS-Ebene in der NCBI-Datenbank zeigte eine 91%ige Identitat zu
der von Sander (2010) isolierten HST aus Coleus blumei. AuRerdem konnte eine 91%ige
Identitat zu einer HCSQT aus Salvia miltiorrhiza (EU358958.1) und eine 85%ige Identitat zu
einer HCSQT zu Coffea canephora (EF137954.1) festgestellt werden (Stand November
2011).

3.4.1.6.4 Versuch der Amplifikation des 5-Endes mittels RACE-PCR

Um das 5-Ende zu generieren, wurde die Reverse Transkription mithilfe eines GPRT-
Primers durchgefiihrt (Scotto-Lavino et al. 2006b; Abbildung 29). Daran wurde mittels Tdt
und dATP ein Poly-A-Schwanz gehangt. Die Amplifikation wurde durch den Hybridprimer Q+
erzielt, an welchem der zweite Strang synthetisiert wird, auerdem durch den Q,-Primer und
einen GSP1-Primer. Mit einer ,nested“-PCR erfolgte die Amplifikation der spezifischen Pro-
dukte. Es folgte die Analyse der PCR-Produkte mittels Agarosegel und die erwartete Bande
lag bei etwa 640 bp (siehe Pfeile in Abbildung 109).

1 2 3 45 6 7 8 9

3000 bp

1031 bp EE 700 bp

650 bp
500 bp

Abbildung 109: Agarosegel zur Bestimmung des 5-Endes der HQT aus Glechoma hederacea mit der
5“RACE-PCR: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: 53 °C, 3: 53 °C, 4: 55 °C, 5: 55 °C, 6: 57 °C, 7:
57 °C, 8: Negativkontrolle, 9: Negativkontrolle

Die infrage kommenden Banden (siehe Pfeile in Abbildung 109) wurden ausgeschnitten und
aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.8.3). Nach der Ligation in den pDrive®-Vektor (siehe Kapitel
2.3.8.4), Transformation in EZ-Zellen (siehe Kapitel 2.3.8.5) Restriktionsverdau (siehe
Kapitel 2.3.8.6), Anziehen von UN-Kulturen (siehe Kapitel 2.1.3), einer Plasmidpraparation
(siehe Kapitel 2.1.4), Verdau (siehe Kapitel 2.3.8.6), erfolgte die Insert-Kontrolle durch zwei
Agarosegele (siehe Abbildung 110), wobei die erwartete Bande bei 640 bp lag.
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12345 6 7 8910111213 12 3456 78 910111213

Abbildung 110: Agarosegele zur Insert-Kontrolle der Bestimmurgﬂg des 5-Endes der HQT aus
Glechoma hederacea mit der 5-RACE-PCR: links: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: Klon 1, 3:
Klon 2, 4: Klon 3, 5: Klon 4, 6: Klon 5, 7: Klon 6, 8: Klon 7, 9: Klon 8, 10: Klon 9, 11: Klon 10, 12: Klon
11, 13: Klon 12, rechts: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, 2: Klon 13, 3: Klon 14, 4: Klon 15, 5: Klon
16, 6: Klon 17, 7: Klon 18, 8: Klon 19, 9: Klon 20, 10: Klon 21, 11: Klon 22, 12: Klon 23, 13: Klon 24

20 ul der Plasmidprapationen der zwei potentiell positiven Klone (12 und 22) wurden zur Se-
guenzanalyse zu Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) geschickt (siehe Ab-
bildung 110).

Der Sequenzvergleich des positiven Klons 22 auf Nukleotidebene in der NCBI-Datenbank
(Stand November 2013) ergab eine 89%ige Identitat zu einer HCSQT aus Salvia miltiorrhiza
(EU358958.1) und eine 86%ige Identitdt zu der von Sander (2010) isolierten HST aus
Coleus blumei (FN647681.1).

Die 5-Sequenz (rot) wurde unter Elimination doppelt vorkommender Sequenzbereiche an
das Mittelstick und an das 3'-Ende gehéngt (schwarz) (siehe Abbildung 111).

CCACACCCCCAGCGTCTACTTCTACCGCCCCGACGGCGGCGCCGCGGCGGCCGATTTCTTCGA
CACGGCGGTGATGAAGGCGGCGCTCGGCCGCGCGCTGGTGCCGTTCTACCCCATGGCGGGGA
GGCTGAAGAGAGACGAGGACGGTAGGGTTGAGATCGATTGCAACGCCGAGGGAGTGCTCTTTG
TGGAGGCGGAATCCGACGGATCGGTGGATGATTACGGCGATTTCGCCCCCAATTTGGAGCTGCG
CCGCCTCATTCCGGCGGTGGATTACTCGCAGGGGATTTCGACCTACGCGCTCCTCGTGTTGCAG
GTCACAAAATTCAAATGCGGCGGAGTTTCCTTAGGCGTCGGAATGCAGCACCACGTCGCCGATG
GTTTTTCCGGGCTTCACTTCATCAATACATGGTCCGATATGGCTCGGGGGCTCGACATCACCCTC
CCACCATTCATCGACCGGACCCTTCTCCTAGCACGCGATCCCCCTCAGCCACAATTCAAGCACAT
CGAGTACCAGCCCGCGCCGGCCATGAAAACTTACGATGCAACCGAGACTATAGTCTCTATATTCA
AGCTAACTCGCGAGCAACTCACTACTCTTAAAGCCAAGTCGAAAGAGGATGGCAATACGGTCACC
TACAGCTCGTACGAGATGCTAGCAGGGCACGTATGGCGCTGCGCCTGCTTGGCCCGTAGCCTAC
CTGAAGATCAAGATACGAAGCTATACATTGCAACAGACGGGCGAGCCAGGCTCCAGCCCCCGCT
CCCACAGGGCTATTTTGGCAACGTGATCTTCACAGCCACGCCCCTGGCTGTGGCAGGGGACCTG
GAGTCCAAGCCCGTCTGGTATGCTGCTAGTAAGATCCACGATGCATTAGCCCGGATGGACAACG
AGTACTTGAGATCCGCTCTCGACTACTTGGAGCTGCAGCCTGATCTCAAGGCGCTCGTTCGCGG
CGCCCACACGTTTAGGTGCCCTAATCTCGGGATAACGAGTTGGGTGAGGCTTCCAATCCATGAT
GCTGATTTTGGGTGGGGGAGGCCGATCTTTATGGGGCCGGGTGGCATAGCGTACGAGGGCCTC
AGCTTTGTGCTGCCTAGCCCAGCCAACGACGGGAGCCTATCGGTTGCGATTTCACTGCAGGCAG
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AGCATATGAAGCTTTTTGAGAAGCTGCTCTATGATATTTGAGTTCCATATTTCTTGACTGTGAGTCT
AAAGACTTTCGTTTTTGCACATTATCCCCTTTTTTTACCTCAGTAACATGTATGCAGATGTAAGATA
TGCCAATTTGTAAGGATTTTGATGCAGTTCTTGCATCACTATTCATGAAATTCTTCATGGTGTGCTA
ATAGGTAAAGTGCAATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abbildung 111: Nukleotidsequenz des HQT-Mittelstlicks, 3‘-Endes (schwarz) und Teilsequenz des 5'-
Endes (rot) aus Glechoma hederacea

Um Ahnlichkeiten mit den schon bekannten Sequenzen (Sander 2010) aus Glechoma
hederacea auszuschlieRen, wurden verschiedene AS-Alignments mit den kurzen/langen
HST- und RAS-Sequenzen durchgefihrt.

HOT ~ mm e HTPSVYFYRPDGGAAAADFFDTAVMK 26
HST-k MKIEVRDSTLVRPSAATPAVSLWNSNVDLVVPNFHTPSVYFYRPDGGAAAADFFDTAVMK 60
khkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkhrhkkhkkhkhhhkhkhkxx

HQT AALGRALVPFYPMAGRLKRDEDGRVEIDCNAEGVLFVEAESDGSVDDYGDFAPNLELRRL 86

HST-k AALGRALVPFYPMAGRLKRDEDGRVEIDCNAEGVLFVEAESDGSVDDYGDFAPNLELRRL 120
khkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhkhkhhkhkhkhhhhkhhkhrhkhkkhhkhkhhkkhkhkhrhkhkkhkhhrhhkkhkhkrhkhkkhkhkhrhhkkhhxkhkh*k

HQT IPAVDYSQGISTYALLVLOVTKFKCGGVSLGVGMQOHHVADEFSGLHFINTWSDMARGLDI 146

HST-k IPAVDYSQGISTYALLVLQVTKFKCGGVSLGVGMOHHVADSFSGLHFINTWSDMARGLDI 180
khkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhrhkhkkhhkhhhkkhkhkhrhkhkkhkhkhrhhkkhhkhrhkkhkkhhkhrhhkkhhxhk*k

HQT TLPPFIDRTLLLARDPPQPQFKHIEYQPAPAMKTYDA-—---TETIVSIFKLTREQLTTLK 202

HST-k TLPPFIDRTLLLARDPPQPQFKHIEYQPAPAMKTYDA--—--TETVVSIFKLTREQLTTLK 236
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhhkhrhkkhkkhkhkhkhhkkhhkrhkkhkkhkhhrhkhk,kx ***:***************

HQT AKSKEDGNTVTYSSYEMLAGHVWRCACLARSLPEDQDTKLY IATDGRARLOPPLPQGYFG 262

HST-k AKSKEDGNTVTYSSYEMLAGHVWRCACLARSLPEDQDTKLY TATDGRARLOPPLPQGYFG 296
khkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhhkhrhkhkhkhkhkhhkkhhkhrhkhkkhkhkhhhkhhkrhhkkhhkhrhhkkhhkrhkkhkkhkhhrhhkkhhxkhxk*k

HQT NVIFTATPLAVAGDLESKPVWYAASKIHDALARMDNEYLRSALDYLELQPDLKALVRGAH 322

HST-k NVIFTTTPQAVAGDLDSKPVWYAASKIHDALAQMDNEYLRSALDYLELQPDLKALVRGAH 356
*****:** ******:****************:***************************

HQT TFRCPNLGITSWVRLPIHDADFGWGRPIFMGPGGIAYEGLSFVLPSPANDGSLSVAISLQ 382

HST-k TFRCPNLGITSWVRLPIHDADFGWGRPIFMGPGGIAYEGLSFVLPSPANDGSLSVAISLO 416
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR A R AR AR A R A AR A AR AR AR AR AR AR AR AR AR A A A Ak k kK

HQT AEHMKLFEKLLYDI 396

HST-k AEHMKLFEKLLYDI 430

Kk ok kkkkkkkkxkkx

Abbildung 112: AS-Alignment der putativen HQT aus Glechoma mit der HST-k aus Glechoma von
Sander (2010), Sternchen (*) zeigen identische AS, Punkte (:) zeigen @hnliche AS

Anhand des AS-Alignments (siehe Abbildung 112) mit der HST-k aus Glechoma hederacea,
welche von Sander (2010) charakterisiert wurde, ist eine groRe Ahnlichkeit erkennbar. Leider
fehlen zur vollstandigen Sequenz noch 34 AS.
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Die beiden hochkonservierte Sequenzmotive sind vorhanden: das HxxxD(G)-Motiv, welches
den katalytisch aktiven Histidinrest enthalt und sich nahe dem katalytischen Zentrum des
Enzyms befindet, und das DFGWG-Motiv, das nahe bei dem C-Terminus lokalisiert ist

Auf AS-Ebene konnte eine 91%ige Identitat zu der HST aus Coleus blumei (FN647681.1)
und zu der HCSQT aus Salvia miltiorrhiza (EU358958.1) sowie eine 84%ige Identitat zu
einer HCSQT aus Coffea canephora (EF137954.1) festgestellt werden (Stand November
2013).

Das Alignment der putativen HQT mit der, von Sander (2010) isolierten, kurzen HST (siehe

Abbildung 113) hat gezeigt, dass es sich hier moglicherweise um eine HSCQT aus
Glechoma hederacea handeln konnte.
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3.4.2 Diskussion zu Untersuchungen der Glechoma hederacea-
Pflanzen

Um RNA aus Blattern, Bluten, Stangeln und Wurzeln von Glechoma hederacea zu
extrahieren, wurde die Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) mit der Methode von
Giuliano (1993) verglichen. Anhand der Ergebnisse (siehe Kapitel 3.4.1.1.1 und 3.4.1.1.2)
wurde gezeigt, dass die erste Methode fur die RNA-Extraktion aus Glechoma hederacea
deutlich geeigneter ist.

Nach der RNA-Extraktion und dem Umschreiben in cDNA wurde fur jedes Gen durch Ver-
wendung eines Temperaturgradienten die optimale ,Betriebstemperatur® fir die PCR er-
mittelt (siehe Kapitel 3.4.1.2).

3.4.2.1 Untersuchung diverser .house-keeping“-Gene

Um die Genexpression zu standardisieren, wurden verschiedene house-keeping-Gene
untersucht. Es wird die Transkriptionsmenge der zu untersuchenden Gene in Relation zu
dem Expressionslevel des verwendeten Standards gesetzt (Thellin et al. 1999). Der ideale
Standard sollte innerhalb verschiedener Organe eines Organismus und in allen Entwick-
lungsstadien zu einem konstanten Level exprimiert werden. Haufig verwendete ,house-
keeping“-Gene sind z.B. Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) (Nicot et al.
2005; Jain et al. 2006; Reid et al. 2006; Barsalobres-Cavallari et al. 2009; Silveira et al.
2009), EF1 a (Nicot et al. 2005; Jain et al. 2006; Silveira et al. 2009; Setiawan und Lokman
2010; Luo et al. 2012), Cyclophilin (Nicot et al. 2005), Tubulin (Nicot et al. 2005; Jain et al.
2006; Silveira et al. 2009), R-Aktin (Bézier et al. 2002; Langer et al. 2002; Thomas et al.
2003; Olbrich et al. 2008; L et al. 2010; Luo et al. 2012), Ubiquitin (Jain et al. 2006; Silveira
et al. 2009) und 18S-rRNA (Kim et al. 2003; Burleigh 2001; Gonzalez et al. 2002; Weitzel
und Petersen 2010, 2011).

Leider haben zahlreiche Studien gezeigt, dass die Expression verschiedener ,house-
keeping“-Gene starken Schwankungen unterworfen ist (Nicot et al. 2005; Jain et al. 2006;
Reid et al. 2006; Olbrich et al. 2008; Barsalobres-Cavallari et al. 2009; Qi et al. 2010). Dieses
Phéanomen konnte dadurch erklart werden, dass die ,house-keeping“-Proteine nicht nur im
basalen Zellmetabolismus, sondern auch in verschiedenen anderen Bereichen zu finden sind
(Thellin et al. 1999). Demzufolge muss empirisch ermittelt werden, welches ,house-keeping“-
Gen fur die jeweilige experimentelle Untersuchung geeignet ist.

3.4.2.1.1 18S-ribosomale RNA (18S-rRNA)

80% der Gesamt-RNA wird durch die ribosomale RNA reprasentiert. Die 18S-rRNA dient
zum Aufbau der 40S-Untereinheit der eukaryotischen Ribosomen (Rettschlag 2003;
Setiawan und Lokman 2010).

Der Nutzen der 18S- und 28S-ribosomalen RNA als Kontrollgene bei (semi)quantitativen
PCR-Reaktionen wird auf3erst kontrovers diskutiert. Kim et al. (2003) detektierten 18S-rRNA
mithilfe der quantitativen Real-Time-PCR als stabilstes Referenzgen in Reis. Auch Burleigh
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(2001) und Gonzalez et al. (2002) nutzten 18S-rRNA zur Standardisierung. Ebenso
Stirzenbaum und Kille (2001) attestieren der 18S-rRNA ein hohes ,steady-state“-Expres-
sionslevel. Dennoch gibt es zahlreiche Argumente gegen den Einsatz (Nicot et al. 2005). Die
ribosomale Untereinheit wird nicht polyadenyliert und folglich auch nicht mit oligo(dT)-
Primern durch die Reverse Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben. Besonders aus
diesem Grund kann 18S-rRNA nicht als reprasentatives ,house-keeping“-Gen angesehen
werden (Sturzenbaum und Kille 2001; Nicot et al. 2005). Auch bei Glechoma hederacea
konnte das Gen mit cDNA, die Uber oligo(dT)-Primer synthestisiert worden war, nicht
amplifiziert werden (siehe Kapitel 3.4.1.3.1; siehe Abbildung 81).

3.4.2.1.2 [3-Aktin

3-Aktin-mRNA wird in moderaten Mengen in den meisten Zelltypen gebildet (Bustin 2000).
Aktin ist eine Komponente des Cytoskeletts und ist Voraussetzung fir diverse zellulare
Vorgange, wie beispielsweise Anderungen der Zellform, Zellteilung, Phagozytose, Zellbe-
weglichkeit und die Verteilung von Plasmamembranproteinen (Bustin 2000; Stirzenbaum
und Kille 2001; Setiawan und Lokman 2010). In zahlreichen Untersuchungen wurde Aktin als
Referenzgen benutzt (Bézier et al. 2002; Langer et al. 2002; Thomas et al. 2003; Olbrich et
al. 2008; LU et al. 2010; Luo et al. 2012). R-Aktin war eines der ersten Referenzgene und
wird immer noch als Referenz bei der quantitativen Real-Time-PCR empfohlen (Kreuzer et
al. 1999).

Nach dem Alignment aller Lamiaceae-Sequenzen fir 3-Aktin in der NCBI-Datenbank wurden
degenerierte Primer konstruiert (siehe Kapitel 2.3.5.2). Bei der nachfolgenden PCR konnte
ein 313 bp langes Fragment in verschiedenen Organen von Glechoma hederacea amplifi-
ziert werden (siehe Abbildung 83).

Um die R-Aktin-Expression mit einem anderen Standard zu vergleichen, wurde auch EF1a
untersucht.

3.4.2.1.3 Elongationsfaktor 1a (EF1a)

In Eukaryoten enthalt der Elongationsfaktor 1 vier verschiedene Untereinheiten (a, B, vy, 0)
(Berberich et al. 1995). Die a-Untereinheit (EF1a) ist in der Lage, einen Komplex mit GTP zu
bilden, der dann an die Aminoacyl-tRNA bindet. Der dabei entstehende Tertiarkomplex bin-
det an das Ribosom, GTP wird zu GDP hydrolysiert und 16st sich zusammen mit EF1a von
dem Komplex (Czworkowski und Moore 1996; Setiawan und Lokman 2010). In Pflanzen wird
EF1a grundsatzlich exprimiert, es kann als multifunktionales Protein angesehen werden und
macht 5% des I6slichen Proteins in eukaryotischen Zellen aus (Durso und Cyr 1994; Suhan-
dono et al. 2001). Jedoch weisen Regionen mit einer hohen Proteinsyntheserate, wie Meris-
teme, schnell wachsende Organe und sich entwickelnde Gametophyten, einen hoheren
Gehalt auf (Ursin et al. 1991). Nicot et al. (2005) zeigten in ihren Untersuchungen mit Kar-
toffeln, dass EF1a das stabilste ,house-keeping“-Gen bei der Applikation von biotischem und
abiotischem Stress war.
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Fur die Untersuchungen an Glechoma hederacea wurden EF1a-Nukleotidsequenzen von
Scutellaria baicalensis, Origanum vulgare, Plantago major, Striga asiatica, Avicennia marina,
Phelipanche racemosa, Forsythia x racemosa und Salvia officinalis (alle in die Ordnung
Lamiales gehorig) in MultAlign Ubereinandergelegt und degenerierte Primer entworfen (siehe
Abbildung 23).

AulRerdem wurde ein direkter Vergleich zwischen den beiden house-keeping-Genen 3-Aktin
und EF1a durchgefihrt (siehe Abbildung 85), wobei EF1a die klareren Banden lieferte. Bei
beiden Standards féllt die geringere Expression in Wurzeln auf. Um zu Uberprifen, ob die
geringere Amplifikationsrate auf der Anwesenheit eines Hemmstoffs im Wurzelextrakt beruht,
wurde die Wurzel-cDNA in PCR-Reaktionen zu cDNAs aus anderen Organen beigemischt
(siehe Abbildung 86). Hierdurch konnte eine Hemmwirkung des Wurzelextrakts ausge-
schlossen werden. Ursin et al. (1991) konnten zeigen, dass EF1a besonders in Regionen mit
einer hohen Proteinsynthese wie beispielsweise in Meristemen exprimiert wird.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das EF1a-Gen in Glechoma hederacea-Wurzeln
geringer exprimiert wird. Méglicherweise liegt in den Wurzeln eine geringere Zellteilungsrate
als in den Ubrigen Organen vor. Um diese Aussage zu bestétigen, missten noch Unter-
suchungen mit der quantitativen Real-time-PCR durchgefihrt werden.

3.4.2.2 Expression diverser Hydroxycinnamoyltransferasen aus Blattern,
Bliiten, Stangeln und Wurzeln

Sander (2010) isolierte jeweils zwei cDNA-Sequenzen sowohl fur die HST und die RAS als
auch fur eine unbekannte HCT aus Glechoma hederacea. Die beiden RAS-Sequenzen
kodieren fur zwei unterschiedlich lange Proteine (EMBL accession numbers: HG423394,
HG423395). Nur das um 36 AS langere Protein weist die typische RAS-Aktivitat auf und
Ubertragt Hydroxyzimtsaurereste von 4-Cumaroyl- oder Caffeoyl-CoA auf 4-Hydroxy- oder
3,4-Dihydroxyphenylmilchsdure, aber nicht auf Shikimi- oder Chinasaure. Die zwei HST-
Sequenzen unterscheiden sich in ihrer Lange in nur vier AS (EMBL accession numbers:
HG423392, HG423393). In beiden heterolog exprimierten Proteinen konnte die typische
HST-Aktivitat mit 4-Cumaroyl-/Caffeoyl-CoA und Shikimisdure nachgewiesen werden. Es
fand keine Ubertragung von Zimtsaureresten auf Chinasaure oder 4-Hydroxyphenylmilch-
saure statt. Auch die beiden in ihrer katalytischen Aktivitat immer noch unbekannten HCTs
unterscheiden sich langenmafig in vier AS (EMBL accession numbers: HG423396,
HG423397). Obwohl viele potentielle Substrate getestet wurden, konnte bis jetzt noch keine
spezifische Aktivitat festgestellt werden. Beim Vergleich der Genexpression der drei unter-
suchten Gene wurde festgestellt (siehe Abbildung 87), dass die GhHST am starksten
exprimiert wird. Eine geringfiigige Reduktion der Expressionsstarke konnte in den Bliten
beobachtet werden. Dies kann durch eine verringerte Lignifizierung erklart werden. Die
langere GhRAS scheint starker exprimiert zu werden. Diese Beobachtung korreliert mit den
Untersuchungen von Sander (2010).
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Um eine verlassliche Aussage Uber die Expression der GhRAS-, GhHST- und GhHCT-Gene
in den verschiedenen Pflanzenorganen von Glechoma hederacea treffen zu kodnnen,
mussten die Analysen mit der quantitativen Real-time-PCR wiederholt werden.

3.4.2.3 Gehalt von Chlorogen-, Kaffee- und Rosmarinsaure in Blattern,
Bluten, Stangeln und Wurzeln von Glechoma hederacea

Nach der ethanolischen Extraktion konnte CA hauptsachlich in den oberirdischen Teilen
bestimmt werden. Es lagen in allen oberirdischen Organen ungeféahr gleich grof3e Mengen
vor, wahrend in Wurzeln fast keine CA gemessen werden konnte (siehe Kapitel 3.4.2.3 und
Abbildung 88). Dies korreliert mit den Aussagen vieler Autoren, dass CA auch als UV-Schutz
der Pflanzen fungiert (Clé et al. 2008; Comino et al. 2009; Menin et al. 2010). He et al.
(2012) konnten auch den hochsten CA-Gehalt (1,08%) in Blattern von Chrysanthemum
indicum nachweisen. Kaffeesaure konnte in allen untersuchten Organen nachgewiesen
werden. Die grof3te Menge lag in Wurzeln vor. Es ist moglich, dass es sich um ein Abbau-
produkt der RA handelt, die in diesem Pflanzenorgan den zweithéchsten Gehalt aufweist. In
Bluten konnten RA-Mengen von >12% bestimmt werden. Auch Del Bano et al. (2003) konnte
den hochsten Gehalt dieses Sekundarprodukts in Bliten von Rosmarinus officinalis (1,6%)
feststellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Expression der GhRAS-Gene nicht mit dem
RA-Gehalt korrelieren. Dies kann in der Methode begriindet sein, kann aber auch daran
liegen, dass die verantwortlichen Gene friher exprimiert als die Sekundérstoffe gebildet
werden. Dass dieses Phanomen haufiger auftritt, zeigen die Untersuchungen von Kim et al.
(2013), die ebenfalls den héchsten CA-Gehalt in Bliten von Fagopyrum tartaricum detek-
tierten, wogegen die Expressionslevel von HQT in allen untersuchten Organen vergleichbar
waren. Auch Tuan et al. (2012) mafen den zweithéchsten RA-Gehalt in Wurzeln von
Agastache rugosa, obwonhl die Transkriptionsrate der Biosynthesegene sehr niedrig war.

3.4.2.4 Isolierung der cDNA-/Gensequenz einer Lamiaceae-HOT

Um eine HQT-Sequenz aus G. hederacea zu isolieren, wurden HQT-Nukleotidsequenzen
von Solanum lycopersicum, Nicotiana tabacum und Cynara cardunculus in dem CLC-
Sequence-Viewer zur Identifizierung konservierter Nukleotidbereiche tbereinandergelegt
(siehe Abbildung 24). Durch Vergleichen mit den bekannten langen und kurzen HST- und
RAS-Sequenzen aus Glechoma konnten die Unterschiede bestimmt und aus den
konservierten Regionen zwei Primer identifiziert werden.

Leider fihrte diese Strategie nicht zu einem erfolgreichen Ergebnis, und es wurden Primer
mithilfe des CODEHOP-Programms designt (siehe Kapitel 3.4.1.6.2). Da auch hier kein
positives Resultat erzielt werden konnte, wurden die Primer, die zur Detektion der HCSQT
(DQ104740.1) in Cynara cardunculus gefiihrt hatten (Comino et al. 2007), verwendet.
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Anhand der Referenz-cDNA aus Nicotiana tabacum konnte gezeigt werden, dass es sich bei
dem amplifizierten Stick um eine putative HQT handeln konnte. Das Mittelstiick (siehe Ab-
bildung 102) und das 3‘-Ende (siehe Abbildung 107) konnten erfolgreich sequenziert werden.
Die Isolierung des 5-Endes (siehe Abbildung 111) fuhrte jedoch nicht zu der vollstdndigen
Sequenz.

Ein anderes Protokoll konnte zur Bildung von Volllangen-RNA fuhren: Zuerst werden die 5'-
Phosphatreste der mRNAs mit einer Alkalischen Phosphatase entfernt, wobei die intakten
MRNAs durch eine 7-Methylguanosin-Kappe geschiitzt sind. Als Nachstes wird die Kappe
durch die Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) entfernt, und ein phosphoryliertes 5-Ende
bleibt zuriick. Mit einer T4-Ligase wird ein RNA-Oligonukleotid an das (phosphorylierte) 5°-
Ende der mRNA ligiert. Der bendtigte RNA-Primer wird durch in-vitro-Transkription eines
linearisierten Plasmids hergestellt. Zuletzt wird eine Reverse Transkription mit spezifischen
Primern durchgefiihrt und eine nested PCR mit einem gen- und einem linkerspezifischen
Primer angeschlossen (Milhardt 2009). AuRerdem koénnten zur Gewinnung des vollstan-
digen 5-Endes kauflich erhaltliche Systeme benutzt werden, die auf dem gleichen Prinzip
beruhen.

Ein weiterer Grund der fehlenden Basen ware z.B., dass mRNAs an ihrem 5‘-Ende haufig
GC-reiche Sequenzen besitzen, bei denen die Reverse Transkriptase vorzeitig abbricht.

Moglicherweise handelt es sich bei der hier isolierten putativen HQT aus Glechoma
hedereacea entweder um eine HCSQT oder um die kurze HST-Sequenz, die schon von
Sander (2010) isoliert wurde. Die kleinen Unterschiede im Alignment der beiden Sequenzen
(siehe Abbildung 112), kénnten durch Fehler der TrueStart™ Tag-Polymerase hervorgerufen
sein.

Der AS-Sequenzvergleich in der NCBI-Datenbank zeigte eine 91%ige Identitat zu einer
HCSQT aus Salvia miltiorrhiza (EU358958.1) und zu der von Sander (2010) isolierten HST
(FN647681.1). AuBerdem konnte eine 84%ige Identitat zu einer HCSQT aus Coffea cane-
phora (EF137954.1) festgestellt werden.

Um vollige Gewissheit zu haben, misste zuerst die Volllangen-Sequenz bestimmt werden.
Im Anschluss sollten Expressionsstudien zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat erfolgen.
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3.5 Projekt 5: Ozonbegasungsexperimente an Melissa officinalis

3.5.1 Ergebnisse der Ozonbegasungsexperimente an Melissa
officinalis

Die Melissenpflanzen wurden fir 5 h mit 80 ppb Ozon begast. Proben wurden bei 3, 5, 12
und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode (FBE = ,from beginning of exposure®)
genommen. Es wurden Anderungen der photosynthetischen Funktionen bestimmt, aufl3er-
dem wurden Okophysiologische, biochemische und strukturelle Parameter untersucht. Die
Begasungsexperimente fanden im April 2012 im Gewachshaus des Departments flr Agri-
kultur, Erndhrung und Umwelt der Universitat in Pisa statt (siehe Kapitel 2.5.1).

Direkt nach dem Ende der Begasungsperiode (5 h) konnten makroskopisch keinerlei
Schéden beobachtet werden. Die ersten kleinen chlorotischen Punkte waren 24 h nach Be-
ginn der Ozon-Begasungsperiode zu erkennen (siehe Abbildung 113). Diese Punkte erwei-
terten sich insgesamt 48 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode zu groReren Lasionen.

Abbildung 113: Ozonschaden an Melissa officinalis-Blattern 5, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch
einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft.
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3.5.1.1 Histochemische und cytochemische Untersuchungen

Obwohl die Melissenpflanzen nach Ende der Begasungszeit (5 h) morphologisch voll-
kommen unbeschadet wirkten, konnten bei mikroskopischer Betrachtung durchaus Schaden
festgestellt werden.

3.5.1.1.1 Evansblaufarbung

Mithilfe der Evansblaufarbung konnen abgestorbene pflanzliche Zellen detektiert werden
(siehe Kapitel 2.5.4.2). Es waren bei allen untersuchten Zeitpunkten tote Zellen sichtbar.
GroRRere Areale an abgestorbenen, blauen Zellen fanden sich besonders 3 und 12 h nach
Beginn der Ozonbegasung (siehe Abbildung 114).

3.5.1.1.2 H,0O,-Akkumulation

Es wurden zunéachst verschiedene Methoden getestet, um die geeignetste Technik der mi-
kroskopischen H,O,-Bestimmung zu definieren.

3.5.1.1.2.1 Methode nach Thordal-Christensen

Nach Thordal-Christensen et al. (1997) inkubierten die Blattstlicke in einer DAB-LOsung mit
einem pH-Wert von 3,8 fiir 8 h im Dunkeln (siehe Kapitel 2.5.4.1). Danach wurde das Chloro-
phyll durch zehnminltiges Kochen mit EtOH entfernt. Beim Mikroskopieren fiel die Lichtun-
durchlassigkeit der Blattstiicke auf, die eine Analyse unmdglich machte. Also wurden die
Blattstiicke in konzentrierte Chloralhydratlésung (2,5 g/ml) gelegt, um eine Aufhellung zu er-
zielen. Die Sticke konnten nun problemlos mikroskopiert werden. Die rot-braunen Prézipita-
tionen zeigten eine H,O,-Akkumulation an. Die starken Prazipitationen in den Randbereichen
rihrten von den Verletzungen der Blattstruktur her und waren irrelevant.

3.5.1.1.2.2 Methode nach lIriti

Bei der Methode nach lIriti et al. (2003) wurde der Blattstiel mit dem basalen Blattfragment in
ein Becherglas gestellt, in dem sich DAB-L6sung mit einem pH-Wert von 5,6 befand. Die L0-
sung sollte nur vom Blattstiel aufgenommen werden (siehe Kapitel 2.5.4.1). Diese Methode
war jedoch relativ unpraktikabel, da die Blatter immer wieder in die Losung rutschten und die
Konstruktion insgesamt aufRerst schlecht hielt. Nach zehnminitigem Kochen mit EtOH
konnte jedoch festgestellt werden, dass die Blatter einfach noch zu lichtundurchlassig sind,
um eine Prazipitation zu erkennen. Also wurden die Blattstiicke wieder in konzentrierte Chlo-
ralhydratlésung (2,5 g/ml) gelegt, um sie aufzuhellen.

3.5.1.1.2.3 Methode nach Snyrychova

Laut Snyrychova et al. (2009) sollte das Blatt in einer Petrischale, die DAB-Lésung (pH 6-7)
enthielt, fur 8 h inkubiert werden. AnschlieRend sollte das Blatt in zwei Halften geschnitten
werden. Die eine Halfte sollte im Dunkeln belassen, die andere Halfte sollte mit 1200 pmol
m? st fir 30 min bestrahlt werden. Da die Lampe fiir photosynthetisch aktive Strahlung
(photosynthetically active radiation, PAR) zu dieser Zeit nicht funktionierte, wurde mit dem
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dunkel adaptierten Blatt weiter gearbeitet. Auch nach der zehnminttigen Klarung in kochen-
dem Ethanol war die Undurchlassigkeit des Blattes ein Problem. Also wurden die Blattstiicke
erneut in konzentrierte Chloralhydratlésung (2,5 g/ml) gelegt, um eine Aufhellung zu er-
reichen.

Da in vorherigen Versuchen auffiel, dass die konzentrierte Chloralhydratlosung eine Auf-
hellung des Blattes erzielte, wurde diese Beobachtung naher untersucht. Die DAB-L6sung
wurde mit einer Pipette abgesaugt und direkt die konzentrierte Chloralhydratldsung dazu ge-
geben. Die Losung farbte sich intensiv orangebraun. Es wéare moglich, dass verschiedene
Zellbestandteile herausgeldst wurden. Im Mikroskop war erkennbar, dass das Chlorophyll
des Blattes nicht angegriffen wurde. Um Alternativen zum konzentrierten Chloralhydrat zu
testen, wurden verschiedene andere Ldsungsmittel ausprobiert. Nach dem Entfarben des
Blattes durch zehnminitiges Kochen mit 96%igem Ethanol wurde Aceton auf die Blattstiicke
gegeben. Die Losung farbte sich leicht griinlich, auRerdem bildet sich ein weil3licher Nieder-
schlag. Eine negative Beobachtung war, dass die Blatter bei kleinster Berlihrung brachen.
Somit ist die Alternative ungeeignet. Eine weitere Alternative wurde mit der Zugabe von Xylol
versucht. Da Xylol jedoch neben den Blattern auch die Petrischale aufléste, wurde auch
diese Mdglichkeit verworfen. Somit ist die konzentrierte Chloralhydratlosung die beste
Mdglichkeit, um eine Aufhellung zu erzielen.

3.5.1.1.2.4 Optimierte Methode nach Iriti

Das beste Ergebnis stellte eine Kombination der Methoden von Thordal-Christensen (1997)
und Iriti et al. (2003) dar: Nach Einstellen der DAB-L6sung auf einen pH-Wert von 5,6 liel3
man drei Blattfragmente in dieser Losung fir 8 h inkubieren. Danach erfolgte das Kochen mit
Ethanol und Aufhellen durch Chloralhydrat. Eine verstarkte H,O,-Akkumulation war durch die
rot-braunen Prazipitationen sichtbar. Bei allen Zeitpunkten wurden Prazipitationen detektiert.
Wie auch bei der Farbung durch Evansblau konnte jedoch besonders 3 und 12 h nach Be-
ginn der Ozon-Begasungsperiode eine verstarkte Ansammlung von rot-braunen Nieder-
schlagen festgestellt werden (siehe Abbildung 114).

N L 4 4 o v R X S e S

Abbildung 114: Bestimmung der H,O,-Prazipitationen mit der 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Methode
(A) und Detektion von abgestorbenen Zellen mit der Evansblaufarbung (B) in Melissa officinalis-
Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen
durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h
nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode.
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3.5.1.2 Biochemische Untersuchungen

3.5.1.2.1 TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)-Test

Durch den TBARS-Test nach einer Methode von Hodges et al. (1999) kann das Ausmal3 der
schadlichen Lipidperoxidation bestimmt werden. Das Lipidperoxidationsprodukt Malondi-
aldehyd reagiert mit zwei Molekilen Thiobarbitursdure und bildet ein rotes Chromophor,
welches bei 532 nm absorbiert (siehe Kapitel 2.5.2.1). Schon lange bevor sichtbare Schaden
auftraten, waren Membranschaden messbar (siehe Abbildung 115). Es konnte 3 h nach Be-
ginn der Ozonbehandlung ein Anstieg um 93% und nach 5 h um 62% detektiert werden.
Auch nach Ende der Ozonbegasungsperiode (5 h) war immer noch ein Anstieg um 58% und
um 44% 12 h und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode zu verzeichnen.
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Abbildung 115: TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)-Gehalt in Melissa officinalis-Blattern
nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch
einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach
Beginn der Ozon-Begasungsperiode. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der ent-
sprechenden Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede
(P <0,05).
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3.5.1.2.2 Abscisinsauremessungen mittels ELISA

Es wurde ein Sandwich-ELISA mit dem monoklonalen Antikérper DBPA-1 durchgefihrt
(siehe Kapitel 2.5.6). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den unbegasten
Kontrollen und den mit 80 ppb Ozon behandelten Pflanzen festgestellt werden (siehe Ab-
bildung 116). Der ABA-Gehalt wurde somit nicht von Ozon beeinflusst.
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Abbildung 116: ABA (Abscisinséaure)-Gehalt in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80
ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefil-
terte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Stan-
dardabweichung. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen.

3.5.1.2.3 Untersuchungen der photosynthetischen Pigmente

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Veranderungen der Blattpigmente dargestellt. Es konnte
ein signifikanter Anstieg an Gesamtchlorophyll festgestellt werden (51%, 44%, 58% 5, 12
und 24 h nach Beginn der Ozonbegasung). Ebenso stieg das Verhaltnis von Chlorophyll a zu
Chlorophyll b signifikant an (20%, 18% 12 und 24 h nach Beginn der Ozonbegasung). Auch
3-Carotin und der Deepoxidationszustand der Carotinoide (DEPS; [(Antheraxanthin/2)/
(Violaxanthin+Antheraxanthin+Zeaxanthin)]x1000) folgten diesem Trend und stiegen in der
Periode nach der Ozonbegasung signifikant nach 12 h um 114% (3-Carotin) und nach 24 h
um 159% (DEPS) an.
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Zeitpunkte der Probennahme

0 h FBE 3 h FBE 5h FBE 12 h FBE 24 h FBE

Chl a/b 1,0+0,09a | 1,0+0,14a 1,1+0,04 ab 1,2+0,06 b 1,2+0,100 b

Chl a+b (pg/mg

, _ 570,01 a | 6,6+0,29 ab 8,6+0,86 bc 8,2+1,77 bc 9,0+0,38 c
Frischgewicht)

3-Carotin (ug/mg

_ _ 0,54+0,04 a | 0,66+0,086 ab | 0,71+0,08 bc 1,16+0,208 d 0,91+0,031 c
Frischgewicht)

DEPS (%) 16+0,6 a 18+8,00 a 39+4,78 b 37+0,4 b 41+2,62 b

Tabelle 2: Bestimmung der photosynthetischen Pigmente in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80
ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft.
Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode (FBE: from
beginning of exposure). Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Standard-
abweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05). Abkirzungen: Chl
a/b: Chlorophyll a/Chlorophyll b-Gehalt, Chl a+b: Chlorophyll a + Chlorophyll b, DEPS: Deepoxidationszustand:
[(Antheraxanthin/2)/(Violaxanthin+Antheraxanthin+Zeaxanthin)]x1000

3.5.1.3 Okophysiologische Untersuchungen

3.5.1.3.1 Gasaustauschparameter

Uber den Gasaustausch bestimmbare Parameter, sind in Abbildung 117 dargestellt. Die
Photosyntheseaktivitéat bei Lichtsattigung (Asa) sank signifikant um 28% am Ende der Be-
gasungsperiode (5 h FBE) und sank 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode
weiter um 49% und 55%. Die stomatare Leitfahigkeit fur Wasserdampf (G,,) zeigte einen sehr
ahnlichen Verlauf. Auch hier konnte 5 h nach Beginn der Ozonbegasung eine Reduktion um
30% festgestellt werden, die sich auch in der Nichtbegasungsperiode mit Ozon fortsetzte (-
46%, -58% 12, 24 h nach Beginn der Ozonbegasung). 24 h nach Beginn der Ozonbegasung
konnte ein enormer Anstieg der interzellularen CO,-Konzentration (C;) mit einem Maximum
von +90% gemessen werden. Nur nach 3 h konnte bei der unverzdgerten Transpirations-
effizienz (ITE) kein signifikanter Unterschied analysiert werden. Aber schon 5 h nach Beginn
der Ozon-Begasungsperiode sank sie um 21% und erreichte ihr Minimum 24 h nach Beginn
der Ozonbegasung (-62%, verglichen mit den unbehandelten Kontrollpflanzen).
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Abbildung 117: Bestimmung der Gasaustauschparameter in Melissa officinalis-Blattern nach Ozon-
begasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen
Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn
der Ozon-Begasungsperiode. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechen-
den Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P <
0,05). Abkiirzungen: A Photosyntheseaktivitat bei Lichtsattigung, G,: stomatare Leitfahigkeit fur
Wasserdampf, C;: interzellulare CO,-Konzentration, ITE: instantaneous transpiration efficiency (unver-
zogerte Transpirationseffizienz)

Die Gasaustauschparameter (siehe Kapitel 2.5.5.1), die mithilfe der Beziehung der Blatt-
CO,-Aufnahme (A, pmol m? s™) zu der interzellularen CO,-Konzentration (C; < 200 umol
mol ) berechnet wurden (A/Ci-Kurve), sind in Tabelle 3 aufgelistet. Anax Sank signifikant ab 3
h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode (-26%) und erreichte ihr Minimum von 74% am
Ende der Begasungsperiode (5 h FBE). Sowohl die maximale Carboxylierungsrate der
Ribulose-1,5-Bisphophat Carboxylase/Oxygenase (Vmax) als auch die maximale Elektronen-
transportrate zur Regeneration des Ribulose-1,5-bisphosphats (J.x) Sanken wahrend der
Begasungsperiode rapide ab und erreichten beide ein Minumum 24 h nach Beginn der
Ozonbegasung (-71%). Zu Beginn der Begasungsperiode (3 h FBE) mit Ozon sanken die
Quanteneffizienz (Pco2) und die Triosephosphatverwertung (TPU) signifikant ab und
erreichten 5 h nach Beginn der Ozonbegasung beide ein Minimum: -81% (®co2) und -73%
(TPU). Bei der apparenten Quantenausbeute konnten wahrend des gesamten Unter-
suchungsverlaufs deutlich geringere Werte als bei den unbehandelten Kontrollpflanzen
festgestellt werden (-59% 5 h nach Beginn der Ozonbegasung). Die Tagesrespirationsrate
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(Rq) sank konstant ab, bis sie ihr Minimum 24 h nach Beginn der Ozonbegasung (-70%)

erreichte.

Zeitpunkte der Probennahme

0h FBE 3h FBE 5h FBE 12hFBE |24 hFBE

Amax ICO, m
4 :_f) (mol CO2 M| 15 54104d | 9,2¢093¢ | 3,30, a 4,6£0,44b | 4,9+0,06 b
Y, |

T (bmol €Oz | 45 14853d | 39,6:206¢c |235:099b |22,3:020b |13,3:2,87a
m-Ss
Jmax (umol

MO 20243 74d |17,3:09¢c | 10,3:043b |9,8:0,13b | 58£126a

Elektronen m™ s™)
R | CO, m?
S_f) (mol €Oz M™1 4 640,608 |-6,06020b | -64%0,14b | -6,2+0,01b | -7,4+0,04 c
®, 0,070,002 ¢ | 0,05£0,001b | 0,030,001 a | 0,03+0,004 a | 0,03+0,004 a
®cos 0,03£0,005 ¢ | 0,02¢0,001b | 0,010,001 a | 0,01+0,001a | 0,01+0,001 a
TPU (umol CO, m’
2 1 (imol €O M| 4 74033¢ | 36+001b | 1,3t0,16a |1,6:014a |1,8+0,03a

Tabelle 3: Bestimmung der Gasaustauschparameter von Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80
ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft.
Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode (FBE: from
beginning of exposure). Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden
Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05).
Abkilrzungen: Anax: maximale Photosyntheseaktivitat bei Lichtsattigung, Vemax: maximale Carboxylierungsrate
der Ribulose-1,5-Bisphophat Carboxylase/Oxygenase, Jna: Maximale Elektronentransportrate zur Regene-
ration des Ribulose-1,5-bisphosphats, Ry: Tagesrespirationsrate, ®,: apparente Quantenausbeute, @cos:
Quanteneffizienz, TPU: Triosephosphatverwertung

3.5.1.3.2 Chlorophyll a Fluoreszenzparameter

Die Parameter, die aus der Messung der Chlorophyll a Fluoreszenz (siehe Kapitel 2.5.5.2)
abgeleietet werden kdnnen, sind in Abbildung 118 dargestellt. Alle untersuchten Parameter
zeigten nach der Behandlung mit Ozon signifikante Unterschiede. Die Sensitivitat fur
oxidativen Stress kann durch den F,/F,-Wert, welcher die maximale Quanteneffizienz des
PSII reprasentiert, bestimmt werden (Butler 1978). Die dunkeladaptierten unbehandelten
Kontrollpflanzen wiesen einen F,/F,-Wert von 0,821+0,002 auf, der in dem Bereich liegt, der
von Bjorkman und Demming (1987) fur gesunde Pflanzen postuliert wurde (0.800=<F,/F,
<0.860). Die mit Ozon begasten Pflanzen zeigten zwar eine Reduktion des F./F,-Werts,
doch nur 12 h nach Beginn der Ozonbehandlung konnte ein Wert unterhalb von 0,8 festge-
stellt werden. Dieses Pha&nomen war jedoch reversibel, denn 24 nach Beginn der
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Ozonbegasung stieg der Wert wieder auf das Ausgangslevel. Bei naherer Analyse der
Fluoreszenzldschung konnte ein Ansteigen des (1-gP)-Werts (Reduktionsstatus von Q) am
Ende der Ozon-Behandlungsperiode (5 h FBE) um 6% beobachtet werden. Dieser Trend
setzte sich fort und erreichte maximal 13% 12 h nach Beginn der Ozonbegasung. Ein be-
gleitender Anstieg konnte auch beim dem nicht-photochemischen Quenching gemessen
werden (+24% 12 h nach Beginn der Ozonbegasung, +13% 24 h nach Beginn der Ozonbe-
gasung). Die aktuelle Quantenausbeute (®ps;) sank 5 h nach Beginn der Ozonbegasung um
3% und 7 h spater um 7%.
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Abbildung 118: Chlorophyll a Fluoreszenz und daraus abgeleitete Parameter von Melissa officinalis-
Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen
durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0O, 3, 5, 12 und 24 h
nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der
entsprechenden Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unter-
schiede (P < 0,05). Abkirzungen: F,/F.,: Verhéltnis der variablen zu der maximalen Fluoreszenz, 1-
gP: Reduktionsstatus von Q,, gNP: nicht-photochemisches ,,Quenching”, ®rg: aktuelle Quantenaus-
beute von PSII
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3.5.1.4 Bestimmung des Rosmarinsauregehalts

Die Blatter der unbegasten Kontrollpflanzen und der mit Ozon behandelten Pflanzen wurden
geerntet und bei -80 °C gelagert. Nach einer Extraktion mit 70% Ethanol wurde der RA-
Gehalt bestimmt. Er sank von 9,6% des Blatttrockengewichts um 26% nach 3 h und um 15%
nach 5 h. Nach 12 h stieg er wieder auf das Ausgangslevel, um dann 24 h nach Beginn der
Ozonbegasung erneut um 28% auf einen Wert von 6,9% zu sinken (siehe Abbildung 119).
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Abbildung 119: Rosmarinséuregehalt in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h).
Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft.
Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode.
Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei biologischen Proben, die jeweils zweimal gemessen
wurden, mit der entsprechenden Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifi-
kante Unterschiede (P < 0,05).

3.5.1.5 PAL- und RAS-Aktivitat

Die Bestimmung der Aktivitat von PAL und RAS erfolgte, wie in Kapitel 2.4.8.1 und 2.1.14
beschrieben, durch HPLC-Analyse der Reaktionsprodukte (siehe Abbildung 120).
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Abbildung 120: Spezifische Aktivitat von (A) Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) und (B) Rosmarin-
sauresynthase (RAS) in Proteinextrakten aus Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb,
5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte
Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungs-
periode. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei biologischen Proben mit der entsprechenden Stan-
dardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05).
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Nach 3 h Ozonbegasung konnte ein starker Abfall der PAL-Aktivitdit um 69% von 0,254
pkat/kg auf 0,08 pkat/kg detektiert werden. Nach 5 und 12 h stieg sie hingegen um 95% und
um 163%, um am Ende der Untersuchungsperiode wieder auf beinahe den Ausgangswert
(0,251 pkat/kg) abzusinken (siehe Abbildung 120).

Die spezifische RAS-Aktivitat sank von 4,1 pkat/kg vor der Ozon-Begasungsperiode auf 2,4
und 3,6 pkat/kg 3 h (-42%) und 5 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode (-12%). 12 h
nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode konnte ein Anstieg auf das Ausgangslevel beob-
achtet werden (4,5 pkat/kg), jedoch sank die Aktivitat 24 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode wieder um 37% auf 2,5 pkat/kg (siehe Abbildung 120).

3.5.1.6 Expressionsanalyse durch semiquantitative PCR

Um den Einfluss von Ozon auf die Expression von Genen des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels und der Rosmarinsaurebiosynthese in M. officinalis zu bestim-
men, wurden (als Vorversuche) Expressionsanalysen mithilfe der semiquantitativen PCR
durchgefihrt.

Dazu wurde die aus gefrorenen Blattern isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. Durch die
semiquantitative PCR konnten die VL-Sequenzen von von PAL (2130 bp), 4CL (1623 bp),
TAT (1236 bp) und RAS (1284 bp) mit spezifischen Primern amplifiziert werden. Als Stan-
dard dienten R-Aktin und der Elongationsfaktor EF1a. Nach dem Anfarben im Ethidium-
bromidbad konnten die Gele auf einem Transilluminator visualisiert werden (siehe Abbildung
121).
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Abbildung 121: Agarosegele zur Expressionsanalyse mit semiquantitativer PCR mit cDNA aus Melissa
officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die
Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12
und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode. links: 1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, R-Aktin:
2:0h,3:3h,4:5h,5: 12 h, 6: 24 h, 7: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, EF1a: 8: 0 h, 9: 3 h, 10: 5 h,
11: 12 h, 12: 24 h, 4CL: 13: 0 h, 14: 3 h, 15: 5 h, 16: 12 h, 17: 24 h, rechts: 1: Gene Ruler’ DNA
Ladder Mix, PAL: 2: 0 h, 3: 3 h, 4: 5 h, 5: 12 h, 6: 24 h, 7: Gene Ruler'™ DNA Ladder Mix, RAS: 8: 0 h,
9:3h,10:5h,11:12h, 12: 24 h, TAT: 13: 0 h, 14: 3 h,15:5h, 16: 12 h, 17: 24 h

~ 184 ~



Ergebnisse und Diskussion

Bei allen untersuchten Genen konnte eine leichte Reduktion 3 h und eine starke Reduktion
der Expression 24 h nach Beginn der Ozonbegasungsperiode festgestellt werden. Die Ex-
pressionslevel der 4CL- und RAS-Gene sowie die der PAL- und TAT-Gene scheinen zu kor-
relieren. Um eine exaktere Aussagen Uber die einzelnen Expressionmengen machen zu
konnen, wurde eine Expressionsanalyse mit der quantitativen Real-time-PCR (siehe Ab-
bildung 122) durchgefihrt.

3.5.1.7 Expressionsanalyse durch quantitative Real-time PCR

Um den Effekt von oxidativem Stress auf Genebene zu bestimmen, wurden die Expressions-
level von PAL-, 4CL-, TAT- und RAS-Genen in Relation zu den beiden Standards EF1a und
3-Aktin zusatzlich Gber quantitative Real-time PCR bestimmt.

12 . ®PAL (EFla) |[12 . ®4CL (EF1a)
PAL (R-Aktin) 4CL (R-Aktin)
10 10 F
8 8
6 J_ 6 -
4 + 4 t
2 _ I I 2 - I J_
O J - 1 I O _. = 1 1 . = 1 . = 1 - = J
Oh 24 h Oh 3h 5h 12 h 24 h
12 - mTAT (EFla) |[12 - BRAS (EF1a)
TAT (B-Aktin) RAS (R-Aktin)
10 + 10 -
8 8 I
1
6 6 -
4 4
O —. = . = 0 J 3 1 I I
12 h 24 h Oh 12 h 24 h

Abbildung 122: Relative Transkriptionslevel der PAL-, 4CL-, TAT- und RAS-Gene in Relation zu den
beiden Standards EF1a und 3-Aktin in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h).
Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft.
Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12 und 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode.
Das Expressionslevel der unbehandelten Kontrollpflanzen wurde auf den Wert: 1,0 gesetzt. Die
Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Standardabweichung, die
durch quantitative Real-time-PCR ermittelt wurden.
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Schon nach 3 h Begasung mit Ozon konnte der starkste Einfluss dieses toxischen Gases auf
die Transkriptionslevel gemessen werden. Vor allem die RAS- und PAL-Expression zeigten
den gro3ten Anstieg mit 9,4-/7,5- und 8,3-/6,5-fach (bezogen auf EF1a = 1 bzw. R-Aktin = 1).
Der Expressionsanstieg von 4CL und TAT fiel mit 2,4-/1,9- und 3,6-/2,9-fach bezogen auf die
house-keeping-Gene deutlich geringer aus. Am Ende der Ozonbegasungsperiode waren alle
Gene aulier 4CL immer noch leicht induziert. 24 h nach Beginn der Ozonbegasung waren
nur noch RAS und PAL geringfligig hochreguliert, wahrend die Expression der tbrigen Gene
auf das Basalniveau zurlicksanken (siehe Abbildung 122).

3.5.1.8 Antioxidative Mechanismen in Melissa officinalis

In einem neuen Versuchsansatz im Jahr 2013 wurden Melissenpflanzen unter den gleichen
Bedingungen (siehe Kapitel 2.5.1; 2.5.12) wie im vorangegangenen Jahr mit Ozon begast
und das Blattmaterial zur Untersuchung antioxidativer Mechanismen genutzt. Im Gegensatz
zum vorherigen Jahr wurden zu jedem Probennahmezeitpunkt unbehandelte gleichaltrige
Kontrollpflanzen untersucht. Die Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und 48
h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode.

3.5.1.8.1 Ascorbat/Dehydroascorbat

Dieser Test beruht auf der Reduktion von Fe** zu Fe*" durch das Reduktionsmittel Ascorbat.
Es bildete sich ein Komplex aus den reduzierten Eisenatomen und den Stickstoffatomen des
Bathophenanthrolins (siehe Kapitel 2.5.12.1). Dieser Komplex wurde photometrisch bei 534
nm bestimmt. Bei der Analyse des reduzierten Ascorbats (AsA) wurden bei 3 h und 48 h
nach Beginn der Ozonbegasung ein signifikanter Anstieg von 50,5% und 91,5% und bei 12 h
nach Beginn der Ozonbegasung eine Verminderung von 26,5% gegeniuber den unbehan-
delten Kontrollen beobachtet. Die oxidierte Form des Ascorbats (DHA) stieg nach 12 h lang-
sam um 8,9% (nicht signifikant) und nach 48 h signifikant um 104,3% auf einen Wert von 3,8
pmol/g Frischgewicht (Kontrollwert (48 h): 1,9 umol/g Frischgewicht) an. Bei der Unter-
suchung des Gesamtascorbatgehalts (AsA+DHA) fiel nach 3 h eine signifikante Steigerung
um 24,8% und nach 48 h um 99,6% auf. Wenn man sich den Redoxstatus von Acorbat
(AsA/AsA+DHA) ansah, fielen ein Anstieg nach 3 h von 18,9% und eine Reduktion nach 12 h
um 17,7% auf (siehe Abbildung 123).
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Abbildung 123: Gehalte an Ascorbat (AsA), Dehydroascorbat (DHA) sowie Gesamtascorbat (Asa+DHA) und
Redoxstatus von Ascorbat (AsA/Asa+DHA) in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h).
Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeit-
punkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode. Unter-
schiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05). Die Datenpunkte sind Mittelwerte von
drei Proben mit der entsprechenden Standardabweichung. Zu jedem Datenpunkt wurden unbehandelte
gleichaltrige Kontrollpflanzen, die gefilterter Luft ausgesetzt waren, analysiert.

3.5.1.8.2 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl Radikal (DPPH’)-Test

Der DPPH'-Test ist eine verbreitete Methode, die Radikalfanger-Eigenschaften eines Ex-
trakts zu bestimmen, wobei das DPPH-Radikal durch Polyphenole zum DPPH, reduziert
wird. Bei einer erhéhten antioxidativen Kapazitat sinkt die Absorption, da sich in der Losung
weniger DPPH-Radikale befinden. Die Radikalfanger-Aktivitat wird als ICsq (50% inhibition
concentration) ausgedriickt. Dieser Wert gibt die Menge an Pflanzenmaterial (in mg) an, die
bendbtigt wird, um 50% der anfanglichen DPPH’-Konzentration zu reduzieren (siehe Kapitel
2.5.12.2). 3 und 5 h nach Beginn der Ozonbegasung sank die Radikalfangerkapazitat um
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11,1% und um 17,7%, nach 12, 24 und 48 h stieg sie um 8%, 25,9% und 27,3% gegentber
den Werten der gleichaltrigen unbehandelten Kontrollpflanzen an (siehe Abbildung 124).
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Abbildung 124: DPPH'-Test zur Bestimmung der Radikalfangereigenschaften (ICs= Menge an Pflan-
zenmaterial in mg, um 50% der anfanglichen DPPH’-Konzentration zu reduzieren) in Melissa officina-
lis-Blattern nach Ozonbegasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflan-
zen durch einen Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und
48 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede (P < 0,05). Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden
Standardabweichung. Zu jedem Datenpunkt wurden unbehandelte gleichaltrige Kontrollpflanzen, die
gefilterter Luft ausgesetzt waren (links), analysiert; verschiedene Farbungen der einzelnen Konzentra-
tionen, die rechte Kivette reprasentiert den Blindwert (rechts).

3.5.1.8.3 HQOQ'GehaIt

Der H,O,-Gehalt wurde mithilfe des Amplex® Red-Reagenz bestimmt. Die Menge an vorhan-
denem H,O, korreliert mit dem gebildeten Produkt Resorufin (siehe Kapitel 2.5.12.3). Wie in
Abbildung 125 erkennbar ist, war 24 h nach Beginn der Ozonbegasung die H,O»,-Menge sig-
nifikant um 46,5% (0,006 pmol/mg Frischgewicht im Vergleich zu 0,004 pmol/mg Frisch-
gewicht) erhdht. Ansonsten lagen keine signifikanten Unterschiede vor (siehe Abbildung
125).

~ 188 ~



Ergebnisse und Diskussion

-o—- Kontrolle

-2 Ozon

bc

H,O, (umol/g Frischgewicht)
o
8
=

0 20 40 60
Zeit (h)

Abbildung 125: Bestimmung des H,O,-Gehalts in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80
ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter gefil-
terte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-Bega-
sungsperiode. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05). Die
Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Standardabweichung. Zu
jedem Datenpunkt exisitierten unbehandelte gleichaltrige Kontrollpflanzen, die gefilterter Luft ausge-
setzt waren.

3.5.1.8.4 Gesamtgehalt phenolischer Verbindungen

Mithilfe des Folin-Ciocalteau-Reagenzes wurde der Gesamtgehalt phenolischer
Verbindungen spektroskopisch bei 760 nm bestimmt (siehe Kapitel 2.5.12.4). Der Gehalt
wurde mithilfe einer Gallussaure-Kalibriergeraden berechnet. Es war erkennbar, dass der
Gesamtgehalt phenolischer Verbindungen nach 5 h signifikant um 31,7% ab- und nach 48 h
signifikant um 70,7% zunimmt (siehe Abbildung 126).
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Abbildung 126: Bestimmung des Gehalts an Gesamtphenolen in Melissa officinalis-Blattern nach
Ozonbegasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen
Aktivkohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und 48 h nach
Beginn der Ozon-Begasungsperiode. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unter-
schiede (P < 0,05). Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Stan-
dardabweichung. Zu jedem Datenpunkt exisitierten unbehandelte gleichaltrige Kontrollpflanzen, die
gefilterter Luft ausgesetzt waren.
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3.5.1.8.5 Prolin-Gehalt

Der Prolin-Gehalt wurde mithilfe einer angeséauerten Ninhydrinldsung bestimmt. Das rote
Chromophor entwickelte sich in der Warme nach einer Stunde (siehe Kapitel 2.5.12.5). Bei
den Melissenblattern konnte 24 h nach Beginn der Ozonbegasung ein Anstieg um 60,7%
und nach 48 h um 35,2% (0,081 pg/g Frischgewicht und 0,083 pg/g Frischgewicht) gegen-
Uber gleichaltrigen unbehandelten Kontrollpflanzen (0,05 ug/g Frischgewicht und 0,06 ug/g
Frischgewicht) beobachtet werden (siehe Abbildung 127).
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Abbildung 127: Bestimmung des Prolin-Gehalts in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung (80
ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen (durch einen Aktivkohlefilter) ge-
filterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren bei 0, 3, 5, 12, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05). Die
Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Standardabweichung. Zu
jedem Datenpunkt exisitierten unbehandelte gleichaltrige Kontrollpflanzen, die gefilterter Luft ausge-
setzt waren.

3.5.1.8.6 Bestimmung der Carotinoide

Die Bestimmung der Carotinoide erfolgte durch die Addition der Gehalte von Lutein, 3-Caro-
tin, Neoxanthin, Violaxanthin und Antheraxanthin (siehe Kapitel 2.5.3, 2.5.12.6). Es konnte
nach 48 h ein signifikanter Anstieg (+110,8%, 6,9 ug/g Frischgewicht) im Vergleich zur ent-
sprechenden Kontrolle (3,3 pg/g Frischgewicht) festgestellt werden (siehe Abbildung 128).
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Abbildung 128: Bestimmung des Carotinoid-Gehalts in Melissa officinalis-Bléattern nach Ozon-
begasung (80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktiv-
kohlefilter gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und 48 h nach Beginn
der Ozon-Begasungsperiode. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P <
0,05). Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Standardab-
weichung. Zu jedem Datenpunkt exisitierten unbehandelte gleichaltrige Kontrollpflanzen, die gefilterter
Luft ausgesetzt waren.

3.5.1.8.7 Katalase-Aktivitat

Um die Aktivitdt der Katalase festzustellen, gab man 770 pl KP;-Puffer-H,O,-Mischung in
eine Klvette und addierte 30 ul Extrakt. Die Katalase bewirkt eine Spaltung des zugesetzten
H,O, (siehe Kapitel 2.5.12.7). Wenn die Absorptionswerte anfingen zu sinken (Verminderung
des Wasserstoffperoxids), wurden sie alle 30 s bei 240 nm bestimmt. Nach 5 h FBE konnte
ein Anstieg um 211,8% und nach 48 h eine Verminderung um 51,1% gemessen werden
(siehe Abbildung 129).
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Abbildung 129: Bestimmung der Katalase-Aktivitat in Melissa officinalis-Blattern nach Ozonbegasung
(80 ppb, 5 h). Nach Ende der Begasungsperiode erhielten die Pflanzen durch einen Aktivkohlefilter
gefilterte Luft. Zeitpunkte der Probennahmen waren 0, 3, 5, 12, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante Unterschiede (P < 0,05). Die
Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Proben mit der entsprechenden Standardabweichung. Zu
jedem Datenpunkt exisitierten unbehandelte gleichaltrige Kontrollpflanzen, die gefilterter Luft ausge-
setzt waren. Eine Einheit ist definiert, als die Menge Enzym, die vonndéten ist, um 1 umol H,O, pro
Minute bei 25 °C und pH 7 zu spalten.
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3.5.2 Diskussion der Ergebnisse der Ozonbegasungsexperimente
von Melissa officinalis

Es exisiteren viele Untersuchungen, die sich mit den Effekten von Ozonspitzen-
konzentrationen auf Pflanzen beschéaftigen, obwohl gezeigt wurde, dass vermehrte Ozon-
Hintergrundlevel genauso schéadlich sein kdnnen (Dawnay und Mills 2009). Die Auswir-
kungen von Ozon auf verschiedene Krauter wurden in den vergangenen Jahren eher zuriick-
haltend analysiert (Davison und Barnes 1998; Madkour und Laurence 2002).

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass die Arzneipflanze Melissa officinalis sehr
empfindlich auf geringe Ozongehalte von 80 ppb Uber 5 h reagiert.

3.5.2.1 Histochemische und cytochemische Untersuchungen

Auch wenn die Melissenpflanzen am Ende der Begasungsperiode mit Ozon (5 h) morpho-
logisch vollig unbeschadet wirkten (siehe Abbildung 113), konnten mikroskopisch bereits
erste Schaden beobachtet werden (siehe Abbildung 114). Die Defizite waren zu jedem unter-
suchten Zeitpunkt sichtbar, und anhand ihrer Ausbreitung kdénnen noch gravierendere
Schaden fur die darauf folgenden Zeitpunkte vorhergesagt werden. Tote Zellen, die durch
die Evansblaufarbung bestimmt wurden, kdnnen als Vorlaufer weiterer nekrotischer Areale
angesehen werden. Auch der histochemische Nachweis der H,O,-Akkumulation (siehe
Kapitel 3.5.1.1) zeigte diverse rot-braune Prazipitationen schon 3 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode (siehe Abbildung 115). Die Quantifizierung von Wasserstoffperoxid (Di
Baccio et al. 2008) erfolgte in einer spateren Untersuchung mit dem Fluoreszenzmarker
Amplex® Red Reagenz (siehe Kapitel 3.5.1.8.3). Die Effizienz beider H,O,-Bestimmungen,
einen friihzeitigen Ozonschaden zu detektieren, wurde bereits in mehreren Publikationen be-
schrieben (Iriti et al. 2003; Pasqualini et al. 2003; Faoro und Iriti 2005; Di Baccio et al. 2008).
AulRerdem wurde im Jahr 2013 die Aktivitat der Katalase bestimmt, um den Einfluss des
Wasserstoffperoxid-spaltenden Enzyms zu bestimmen (siehe Kapitel 3.5.1.8.7).

3.5.2.2 Biochemische Untersuchungen

3.5.2.2.1 TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)-Test

Oxidativer Stress kann in der pflanzlichen Zelle an verschiedenen Punkten angreifen. Das
toxische Gas Ozon kann vor allem durch die Stomata in die Zelle eindringen, da die lipophile
Kutikula impermeabel ist (Kerstiens und Lendzian 1989; Buchanan et al. 2000). Das starke
Oxidationsmittel (Normalpotenzial: +2,07 V) reagiert in hohem Mafl3e mit den mehrfach unge-
sattigten Fettsduren der Zellmembran (Pryor und Church 1991; Soldatini et al. 1998; Iriti et
al. 2003; Iriti und Faoro 2009). Aufgrund seiner mesomeren Grenzstruktur gilt Ozon als sehr
reaktiv und reagiert besonders mit Olefinen (siehe Abbildung 7). Die Ozonierung resultiert in
intermediar gebildeten Ozoniden, welche Gber extrem reaktive ,Crigee-Zwitterionen” als Per-
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oxide abgebaut werden (Hipelli und Elstner 1996). Auch die vermehrt gebildeten ROS (siehe
Kapitel 1.6.4) reagieren mit den Fettsdureresten der Membranphospholipide und steigern die
Lipoxygenase-Aktivitat (Maccarrone et al. 1997). Die Bildung von MDA (Malondialdehyd)
wird durch die Peroxidation der mehrfach ungesattigten Fettsduren erklart (Del Rio et al.
2005). Die Daten, die in dem TBARS-Test nach der Begasung von Melissenpflanzen mit
Ozon gewonnen wurden, bestéatigen das Auftreten von Lipidperoxidationen wahrend der ge-
samten Begasungsperiode mit Ozon und ebenso in der darauf folgenden Erholungszeit
(siehe Abbildung 115). Auch in anderen Untersuchungen konnte ein Anstieg von MDA nach
der Begasung mit Ozon detektiert werden (Ciompi et al. 1997; Pellegrini et al. 2011a,b).

3.5.2.2.2 Bestimmung der Abscisinsdure

Abscisinsaure (ABA) ist wahrscheinlich in die Regulation der Stomataé6ffnung involviert (Li et
al. 2000). Bei dem Auftreten von verschiedenen Stressfaktoren (z.B. Ozon) kann die ABA-
Konzentration erhéht werden und es resultiert ein Schliel3en der Stomata, um das Wasser in
Blattern zuriickzuhalten (Wilkinson et al. 2012).

Es konnte gezeigt werden, dass Ozon die ABA-Werte in einigen Pflanzen (z. B. Arabidopsis)
erhoht (Overmyer et al. 2008), in anderen Pflanzen die Werte erniedrigt oder tberhaupt nicht
tangiert, wie z.B. in Leontodon hispidus (Wilkinson und Davis 2009). In unseren Unter-
suchungen konnte trotz des reduzierten stomataren Leitwerts fur Wasserdampf (Gy) (siehe
Kapitel 3.5.1.3.1) kein Anstieg der ABA-Konzentration detektiert werden (siehe Abbildung
116). Da komplette Blatter analysiert wurden, kdnnen jedoch lokale ABA-Anstiege nicht aus-
geschlossen werden. Moglicherweise kdnnten erhéhte ABA-Konzentrationen in den Spalt-
offnungsapparaten zu einem SchlieRen der Stomata fuhren (Jin et al. 2013). Eine weitere
Erklarung ware ein Einfluss von Ozon auf das Plasmamembranprotein SLAC1 (slow anion
channel-associated 1), welches zu einem Schlieen der Stomata fihrt (Vahisalu et al. 2008).

3.5.2.2.3 Photosynthetische Pigmente

Es konnte ein signifikanter Anstieg des Verhéltnisses von Chlorophyll a zu Chlorophyll b und
des Gesamtchlorophylls gemessen werden. Zudem stiegen signifikant die 3-Carotingehalte
sowie der Deepoxidationszustand der Carotinoide (DEPS, siehe Tabelle 2) an. DEPS ist
definiert als [(Antheraxanthin/2)/(Violaxanthin+Antheraxanthin+Zeaxanthin)]x1000 und repra-
sentiert den Dissipationsprozess als Hitze, um den photosynthetischen Apparat zu schiitzen
(Scebba et al. 2003; siehe Kapitel 1.6.2; 2.5.3; Abbildungen 10 und 11). Der Anstieg des
DEPS ist mdoglicherweise durch eine Reduktion der Lichtsammelkomplexe zu erklaren.
Durch den Ozonschaden werden nicht nur der Xanthophyllzyklus, der ein dul3erst effektiver
Mechanismus ist, um Uberschiissige Energie abzubauen (Demmig-Adams und Adams
1996), sondern auch das antioxidative System aktiviert. Diese Hypothese wird durch ein An-
steigen des R3-Carotins bestatigt. Verschiedene Studien haben einen Abbau von photosyn-
thetischen Pigmenten (Chlorophyll a und b) durch langfristig vorhandenes Ozon gezeigt,
doch eine akute Ozonapplikation mag unzureichend sein, um eine Veranderung herbeizu-
fuhren. In unseren Analysen war der Gehalt an Photosynthesepigmenten in behandelten
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Pflanzen hoher als in den gleichaltrigen unbehandelten Kontrollpflanzen. Es kdnnte sich um
einen Kompensations- oder Regenerationsmechanismus der Pflanzen handeln (Paakkdnen
et al. 1998; Sakalauskaité et al. 2010). Ein Ansteigen des Gesamtchlorophylls und des Caro-
tinoidgehalts wurde ebenfalls hach der Begasung von Phaseolus vulgaris bei Ozonkonzen-
trationen von 40 nl/l und 80 nl/l in den ersten Blattern beobachtet (Leitao et al. 2008).

3.5.2.3 Okophysiologische Untersuchungen

3.5.2.3.1 Gasaustauschparameter

Es ist immer noch nicht geklart, ob die Effekte von Ozon auf die Photosyntheseprozesse
durch einen direkten oxidativen Schaden an den Chloroplasten oder durch ein Signal,
welches aufRerhalb der Chloroplasten produziert wird, ausgelost werden (Wohlgemuth et al.
2002).

Bei den Untersuchungen der Melissenblatter sank die CO,-Assimilationsrate signifikant
wahrend der gesamten Begasungsperiode mit Ozon und ebenso in der Erholungsphase ab.
Dieser Abfall korrelierte mit einer starken Reduktion der stomataren Leitfahigkeit und der ITE
(unverzdgerte Transpirationseffizienz), sowie einem Ansteigen der interzellularen CO,-
Konzentration (Abbildung 117; Onandia et al. 2011). Eine reduzierte stomatére Leitfahigkeit
mit einem erhodhten interzellularen CO,-Gehalt scheint den Ozonfluss in die Pflanze zu
hemmen (Allen 1990; Sitch et al. 2007). Die starke Reduktion der photosynthetischen Aktivi-
tat und der Anstieg der interzellularen CO,-Konzentration in Melissa officinalis sprechen fir
eine reduzierte Carboxylierungseffizienz durch die Enzyme des Calvin-Zyklus als Reaktion
auf die Begasungsexperimente mit Ozon (Di Baccio et al. 2008). Die Verminderung der
photosynthetischen Kapazitdt korreliert wahrscheinlich mit einer Verlangsamung der
Dunkelreaktionen im Calvin-Zyklus, die auf einer Reduktion der RuBisCO-Aktivitat beruht
(Pellegrini et al. 2011a).

Das starke Absinken der Vg max (maximale Carboxylierungsrate der RuBisCO), der Jmax
(maximale Elektronentransportrate zur Regeneration des Ribulose-1,5-bisphosphats), der
®co2 (Quanteneffizienz) und der TPU (Triosephosphatverwertung) in unseren Untersu-
chungen (siehe Tabelle 3) kénnte durch eine Hemmung der RuBisCO sowie der Reduktion
der Carboxylierungseffizienz, eine geringeren Kapazitdt der Regeneration des CO,-
Akzeptors als auch durch eine Verminderung des Transports photosynthetischer Produkte
erklart werden (Guidi et al. 2001; Noormets et al. 2001; Pellegrini et al. 2011a). Diese Reduk-
tionen fuhren zu einer Beeintrachtigung der CO,-Assimilation. Dies stimmt mit den Beob-
achtungen von Biswas und Jiang (2011) Uberein, die beschrieben, dass die durch Ozon
induzierte Abnahme der Photosyntheseaktivitat in Winterweizen durch enzymatische und
stomatére Reduktionen hervorgerufen sein konnte. Die Abnahme der RuBisCO-Aktivitat
kann einen Einfluss auf verschiedene Mechanismen, wie z.B. die Hemmung der Protein-
biosynthese oder eine direkte Fragmentierung durch ROS haben (Degl’lnnocenti et al. 2003).
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Die Analyse der Lichtantwortkurve bei unseren Messungen zeigte, dass eine Reduktion der
apparenten Quantenausbeute (®,) wahrend der gesamten Untersuchungsperiode gemessen
wurde. Dies korreliert mit den anderen Gasaustauschparametern und verdeutlicht, dass
Ozon die photochemischen Reaktionen des PSIl und/oder PSI beeinflusst und sich z.B. in
einer reduzierten RuBisCO-Aktivitat zeigt (Pell und Pearson 1982; Reich 1983).

3.5.2.3.2 Chlorophyll a Fluoreszenzparameter

In den mit Ozon begasten Pflanzen konnte nach 12 h eine signifikante Reduktion der allge-
meinen Quantenausbeute der Photosynthese (F./F.) gemessen werden (siehe Abbildung
118). Dies legt nahe, dass die Reduktion der CO,-Assimilationsrate nicht an Veranderungen
der maximalen Effizienz des PSII gekoppelt ist, was auch in anderen Untersuchungen beob-
achtet wurde (Feng et al. 2006; Pellegrini et al. 2011b). Der Anstieg von (1-qP), der den
Reduktionsstatus von Q4 reprasentiert, legt die Vermutung nahe, dass die Enzyme des Cal-
vin-Zyklus ein priméares Ziel von Ozon darstellen (Bortier et al. 2000). Der (1-gP)-Wert ist ein
verlasslicher Indikator fur den Reduktionsstatus von Q, (Plastochinon A). Nach der Abgabe
eines Elektrons an Qg erfolgt eine Reoxidation des vorher reduzierten Plastosemichinons
zum Plastochinon Qa (Buchanan et al. 2000). Eine Erh6hung des (1-qP)-Werts in unseren
Untersuchungen weist auf eine weniger effektive Reoxidation dieses Elektronenakzeptors
hin (Pellegrini et al. 2011a). Durch die Reduktion der RuBisCO-Aktivitat werden weniger ATP
und NADPH bendttigt. Dies fuhrt zu einer Hemmung der PSII Reaktionszentren und
demzufolge zu einer Anderung des Elektronentransports von PSII zu PSI. Diese Hypothese
stutzt sich auf die Reduktion der Quantenausbeute des PSII (®rg), die mit dem Elektronen-
transport korreliert (Buchanan et al. 2000). Die Vermutung liegt nahe, dass die
Uberschissige Energie als Hitze abgegeben wurde, um den Photosyntheseapparat nicht
weiter zu schadigen. Diese Annahme stiitzt sich auf den Anstieg des nicht-photochemischen
»Quenching“ (siehe Kapitel 1.6.2), welches wéahrend und nach der Begasungsperiode mit
Ozon stark anstieg (siehe Abbildung 118). Ahnliche Ergebnisse wurden bei den Unter-
suchungen an Lamottea dianae nach chronischer Ozonexposition erzielt (Calatayud et al.
2011).

Zusatzlich zu den Untersuchungen der photosynthetischen und histochemischen Parameter
sollte der Einfluss von geringen Ozonkonzentrationen auf den Sekundarstoffwechsel in
Melissa officinalis bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden der RA-Gehalt, die Aktivitat
der Enzyme PAL und RAS und die Transkriptionsmenge der PAL-, 4CL, TAT- und RAS-
Gene (siehe Abbildung 5) in unbehandelten Kontrollpflanzen und in den mit Ozon begasten
Pflanzen untersucht.
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3.5.2.4 Einfluss auf den Sekundarstoffwechsel

Nach einer signifikanten Reduktion des RA-Gehalts der Melissenblatter 3 und 5 h nach
Beginn der Ozon-Begasungsperiode, stieg der Wert nach 12 h wieder auf den Ausgangs-
wert, um dann nach 24 h erneut zu fallen (siehe Abbildung 119). Moglicherweise oxidiert
Ozon die RA (Strukturformel: Abbildung 5), denn es weist ein sehr hohes Redoxpotenzial
von +2,07 V auf (Iriti et al. 2003). Des Weiteren beeinflusst dieses toxische Gas beispiels-
weise auch den Tonoplasten (Biomembran, die die Zentralvakuole vom Cytoplasma trennt)
und zerstort Zellkompartimente (Oksanen et al. 2001; Asensi-Fabando et al. 2010). Da die
RA in der Vakuole lokalisiert ist (Hausler et al. 1993), wiirde eine Destabilisierung des
Tonoplasten in einer Oxidation und /oder einem Abbau der RA miinden. Auch Fletcher et al.
(2005) konnten nach dem Behandeln von Mentha spicata L. mit Hitzestress eine Reduktion
der RA beobachten.

Eine kurzlich durchgefiihrte Studie untersuchte die Reaktionen des Phenylpropanoid- und
Ligninstoffwechselwegs auf Ozonbegasung in den Blattern und der Rinde von Populus
tremulaxalba. Es konnte ein starker Anstieg der spezifischen PAL-Aktivitdt nach 10 Tagen
durch Ozon-Begasung mit 200£20 ppb Uber einen Zeitraum von 60 Tagen beobachtet
werden (Richet et al. 2012).

Sowohl die spezifischen Aktivitdten der PAL als auch der RAS korrelierten mit dem RA-
Gehalt in den Melissenblattern. Alle drei Werte fielen nach 3 h und stiegen wahrend der da-
rauf folgenden Zeitpunkte an (siehe Abbildungen 119 und 120). 12 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode waren sowohl der RA- als auch der RAS-Wert geringfugig, aber nicht
signifikant hoher als der Ausgangswert. Dies stand im Kontrast zu dem PAL-Wert, der einen
signifikanten Unterschied von +163% zu dem Ausgangswert aufwies. PAL ist ein Enzym,
welches den Primar- mit dem Sekundarstoffwechsel verknipft (Dixon und Pavia 1995) und
haufig nach Applikation von abiotischem und biotischem Stress hochreguliert wird
(Pasqualini et al. 2012). Biagioni et al. (1997) konnten einen zwdlffachen Anstieg der spezi-
fischen PAL-Enzymaktivitat in Tabak, Bohne und Espe nach 24 h Ozonbegasung (4 h - 80
ppb, 4h - 120 ppb, 5h — 150 ppb) bestimmen.

Kremer und Howell (1974) analysierten die Blatter von Phaseolus vulgaris nach Ozon-
begasung (80-100 ppb, 5 h) und malen 96 h nach Ende der Begasungszeit einen maxi-
malen PAL-Anstieg (+170%). Auch Eckey-Kaltenbach et al. (1994) beobachteten einen
starken Anstieg der spezifischen PAL-Aktivitat nach 10 h Begasung mit Ozon (25 pkat/kg bei
150 nl/l and ~ 27 pkat/kg bei 200 nl/l O3z) und ein Absinken auf den Ausgangszustand nach
24 h bei Petroselinum crispum. Auch konnte eine erhdhte PAL-Aktivitat gemessen werden,
nachdem Centaurea jacea-Pflanzen 200 ppb Ozon fir 5 h ausgesetzt waren (Francini et al.
2008). Di Baccio et al. (2008) zeigten, dass eine erhghte Toleranz gegentiber Ozon (60 nl/l,
15 Tage, 5 h pro Tag) mit einer verstarkten spezifischen PAL-Aktivitat einhergeht. Dennoch
existieren auch Untersuchungen, die ein Absinken der PAL beschreiben. Rao et al. (1995)
schilderten, dass Ozon einen oxidativen Schaden an Proteinen hervorrufen kann. Dies
kénnte ein mdglicher Grund fur das rasche Absinken der PAL in Melisse nach dreistiindiger
Ozonbegasung sein (siehe Abbildung 120 (A)).
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3.5.2.5 Expressionsanalysen durch semiquantitative PCR und quantita-
tive Real-time PCR

Ozon kann neben anderen Prozessen auch die Transkription verschiedener Gene
beeinflussen (Pasqualini et al. 2012). Es sollten immer zwei verschiedene “house-keeping”-
Gene als Standard verwendet werden, da nur so mogliche Fehler ausgeglichen werden
kénnen (Thellin et al. 1999; Vandesompele et al. 2002). Nicot et al. (2005) detektierten EF1a
als stabilstes Gen bei der Behandlung von Kartoffeln mit abiotischem Stress, wahrend
Olbrich et al. (2008) schilderten, dass 3-Aktin das einzige ,house-keeping“-Gen war, das von
abiotischem Stress in Fagus sylvatica nicht tangiert wurde.

Aus diesem Grund wurden in den Untersuchungen an Melisse die beiden Referenzgene [3-
Aktin und EFla gewahlt. Die starke Verminderung der Expressionslevel bei allen Genen der
RA-Biosynthese und aullerdem bei den beiden ,house-keeping“-Genen in der semiquantita-
tiven PCR 24 h nach Beginn der Ozon-Begasungsperiode korrelierte mit dem Auftreten von
makroskopischen Schéaden (siehe Abbildung 114 und 121). Dies kann durch den fortschrei-
tenden Zelltod nach der Ozonbegasung erklart werden. Denslow et al. (2007) konnten einen
ahnlichen Trend in der Transkriptionsregulation einiger Gene der Vitamin Bg-Biosynthese
nach dem Begasen von Arabidopsis thaliana-Pflanzen mit geringen Ozon-Konzentrationen
(125 ppb, 8 h pro Tag) feststellen. Um die Transkriptionslevel der untersuchten Gene (PAL,
4CL, TAT und RAS) noch genauer zu bestimmen, wurde eine quantitative Real-time-PCR
durchgefihrt (siehe Abbildung 122). Die Ergebnisse korrelierten mit dem RA-Gehalt und den
PAL- und RAS-Aktivitaten (siehe Abbildung 119 und 120). Nach einem Absinken der oben
genannten Parameter wurden die entsprechenden Gene unverziglich induziert, was in
einem Ansteigen der PAL- und RAS-Aktivitadten und ebenso des RA-Gehalts resultierte.
Auch Sharma und Davis (1994) konnten ein rasches Hochregulieren der PAL-mRNA
(dreifacher Anstieg) nach 3 h Ozonbegasung (300 ppb) an Arabidopsis thaliana-Pflanzen
messen. Die vermehrte Synthese an Phenylpropanoiden kdnnte einen Schutz- bzw. Kom-
pensationsmechanismus der Pflanzen gegentiber Ozon reprasentieren. Zu éhnlichen Ergeb-
nissen gelangten Eckey-Kaltenbach et al. (1994) nach Ozonbegasung von Petroselinum
crispum. Die Transkriptionslevel sowohl von PAL- als auch von 4CL-Genen stiegen nach
sechs Stunden circa um das Zehnfache an. Ozon wird auch als ,cross-inducer” bezeichnet,
da er unterschiedliche Verteidigungswege simultan aktiviert (Eckey-Kaltenbach et al. 1994).
Biotischer und abiotischer Stress fuhrt beispielsweise zu einem Anstieg der spezifischen
Aktivitdt von PAL, und die de-novo Synthese scheint mit einem Anstieg der PAL-mRNA-
Level zu korrelieren (Chappel und Hahlbrock 1984).
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3.5.2.6 Diskussion der antioxidativen Mechanismen in Melissa officinalis

Das aerobe Leben entstand vor ca. 2-3 Billionen Jahren, als die Vorlaufer von Cyano-
bakterien das PSIlI entwickelten und flir die biosynthetischen Reaktionen Wasser als
Reduktionsmittel nutzten, das ja im UbermaR vorhanden war. Der photosynthetische Meta-
bolismus schuf einen dramatischen Wechsel in der Atmosphére, da die Konzentration des
»Abfallprodukts® Sauerstoff (O,) enorm anstieg. Dies erzeugte wiederum eine evolutionére
Nische fir neue Organismen, die sich an die sauerstoffreiche Umgebung adaptieren
konnten. Die Nutzung von O, hatte diverse Vorteile, da sich eine Vielzahl metabolischer
Reaktionen, gegenuber dem Metabolismus von anaeroben Organismen, entfalten konnten.
Es wird geschéatzt, dass ca. 1000 Stoffwechselreaktionen O, nutzen und aerob-spezifisch
sind (Falkowski 2006; Halliwell 2006; Raymond und Segre 2006). Doch der evolutionare
Gewinn barg auch ein hohes Risiko, denn das Molekil Sauerstoff bendétigt insgesamt vier
Elektronen, um zwei Molekiile Wasser zu bilden. Nur wenige Molekille kdnnen Sauerstoff
aufgrund seiner ungewohnlichen Elektronenspinkonfiguration vollkommen reduzieren. Somit
ist es viel wahrscheinlicher, dass er nur teilweise reduziert wird. Dadurch kénnen instabile
ROS entstehen (Pryor 1986; Mgller et al. 2007). Die Produktion ist besonders fur Pflanzen
ein enormes Problem, da sie nicht in ungeféhrlichere Gefilde ausweichen kénnen und eine
Umgebung die Photosynthese beglinstigt, auch zwangslaufig zur Bildung von ROS fihrt
(Gest et al. 2012). Da dies sehr reaktive Molekiile sind kénnen sie alle Typen von Zellkompo-
nenten oxidieren. In einem gewissen Mal3 kann die Zelle dies kompensieren, und die Veran-
derungen konnen fiur metabolische Regulationen z.B. die Oxidation von Cysteinproteinen
oder als Signalmolekiile genutzt werden. In anderen Féllen verhindert die Modifikation die ur-
sprungliche Funktion des Proteins, es wird geschadigt und der programmierte Zelltod kann
eintreten. Typischerweise liegen unter Stressbedingungen bei einem erhéhten ROS-Level
gréRere Schéden vor. Zusammenfassend verkdrpern Schaden und Signalwirkung zwei wich-
tige Aspekte dieses Phanomens (Mgller et al. 2007).

Aus den genannten Griinden musste sich ein antioxidatives System entwickeln, damit
Pflanzen sich an umweltbedingte Veranderungen, z.B. einen erhdhten Sauerstoffgehalt oder
den Ubergang vom Wasser zum Land, anpassen konnen. Antioxidantien bieten Schutz vor
Oxidation (Verlust von Elektronen), indem sie ihre Elektronen an die Molekile abgeben und
sie dadurch reduzieren. Ein gutes Antioxidans ist in seiner oxidierten Form nicht toxisch und
kann auf einem anderen Weg wieder recycelt werden, indem es Elektronen von einer wie-
teren Quelle aufnimmt (Gest et al. 2012).
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3.5.2.6.1 Ascorbat/Dehydroascorbat

Ascorbat kommt im pflanzlichen Organismus ubiquitar vor (Foyer et al. 1983). Im Sommer
wiesen die Chloroplasten von zahlreichen Feldpflanzen mehr Ascorbatmolekdle als Chloro-
phyllmolekile auf (Giroud 1938; Rabinowitch 1945) und es konnten Konzentrationen von bis
zu 50 mM im Stroma von Chloroplasten detektiert werden (Gerhardt 1964). Ascorbat fungiert
als exzellentes Antioxidans, da es seine Elektronen um den 5-Kohlenstoffring delokalisieren
und somit viele ROS reduzieren kann (siehe Abbildung 15; Noctor und Foyer 1998; Foyer
und Noctor 2011). Es kann aber nicht nur mit ROS reagieren, sondern auch schon oxidierte
organische Molekule, oft effizienter als Glutathion, reparieren (Tsuchiya et al. 1985; Niki
1991). Ascorbat wird aus seiner oxidierten Form durch spezifische Reduktasen und Elek-
tronen von Glutathion, NADH oder NADPH im Ascorbat-Glutathion-Zyklus regeneriert (siehe
Abbildung 14; Foyer und Noctor 2011).

Das Antioxidans Ascorbat ist bei Ozonbegasung einer der ersten Verteidigungsmecha-
nismen der Pflanze (Frei et al. 1988; Asada 2000). Die oxidierte Form DHA wird durch die
Dehydroascorbat Reduktase (DHAR), die GSH als Reduktionsmittel benutzt, zu der redu-
zierten Form AsA recycelt (siehe Abbildung 14). Verschiedene Autoren berichten Uber eine
Induktion der DHAR nach Ozonbegasung (Pasqualini et al. 2001; Yoshida et al. 2006). In
unseren Analysen konnte ein Anstieg des Dehydroxyascorbatgehalts nach Ende der Bega-
sungsperiode (5 h) und nach 48 h ein signifikanter Anstieg um 104,3% festgestellt werden
(siehe Abbildung 123). Dies kann durch eine langsame Oxidation von Ascorbat durch Ozon
erklart werden (Deutsch 1998; Zheng et al. 2000; El-Khatib 2003). Ein signifikantes An-
steigen von DHA konnte auch von Nagendra-Prasad et al. (2008) nach 24 h Ozonbegasung
von Lycopersicon esculentum mit 200 ppb gemessen werden. Nach der direkten Oxidation
von AsA im Extrazellularraum muss neu synthetisiertes Ascorbat vom Zytosol exportiert
werden, oder DHA wird in das Zytoplasma transportiert, um dort von der DHAR reduziert zu
werden (Rautenkranz et al. 1994; Horemans et al. 1998). In zukUnftigen Untersuchungen
sollte bestimmt werden, wie die DHAR in Melissenpflanzen auf Ozon reagiert. Hochstwahr-
scheinlich wird sie stimuliert, da wir nach 3 h einen signifikanten AsA-Anstieg als kurzfristige
Reaktion auf das zugefiihrte Ozon feststellen konnten. AsA fungiert zum einen als Anti-
oxidans, um die schadlichen ROS-Effekte zu kompensieren, zum anderen dient sie aber
auch als Signalmolekul (Lomonte et al. 2010). Nach 12 h erfolgte ein Absinken des Ascor-
bats um 26,5%. Interessant ist zu sehen, dass die oxidierte Form (DHA) nach 12 h langsam
ansteigt, da AsA wahrscheinlich durch Ozon oxidiert wurde. Voraussichtlich finden hier so-
wohl die Regeneration durch den Ascorbat-Glutathion-Zyklus als auch eine Neusynthese von
AsA statt, denn nach 48 h ist ein signifikanter Anstieg des Ascorbatgehalts um 91,5%
erkennbar.

Zahlreiche Versuche haben gezeigt, dass eine Ozonbegasung auch oftmals mit einem
erhdhten Ascorbat-Gehalt einhergeht (Conklin et al. 1996; Zheng et al. 2000; Pasqualini et
al. 2001; Di Baccio et al. 2008; Gillespie et al. 2011; Mishra et al. 2013; Pellegrini et al.
2013). Da ein Anstieg von reduziertem und oxidiertem Ascorbat beobachtet wurde, lasst sich
auch der Anstieg an Gesamtascorbat (AsA+DHA) leicht erklaren. Ahnliche Ergebnisse
wurden auch von Ranieri et al. (2000) nach Ozonbegasung (150 ppb fir vier Stunden an vier
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Tagen) von Sonnenblumen (Helianthus annuus L.) erzielt. Interessanterweise korrelierte der
Anstieg des Gesamtascorbats mit dem Anstieg des reduzierten Ascorbats. Der Redoxstatus
von Ascorbat (Verhaltnis von Ascorbat zu Gesamtascorbat) stieg nach 3 h an, um dann sig-
nifikant zu sinken. Direkt nach Beginn der Ozonbegasung wird ein hoher Gehalt an reduzier-
tem Ascorbat benétigt. Doch durch das starke Ansteigen des Gesamtascorbatgehalts
(AsA+DHA) sinkt logischerweise auch die Kapazitat des Redoxstatus (AsA/ AsA+DHA). Ein
Absinken des Redoxstatus in mit Ozon begasten Sonnenblumen wurde auch von Ranieri et
al. (2000) festgestellt.

3.5.2.6.2 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl Radikal (DPPH’)-Test

In den mit Ozon begasten Melissenpflanzen konnte 12, 24 und 48 h nach Beginn der Ozon-
Begasungsperiode ein Anstieg der Radikalfangereigenschaft um fast 30% im Vergleich zu
den Kontrollzeitpunkten festgestellt werden (siehe Abbildung 124). Alothman et al. (2010)
konnten ein ahnliches Ergebnis nach Ozonbegasung in Guavenfriichten feststellen.

Es existieren zahlreiche Untersuchungen zu den Radikalfangereigenschaften von Melissa
officinalis, die wahrscheinlich auf den hohen RA-Gehalt zuriickzufihren sind (Canelas und
Costa 2007; Armatu et al. 2010). Die Untersuchung der ozonbegasten Melissenpflanzen im
Jahr 2012 ergab eine Verminderung des RA-Gehalts (siehe Abbildung 119; Kapitel 3.5.1.4).
Der Anstieg der Radikalfangereigenschaften in der Untersuchung, die im Jahr 2013 durchge-
fuhrt wurde, kénnte z.B. auch durch Flavonoide, z.B. Catechin hervorgerufen werden. Unbe-
dingt muss der RA-Gehalt von den Melissenpflanzen im Jahr 2013 noch untersucht werden,
um festzustellen, ob das Absinken an RA hier ebenfalls auftritt.

3.5.2.6.3 H,0,-Gehalt und Katalaseaktivitat

Mdglicherweise ist an der Bildung des Superoxidradikalanions in Pflanzen eine zellmembran-
gebundene NADPH-Oxidase beteiligt. Die Superoxidradikalanionen, die aul3erhalb pflanz-
licher Zellen produziert werden, werden schnell zu Wasserstoffperoxid reduziert. Dieses
Molekil kann die Zellmembran durchdringen und wird von der Katalase, der Ascorbatper-
oxidase oder der Glutathionperoxidase in Wasser umgewandelt (Buchanan 2000).

Innerhalb der pflanzlichen Zelle werden ROS beispielsweise in Chloroplasten, Mitochondrien
und Peroxisomen gebildet (Jiménez et al. 1997), wobei singuldrer Sauerstoff (*O,) den Aus-
gangszustand darstellt. Durch Aufnahme von einem, zwei oder drei Elektronen, durch Metall-
ionen oder Semichinone, wird die Bildung von z.B. Superoxidradikalen (O,") Wasserstoff-
peroxid (H,O,) und Hydroxylradikalen (HO") anregt (Mittler 2002). Sowohl das Superoxid-
radikal als auch das Hydroperoxylradikal (HO,) bewirken eine spontane Dismutation und
konnen Wasserstoffperoxid produzieren (Blokhina et al. 2003).

Wie in Abbildung 125 erkennbar ist, stieg 24 h nach Beginn der Ozonbehandlung die H,O,-
Menge signifikant um 46,5% an. Ansonsten lagen keine signifikanten Unterschiede vor. In
den Untersuchungen an Melissenblattern im Jahr 2012 wurde der H,O,-Gehalt mikros-
kopisch mithilfe des DAB-Reagenz bestimmt (siehe Kapitel 3.5.1.1.2). Es konnten bei dieser
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Untersuchung lokale H,O,-Akkumulationen an allen untersuchten Zeitpunkten (3, 5, 12 und
24 h FBE) festgestellt werden (siehe Abbildung 114). Durch Verwendung des Amplex® Red
Reagenz konnte die H,O,-Menge im Jahr 2013 quantifiziert werden. Auch nach der Ozon-
begasung (60 nl/l Os Uber 15 d fir je 5 h) von Populus deltoides x maximowiczii konnte ein
zehnfacher Anstieg von Wasserstoffperoxid gemessen werden (Di Baccio et al. 2008). Eine
H,O,-Akkumulation wird haufig bei Kurz- und Langzeitexperimenten mit hohen Ozon-
konzentrationen festgestellt, bei denen der H,O,-Anstieg diverse Reaktionen in der Pflanze,
wie eine Proteinphosphorylierung, Enzymabbau, vermehrte Genexpression, programmierten
Zelltod und Membrandenaturierung durch Lipidperoxidation und MDA-Generierung, auslést
(Neill et al. 2002; Vranova et al. 2002; Loreto et al. 2004; Diara et al. 2005; Kangasjarvi et al.
2005). Die Rolle von Wasserstoffperoxid als Signal- oder Regulatormolekdil ist nicht klar defi-
niert (Neill et al. 2002; Kangasjarvi et al. 2005). ROS und insbhesondere H,0O, sind streng
gesehen keine Signalmolekile, da sie keine Ligand-Rezeptor-Interaktion aufweisen.
Dennoch kdnnen Konzentrationsveranderungen den Redoxstatus der Zelle, die Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren oder Sekundarbotenstoffen und sensitive Molekile, wie Glutathion
oder Ascorbat, veréandern (Vranova et al. 2002; Kangasjarvi et al. 2005; Noctor 2006).

Katalase war das allererste antioxidative Enzym, welches Uberhaupt charakterisiert wurde.
Loew stellte 1900 fest: ,Es scheint keine Pflanze und kein Tier zu geben, welches ohne
dieses bestimmte Enzym existiert.”

Sie befindet sich in Peroxysomen (Frederick und Newcomb 1969), dem Zytosol und Glyoxy-
somen (Buchanan et al. 2000). Die Katalase ist ein tetrameres Enzym mit einer Masse von
50-70 kDa (Regelsberger et al. 2002). Die typische Katalasereaktion ist die Dismutation von
H,O, zu Wasser und Sauerstoff (Salin 1987). Der K,-Wert fur H,O, liegt zwischen 40 und
600 mM (Chelikani et al. 2004).

In den Melissenpflanzen konnte nach 5 h ein Anstieg von 211,8% und nach 48 h eine Ver-
minderung um 51,1% gemessen werden (siehe Kapitel 3.5.1.8.7 und Abbildung 129). Auch
Mhamdi et al. (2010) berichteten in ihrem Review Uber ein Ansteigen des Enzyms bei hohen
Wasserstoffperoxidkonzentrationen. Es scheint zu einer starken Induktion der Katalase bei
Melissa officinalis nach Ende der Ozonbegasungsperiode zu kommen. Auch Rozpadek et al.
(2013) konnten einen leichten Anstieg der Katalaseaktivitat 3-10 Wochen nach Ozon-
begasung (70 ppb, 3 d) in Brassica oleracea feststellen. Auch Tang et al. (1999) berichteten
Uber einen Anstieg der Katalaseaktivitat um 23% nach Ozonexposition (150 nl/l 3 h pro Tag
fur 3 Tage) in Trifolium repens. Da jedoch in unseren Untersuchungen nach 24 h die H,O,-
Konzentration um fast 50% ansteigt, wird das Enzym wahrscheinlich oxidiert oder verbraucht
und somit nimmt die Aktivitat ab. McKee et al. (1997a) berichteten Uber eine signifikante Ab-
nahme der Katalasekonzentration nach Ozonbegasung (60 nmol/mol) in Triticum aestivum.
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3.5.2.6.4 Gesamtgehalt phenolischer Verbindungen

In dem Gehalt phenolischer Verbindungen werden z.B. Gallusséaure, Catechin, Kaffeesaure,
Cumarsaure, Ferulasaure, Rosmarinsaure, Chlorogensaure und Flavonoide erfasst (Sgarbi
et al. 2003; Feng et al. 2010). Es war erkennbar, dass die Quantitdt an phenolischen
Verbindungen in Melissa offinalis nach 5 h signifikant um 31,7% ab- und nach 48 h
signifikant um 70,7% zunahm (siehe Abbildung 126). Auch Sgarbi et al. (2003) konnten eine
Abnahme des Gehalts phenolischerVerbindungen nach Ozon-Begasung (2 h, 0,3 pmol/mol)
in Vitis vinifera-Blattern feststellen. Niegowski beschrieb 1953 als einer der Ersten die
Oxidation von Phenolen. Dies kdnnte die Abnahme nach Ende der Ozonbegasungsperiode
(5 h) erklaren. Bei den Untersuchungen der Melissenpflanzen im Jahr 2012 wurde ebenfalls
eine Abnahme der RA 5 h nach Beginn der Ozonbegasungsperiode festgestellt (siehe
Abbildung 119). Da damals kein 48 h FBE-Messzeitpunkt existierte, miissen unbedingt noch
Versuche mit dem Blattmaterial aus dem Jahr 2013 zur Bestimmung des RA-Gehalts durch-
gefuhrt werden, um einen mdglichen Anstieg zu detektieren. Die Rolle von Phenolen als
mogliche antioxidative Systeme wird durch ihre mogliche Elektronenabgabe charakterisiert
(Rice-Evans et al. 1997). In Trifolium pratense konnte ein Ansteigen des Gesamtphenol-
gehalts um 5-12% gemessen werden (Saviranta et al. 2010). Wahrscheinlich ist nach 48 h
die Produktion der Phenole stark angestiegen, um die schadlichen Radikale zu dekompen-
sieren (siehe Abbildung 126).

3.5.2.6.5 Prolin-Gehalt

Abgesehen von osmotischen Funktionen weist die Aminosaure Prolin (Pro) noch weitere
Eigenschaften im pflanzlichen Organismus, wie das Aufrechterhalten des Redoxpotenzials
oder Radikalfangerkapazitaten von Hydoxylradikalen, auf (Shao et al. 2008; Szabados und
Savoure 2010). AuRerdem schirmt es Proteinstrukturen gegen Denaturierung ab, stabilisiert
Zellmembranen durch Interagieren mit Phospholipiden und dient als Energie- bzw. Stickstoff-
guelle (Aspinall und Paleg 1981; Samaras 1995). Prolin ist hauptsachlich als Indikator fur
Wasserstress bekannt (Bates et al. 1973). Mittlerweile konnte aber gezeigt werden, dass
eine Akkumulation niedermolekularer Verbindungen, wie Prolin oder Betain, Pflanzen bei der
Akklimatisierung an diverse Stressoren unterstitzt (Dobra et al. 2010). Es konnte eine er-
hohte Stresstoleranz gegenliber abiotischem Stress, wie Trockenheit, Schwermetallzufuhr
und Kélte bei Pflanzen mit erhdhtem Prolingehalt festgestellt werden (Kishor et al. 2005).

Mithilfe einer angesduerten Ninhydrinlosung konnte nach Entwicklung des roten
Chromophors der Prolin-Gehalt bestimmt werden (siehe Kapitel 3.5.1.8.5). 24 h nach Beginn
der Ozonbehandlung wurde im Vergleich mit den gleichaltrigen unbehandelten
Kontrollpflanzen ein Anstieg um 61% und nach 48 h um 35% beobachtet (siehe Abbildung
127). Auch El-Khatib (2003) konnte einen starken Anstieg des Prolingehalts in Medicago
sativa (80,7%), Sonchus oleraceus (78,2%) und Senecio vulgaris (66%) nach Ozonbega-
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sung (100 ppb, 5 d fir je 5 h) beobachten. Ebenso Manninen et al. (2000) erzielten nach
Ozonbegasung einen Anstieg der Serin- und Prolinkonzentrationen in Kiefernadeln.

3.5.2.6.6 Bestimmung der Carotinoide

In unserer taglichen Nahrung existieren mehrere Dutzend verschiedene Carotinoide, und die
meisten weisen eine hohe antioxidative Kapazitat auf. Schon 1941 erkannten Wissenschaft-
ler die antikarzinogene und antidiabetische Wirkung von 3-Carotin beim Menschen (Abels et
al. 1941; Murrill et al. 1941).

Carotinoide kommen beispielsweise in farbigen Pflanzenteilen und Mikroorganismen vor. Sie
werden folgendermalien klassifiziert: Carotine sind Kohlenwasserstoffe und enthalten spezi-
fische Endgruppen (Lycopen besitzt zwei acyclische Endgruppen, 3-Carotin hat zwei Cyclo-
hexen-Endgruppen). Xanthophylle sind oxygenierte Carotinoide. Zeaxanthin und Lutein be-
sitzen eine Hydroxygruppe, wobei Spirilloxanthin eine Methoxygruppe, Echinenon eine Oxo-
gruppe und Antheraxanthin eine Epoxygruppe aufweist (Goodwin 1980; siehe Abbildung 11).
R-Carotin kann direkt ROS (z.B. 'O,, siehe Kapitel 1.6.4) unschadlich machen und und spielt
eine groRe Rolle im Zellschutz (Di Mascio et al. 1989). AuRRerdem ist es das vorherr-
schendste Carotin (Paiva und Russell 1999).

Die Bestimmung der Carotinoide erfolgt durch die Addition der Mengen von Lutein, B-
Carotin, Neoxanthin, Violaxanthin und Antheraxanthin. Es konnte nach 48 h ein signifikanter
Anstieg (+110,8%) im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen festgestellt werden (siehe
Abbildung 128). Auch in den Untersuchungen mit Melisse im Jahr 2012 konnte ein Anstieg
an [-Carotin (siehe Tabelle 2), nach Ozonbehandlung, festgestellt werden. Calatayud und
Barreno (2004) konnten ein Absinken der Carotinoide nach Ozonbegasung von Lactuca
sativa beobachten. Ein Ansteigen der Carotinoide nach akuter Ozonbegasung (80 ppb fir 7
h) konnte in Phaseolus vulgaris von Leitao et al. (2008) gemessen werden. Moglicherweise
reagierten die Melissenpflanzen mit einem Ansteigen der Carotinoide, um uber konjugierte
Doppelbindungen Chlorophyll im Triplettzustand auszuschalten (Pellegrini et al. 2013).

Zusammenfassend kann die Behauptung aufgestellt werden, dass die Arzneiplanze Melissa
officinalis aufRerst sensitiv auf geringe Ozonkonzentrationen mit Veranderungen der Photo-
syntheserate, Aktivierung des antioxidativen Systems, Lipidperoxidationen sowie mit makros-
kopischen und mikroskopischen Schaden reagierte. AuRerdem konnte ein Einfluss auf den
Sekundarstoffwechsel durch die Analyse der RA und der an deren Biosynthese beteiligten
Enzyme (PAL, RAS) festgestellt werden. Auch auf molekularbiologischer Ebene zeigte sich
anhand von Expressionsstudien der PAL-, 4CL-, TAT- und RAS-Gene eine schnelle Induk-
tion der untersuchten Gene.
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4. Summary

Hydroxycinnamic esters and amides e.g. hydroxycinnamoylquinate, hydroxycinnamoyl-
shikimate, hydroxycinnamoyltyramine and rosmarinate are quite abundant in the plant
kingdom. Plants can use these compounds as defense strategies against herbivores,
pathogens or UV-irradiation. Rosmarinic acid synthase (RAS, 4-coumaroyl-CoA:hydroxyl-
phenyllactic acid hydroxycinnamoyltransferase) is an important enzyme in the formation of
rosmarinic acid (RA), the main phenolic compound in Coleus blumei. For structural analyses
of RAS, the RAS-cDNA was heterologously expressed in Escherichia coli. The protein was
mostly found as insoluble inclusion bodies. After solubilization and refolding of CbRAS, the
protein was insufficiently active. So the expression was performed with SoluBL21™ E. coli
and after purification by gel permeation chromatography, very active and pure protein could
be used for crystallization. Unfortunately no crystals were growing.

RAS, HST (hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate hydroxycinnamoyltransferase), which is impor-
tant for the formation of monolignols, and HQT (hydroxycinnamoyl-CoA:quinate hydroxyl-
cinnamoyltransferase), a compound essential for the formation of chlorogenic acid (CA), are
important members of the hydroxycinnamoyltransferases (HCTs). The cloning and
characterization of these HCTs present in Glechoma hederacea was an objective of this
study. Glechoma hederacea L. (Lamiaceae) is a perennial plant, which is distributed widely
in Europe, Asia and America and an ideal candidate, because it produces RA, CA and
caffeic acid. By several attempts a partial sequence putatively encoding a HSCQT was iso-
lated from Glechoma hederacea. Additionally, the presence of caffeic acid, CA, RA and the
transcript abundances of RAS, HST and an unknown HCT in flowers, leaves, stems and
roots of naturally grown G. hederacea were determined. The RAS, HST and HCT genes
were expressed in all organs apart from roots. Flowers accumulated astonishingly 12.5% RA
in their dry mass and leaves, stems and roots around 1%. The highest CA content was
measured in leaves (2.0%), while it was 1.6% in flowers, 1.3% in stems and almost
undetectable in roots. The caffeic acid content stagnated at or below 0.4% of the dry weight
in all organs.

In another part of this project the accumulation of caffeic acid, CA and RA and the
determination of RAS and phenylalanine ammonia-lyase (PAL) activities in a suspension
culture of Glechoma hederacea was studied. Growth, medium and secondary metabolism
parameters were assessed during a cultivation period of 14 days. The maximum PAL activity
was observed on day 5, while the maximum of the RAS activity was accomplished on day 8.
The main caffeic acid derivative definitely was RA, which reached 25.9% of the dry mass on
day 7. This is among the highest level of a secondary metabolite in plant cells ever observed.
Caffeic acid and CA contents remained rather low, with the highest CA content on day 1
(0.4%).

The activity and substrate acceptance of already constructed chimeric proteins consisting of
RAS and HST halves (CbRAS/HST, CbHST/RAS) were determined. The assumption is that
hydroxycinnamoyltransferases are formed by two almost equally sized domains | and II. The
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chimeras were designed by exchanging the two main domains of RAS and HST, which is
important for the formation of monolignols. RAS and HST activity assays revealed low RAS-
activities in both chimeric proteins while HST activity could not be detected.

Lemon balm (Melissa officinalis) is a commonly used medicinal plant, which belongs to the
family Lamiaceae (subfamily Nepetoideae). The pharmaceutical properties are e.g. sedative,
carminative, spasmolytic, antibacterial and antiviral mostly due to the content of essential oil
(citral, citronellal) and phenolic acid esters. The influence of low ozone concentrations on
primary and secondary metabolism of lemon balm was studied. Melissa plants were exposed
to low ozone (Os) dosages (80 ppb for 5 h), because high background levels of O; are
considered to be as harmful as episodic O3 peaks. Samples were taken 0, 3, 5, 12 and 24 h
from beginning of exposure (FBE). The influence on different ecophysiological, biochemical
and structural parameters were analyzed. At the end of the ozone exposure, no visible foliar
symptoms were detectable, but at microscopic level a small number of dead cells were
found. Nevertheless several photosynthetic reactions were significantly affected. The
maximum photosynthetic activity significantly decreased and this reduction was maintained
during the entire observation period. Intercellular CO, concentration significantly increased in
comparison to the control level (+63%). Furthermore a severe membrane damage, assessed
by increase of malondialdehyde could be observed. The chlorophyll a/b ratio and the de-
epoxidation index increased, indicating a possible regeneration of the plants and a marked
activation of photoprotective mechanisms.

Several enzymes are responsible for the biosynthesis of RA, among them PAL, 4-
coumarate:coenzyme A ligase (4CL), tyrosine aminotransferase (TAT) and RAS. The
transcript levels of these genes have been investigated by quantitative RT-PCR in lemon
balm. All analyzed genes were quickly up-regulated at 3 h of O; exposure, but at 24 h from
beginning of exposure (FBE) only RAS and PAL were up-regulated. The specific activity of
RAS was closely correlated with a decrease in RA content, while the specific activity of PAL
increased at 12 h FBE to 163% in comparison to control levels.

In a second treatment with 80 ppb ozone for 5 h the antioxidant effects of Melissa officinalis
were assessed. Sampling took place 0, 3, 5, 12, 24 and 48 h FBE. A significant increase of
ascorbate, dehydroascorbate, total ascorbate 48 h FBE (+91.5%, +104.3%, +99.6%) and a
biphasic redox status was measured. Strong scavenging capacities (48 h FBE: 27.3%),
measured with the DPPH assay, were correlating with a high content of total phenols (48
FBE: 70.7%) and carotenoids (48 h FBE: 110.8%). Furthermore the hydrogen peroxide and
proline contents also increased significantly 48 h FBE. The catalase activtity showed a
biphasic trend with an increase 5 h FBE and a decrease 48 h FBE.

In conclusion these experiments provide insight into the effect of abiotic stress caused by
ozone on the pharmaceutically important plant Melissa officinalis.
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7. Anhang

7.1 Abktrzungen von Aminosauren und Nukleotiden

Aminosaure Dreibuchstabencode | Einbuchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure | Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gin Q
Glutaminsaure | Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin The T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Z
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Base

Abkirzung

Adenin

A

Cytosin

Guanin

Thymin

C
G
T
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7.2 Vektorkarten
7.2.1 pDrive®-Vektor
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Anhang

7.2.2 pET-15b-Vektor

Bpu1102 1(267)
BamH 1{319)
Xho l(324)
Nde I(331)

|EcoR I(5706)
Aat li(5838), | {Clal24)
Ssp I(5517) | | WHmd (29
Y

Sca 1(5193)
Pvu 1(5083)

Pst 1(4958)
— EcoN I{751)

Bsa 1(4774)
Ahd 14713)
= Miu 1(1216)
. |\ [~ Bel I(1230)
f ?ﬁ Hﬂ
| 2 | | {BStE ll(1397)
AlwN 1(4236) '. p(E;I[-}E;g p5)b § || \Apa laazr)
| o
-
BssH lI(1627)
Hpa 1(1722)

BspLU11 1(3820)

Sap 1(3704)
PshA l(zo61)

Ace 1(3590)
BsaA 1(3572)

Tth111 1(3565)

Eag 1(2284)
Nru [(2319)
BspM li2399)

H\ Bsm 1(2704)

|
Bpu10 I(2926) |
Msc l(2791)

T7 promoter primer #89348-3

Balll T7 promoter lac operator Xba rbs
AGATCTCGATCCCGLGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo | His-Tag Ndel| Xhol BamH |

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGETGCCGLGCGELAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCTGLTAACAAAGCCCGA

HefG\ySerSerHlsH\sHlsHlsHi5H|sSerSerGIyLeuVoIProArgGIzSerHlSMetLeuGIu#spProAIQAIGAsnLysAIcArq
Bpul1021 thrombin T7 terminator

AAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
LysGlullaGluLleulAlaollablaThrAlaGluG InEnd

T7 terminator primer #69337-3
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7.3 Medien

7.3.1 LB-Medium

LB-Medium

10 g Trypton

59 Hefe

10 g Natriumchlorid

ad 1 | Aqua dest.

mit 0,5 M NaOH auf pH 7,0 einstellen,
autoklavieren

Festmedium: Zusatz von 1% Agar

7.3.2 SOC-Medium

SOC-Medium

0,5 g Hefeextrakt

2 g Trypton

50 mg NacCl

2,5ml1MKCI

ad 100 ml Aqua dest.

Losung autoklavieren, vor Gebrauch Zugabe von 2 ml
einer 1 M Glucoselosung und 1 ml einer Lésung aus
1 M MgCl, und 1 M MgSOQOq (sterilfiltriert), pH: 6,8-7
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7.3.3 M9-Minimalmedium

M9-Minimalmedium

6 g Na,HPO,4

3 g KH,PO,

0,5 g NaCl

1 g NH,CI

ad 800 ml mit Aqua dest. auffillen, autoklavieren

Zugabe von folgenden sterilen Komponenten:

1 ml 100 mM CaCl,

1ml 1M MgSO,

0,3% Glycerol

ad 1 | mit Aqua dest. auffillen

7.3.4 CB-Medium

Zusammensetzung des CB-Mediums

Makroelemente Konzentration
KNO3 2500 mgll
MgSO4 x 7 H0 250 mg/|
NaH,PO4 x H,0 172 mg/l
CaCl, x 2 H,O 150 mg/|
(NH4)2SO4 134 mg/l
FeSO4 x 7 H,0 25.6 mg/l
Na,-EDTA 34,3  mgll
Mikroelemente Konzentration
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H3BO3 3 mg/|
ZnS0O4 X 7 H0 3 mg/I
MnSO4 x 5 H,0 1 mg/l
Kl 0,75 mg/l
Na;MoO, x 2 H,O 0,25 mg/I
CuS0O4 x 5 H0O 0,25 mgll
CoCl, x 6 H,0 0,25 mg/I
Hormone: Konzentration
Kinetin 0,2 mg/l
IES 0,5 mg/l
2,4-D 2 mg/l
NAA 0,5 mg/|
Vitamine Konzentration
Thiamindichlorid 10 mgl/l
Pyridoxin/HCI 1 mg/I
Nicotinsaure 1 mg/l

weitere Zuséatze:

Konzentration

NZ-Amine 2000 mgl/l
myo-Inosit 100 mg/l
Saccharose 20/40 g/l

nach Losen der verschiedenen Bestandteile,
121 °C und 1 bar Uberdruck autoklavieren

auf einen pH 5,5 einstellen und bei 20 min,
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7.4 Gerate und Reagenzien

7.4.1 Gerate
Systec VX-150
Systec GmbH Labor-
Advantage—Lab ALO2- Systemtechnik
Autoklav 02-100
International Pbi
Alfa
Bakterienschuttler Gallenkamp
Dialysierschlauch ZelluTrans Roth® Roth
Elelektrophoresekammer PowerPac™ Basic Bio-Rad
Fluoreszenz/Absorptions- Victor 3 1420 Multilabel .
. PerkinElmer
Mikroplattenleser Counter
Fluorometer PAM-2000 Walz
Gefriertrockner Christ L1 B.Braun Biotech.

Geldokumentationssystem

Quick Store ,plus®
FIRE READER XS D-
55-26-MX

RS-Laborgerate
UVITEC

Fast Protein Liquid Chroma-
tography

Akta FPLC

GE Healthcare Europe
GmbH

L-6000 Pump
D-2500 Chromato-Inte-
grator

Merck-Hitachi
Merck-Hitachi

Thermo Scientific (fri-

HPLC
HPLC Pump 680 her: Dionex)
Spectra System P4000, e
SN4000 Thermo Scientific
Infrarotgasanalysator CIRAS-2 PP-Systems
Konduktometer Conmet 1W HANNA

Kristallisationsplatten

VDX-Platten (HR3-140)

Hampton Research

Kristallisationsroboter

Cartesian Microsys™
SQ4000

Genomic solutions

Lichtmikroskop DM 4000 B Leica

MR 3001 Heidolph Instr.
Magnetrthrer

Arbo Stirrer Arex
Ozongenerator MacZero® Toxigas 900 Aeron
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Ozonanalysator Model: 8810 Monitor Labs
Eppendorf o
~ard Mastercycler™ gradient Eppendorf
PCR-Gerate Rotor-Gene Q SN R 02 | Qiagen

10123

pH-Elektroden

Accumed Basic

Fisher Scientific

pH 211 Microprocessor
pH Meter

HANNA Instruments

BioPhotometer

Eppendorf
Photometer UVIKON Kontron Instruments
Spectrophotometer 930 Jenwa
6505 UV/Vis y
A. Kriiss Optronic
Refraktometer HR-18 GmbH
Rundschdittler BB-306 INFORS AG
Acclaim 120 o
Equisil ODS Thermo Scientific (fru-

Saulen

GPC Saule HiLoad™
26/60 Superdex 200

GPC Saule HiLoad™
26/60 Superdex 75

her: Dionex)

Dr. Maisch HPLC GmbH
GE Healthcare Europe
GmbH

GE Healthcare Europe
GmbH

Schiittler fur Bakterienkulturen | - Gallenkamp
Schlagmesserhomogenisator Ultra Turrax T25 Basic IKA
Spannungsgeber E835 Consort
Spektrophotometer 6505 UV/Vis Jenway
BluMini PCR Class I
. Laminar Flow Cabinet BLUAIR
Sterilbank

Gelaire Laminar Air Flow
Class 100

Gelman Instrument

Thermomixer Comfort Eppendorf
Trockenofen GFD Binder
Sonorex Super RK 510 .
Bandelin

Ultraschallbad

H

Ultraschallprozessor

UP 200S

Dr. Hielscher

UV-Handlampe

HL-6-KM

Bachofer GmbH

Vortex

Vortex-Genie 2
Vortex Mixer

Scientific Industries
VELP Scientifica
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PT 310

Sartorius

Analysenwaage EG

300-3M Kern
Waagen Analysenwaage H64 Mettler

Pioneer™ PA214C Ohaus

Precisa X B620C Precisa Gravimetrics
Wachstumskammer Eigenkonstruktion Bertagnin
Wasserbad Bagnomaria DAS 18020 | InterContinental

Weildlichtlampen

SON-T 400W/220 E40
1SL

Philips

MASTER HPI-T Plus
400W/645 E40

Philips

Zentrifugen

Biofuge 17RS

Rotina 380 R
Centrifuge 5415D
Centrifuge 5415 R
Sigma 3K30
Sorvall RC6+

Heraeus Sepatech
Hettich

Eppendorf

Eppendorf

B.Braun Biotech. Inter-
national

Thermo Scientific

Zentrifugalkonzentratoren

Vivaspin 20 VS2001

Sartorius
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7.4.2 Reagenzien

30% Acrylamidstammldsung + 2% Bisacryl-

: Roth
amid
6xLoading Dye Fermentas (jetzt: Thermo Fisher)
Agarose Roth
Ammoniumperoxydisulfat Sigma-Aldrich
Ampicillin Roth
Bathophenanthrolin Sigma-Aldrich
Borsaure Roth
BSA Roth, Sigma-Aldrich
CAPS Roth
Chloralhydrat Sigma-Aldrich
Chlorogensaure Fluka (jetzt Sigma-Aldrich)
Coenzym A-Trilithiumsalz-Dihydrat AppliChem GmbH
Coomassie® Brilliant Blue G250 Fluka (jetzt Sigma-Aldrich)
CTAB Roth
DAB Sigma-Aldrich
DL-p-Hydroxyphenyllactat Sigma-Aldrich
dNTPs Fermentas (jetzt: Thermo Fisher)
DPPH Sigma-Aldrich
DTT Serva, Sigma-Aldrich
Dye Reagent Concentrate Bio-Rad
EDTA Roth
Eisessig Carlo Erba Reagents
Ethanol Sigma-Aldrich
Ethidiumbromid 1% AppliChem GmbH
Evans Blue Carlo Erba Reagents
FeCl; Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteau Titolchimica
GeneRuler'™ DNA Ladder Mix Thermo Scientific
Glycerin Roth
Guanidinthiocyanat Roth
H.O, Panreac Quimica S.L.U.
Imidazol Roth
IPTG Roth
Izit Crystal Dye Hampton Research
KoHPO4 Carlo Erba Reagents, Roth
KH,PO4 Carlo Erba Reagents, Roth
Lithiumchlorid Roth
Natriumacetat Roth
Natriumcitrat Roth
N-Ethylmaleimid Santa Cruz Biotechnology
Ninhydrin Sigma-Aldrich
N-Lauroylsarcosin Sigma-Aldrich
Phosphorsaure Riedel-de Haén
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PVP 1 % Sigma-Aldrich

PVP 10 Sigma-Aldrich
Restriktionsendonukleasen Fermentas (jetzt: Thermo Fisher)
RNAse H Fermentas (jetzt: Thermo Fisher)
Rosmarinsaure Laborfundus

Roti Load Roth

Roti®-Mark Plus Roth

Roti®-Mark Standard Roth

Shikimisaure Roth

Silikonfett (niedrigviskos) Bayer

Succinimidester Laborfundus

Sulfosalicylsaure Sigma-Aldrich

TBA Sigma-Aldrich

TCA Roth, Sigma-Aldrich

Tdt (Terminale Desoxynukleotidyltransferase)

Fermentas (jetzt: Thermo Fisher)

Tetramethylendiamin

Roth

Tris-HCI Roth
Triton X-100 Roth
X-Gal Roth
XTT Sigma-Aldrich
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7.4.3 Molekularbiologische Reagenzien/Kits

2x iQ™ SYBR® Green Supermix | Bio-Rad
Amplex® Red Hydrogen Per- Invitrogen
oxide/Peroxidase Kit g

Clean Cleavage'"-Kit Sigma-Aldrich

Gene Ruler™ DNA Ladder Mix

Thermo Fischer

GoTaq® Flexi DNA Polymerase
Kit

Promega

NucleoSpin®-Extract Il Kit

Macherey-Nagel

PCR-Klonierungskit Qiagen
Protein Refolding Kit Novagen
QlAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen

Revert Aid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit

Thermo Fischer

SoluBL21™ Competent E. coli

Amsbio

SYBR® Green | Farbstoff

Invitrogen

7.4.4 Kristallisationsscreens

Die Zusammensetzung der Losungen der Kristallisationsscreens Hampton Crystal Screen,
Wizard | und Il und Cryo | und Il wurden aus den Unterlagen von Hampton Research/Sigma
Aldrich enthommen und von Herrn Christian Sohn aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Ger-
hard Klebe hergestellt.
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7.5 HPLC-Chromatogramme
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Abbildung 130: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests nach Expression in E. coli BL21

(DE3)pLysS: 1: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 2: Nullprobe (Enzymtest ohne Enzym), 3: Inkubations-
zeit: 5 min, 4: Inkubationszeit: 15 min. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 131: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests nach Resolubisierung und Ruickfaltung
mit dem ,Protein Refolding and Solubilization Kit“ der Firma Novagen. 5: Standard: 0,5 nmol Caf-
pHPL, 6: Nullprobe, 7: Inkubationszeit: 5 min, 8: Inkubationszeit: 15 min, 9: Inkubationszeit: 30 min.
Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 132: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests (Inkubationszeit: 15 min) nach
Resolubisierung und Riickfaltung mit dem ,Protein Refolding and Solubilization Kit“ der Firma Nova-
gen und Aufreinigung Uber His-tag-Affinitatschromatographie: 10: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 11:
Elutionsfraktion 1, 12: Elutionsfraktion 2. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil mar-
kiert.
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Abbildung 133: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests (Inkubationszeit: 5 min) von vier ver-
schiedenen Rohextrakten nach Resolubisierung und Riickfaltung mit dem ,Protein Refolding and
Solubilization Kit* der Firma Novagen: 13: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 14: Nullprobe 1, 15: Roh-
extrakt 1, 16: Nullprobe 2, 17: Rohextrakt 2, 18: Nullprobe 3, 19: Rohextrakt 3, 20: Nullprobe 4, 21:
Rohextrakt 4. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 134: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests (Inkubationszeit: 5 min) nach erneuter
Solubilisierung von Rohextrakt 1 des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies: 22: Standard: 0,5 nmol
Caf-pHPL, 23: Rohextrakt 1 nach einmonatiger Lagerung bei 4 °C, 24: zweite Solubilisierung mittels
1x IB Solubilization Buffer, 25: zweite Solubilisierung mittels 10x IB Solubilization Buffer, 26: zweite
Solubilisierung mittels 10x IB Solubilization Buffer + 4,5 M Harnstoff, 27: Standard: 0,5 nM Caf-pHPL,
28: zweite Solubilisierung mit 200 mM KH,PO,4 + 100 mM L-Arginin. Die Produkt- und Standardpeaks
sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 135: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests (Inkubationszeit: 5 min) der Elutions-
fraktion des Rohextrakts 1 des CbRAS-Proteins aus inclusion bodies nach der zweiten Solubilisierung
mit 1x IB Solubilization Buffer: 29: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 30: Elutionsfraktion; 31: Standard:
0,5 nmol Caf-pHPL, 32: zweite Solubilisierung der Elutionsfraktion, 33: dritte Solubilisierung der Elu-
tionsfraktion. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 136: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests (Inkubationszeit: 5 min) nach CbRAS-
Expression durch SoluBL21™ aus 100 ml Bakteriensuspension und His-tag-Aufreinigung: 34: Stan-
dard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 35: Elutionsfraktion. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil
markiert.
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Abbildung 137: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests nach CbRAS-Expression durch
SoluBL21™ aus 100 ml Bakteriensuspension und His-tag-Aufreinigung. Bestimmung des Aktivitats-
maximums der CbRAS-Elutionsfraktion durch verschiedene Konzentrationen: 36: Standard: 0,5 nmol
Caf-pHPL, 37: Elutionsfraktion 1:50 verdunnt (5 min Inkubationszeit), 38: Elutionsfraktion 1:10
verdinnt (5 min Inkubationszeit). Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 138: HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests nach CbRAS-Expression durch
SoluBL21™ aus 1000 ml Bakteriensuspension und His-tag-Aufreinigung. 1:100-Verdinnung der Elu-
tionsfraktion: 39: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 40: 1:100-Verdinnung der Elutionsfraktion, Inkuba-
tionszeit: 30 s, 41: 1:100-Verdunnung der Elutionsfraktion, Inkubationszeit: 15 s. Die Produkt- und
Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 139 : HPLC-Chromatogramme der RAS-Enzymtests nach CbRAS-Expression durch
SoluBL21™-Zellen aus 1000 ml Bakteriensuspension, His-tag-Aufreinigung und nach HiLoad™
Superdex 75-Gelpermeationschromatographie: 42: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 43: Enzymaktivitéat
der Fraktion 38, 44: Enzymaktivitat der Fraktion 40. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem
Pfeil markiert
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Abbildung 140: HPLC-Chromatogramme der 24 h-RAS- und HST-Enzymtests der RAS-HST- und
HST-RAS-Chiméaren nach Expression in E. coli BL21 (DE3)pLysS: 45: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL,
46: Nullprobe, 47: HST-RAS, 48: RAS-HST, 49: Standard: 0,5 nmol Caf-Shikimat, 50: Nullprobe, 51:
HST-RAS, 52: RAS-HST. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 141: HPLC-Chromatogramme der 4 h-RAS- und HST-Enzymtests der RAS-HST- und HST-
RAS-Chiméaren nach Expression in E. coli BL21 (DE3)pLysS: 53: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 54:
Nullprobe, 55: RAS-HST, 56: Standard: 0,5 nmol Caf-pHPL, 57: Nullprobe, 58: HST-RAS, 59: Stan-
dard: 0,5 nmol Caf-Shikimat, 60: Nullprobe, 61: RAS-HST, 62: Standard: 0,5 nmol Caf-Shikimat, 63:
Nullprobe, 64: HST-RAS. Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 142: HPLC-Chromatogramme der Bestimmung von Dunkel- und Lichtkulturen in Glechoma
hederacea: 65: Standard: Chlorogensaure, 66: Standard: Rosmarinsaure, 67: Lichtkultur 7 d, 68:
Dunkelkultur 7 d; 69: Lichtkultur 14 d, 70: Dunkelkultur 14 d. Die Standard- und Produktpeaks sind mit

einem Pfeil markiert.
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Abbildung 144: HPLC-Chromatogramme der Bestimmung von Rosmarinséure-, Chlorogenséaure- und
Kaffeesaure-Gehalte in Glechoma hederacea: 71: Standard: Rosmarinsdure, 72: Standard: Chloro-
gensaure, 73: Standard: Kaffeesaure, 74: Blatt; 75: Blite, 76: Stangel, 77: Wurzel. Die Produkt- und
Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 144: HPLC-Chromatogramme der Bestimmung der RAS- und PAL-Aktivitat und der
Chlorogensaure-, Rosmarinsaure- und Kaffeesaure-Gehalte in Glechoma hederacea: 78: Nullprobe,
79: Standard: Caf-pHPL, 80: Probe, 81: Nullprobe, 82: Standard: t-Zimtsdure, 83: Probe, 84:
Chlorogensaure, 85: Kaffeesdure, 86: Rosmarinsdure, 87: Probe. Die Produkt- und Standardpeaks
sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 145: HPLC-Chromatogramme der Bestimmung der RAS- und PAL-Aktivitdt und des
Rosmarinsaure-Gehalts in Melissa officinalis: 88: Standard: Caf-pHPL, 89: Standard: Nullprobe, 90:
Probe, 91: Standard: t-Zimtsaure, 92: Nullprobe, 93: Probe, 94: Standard: Rosmarinsaure, 95: Probe.
Die Produkt- und Standardpeaks sind mit einem Pfeil markiert.
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