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“Not everything that can be counted counts,
and not everything that counts can be counted.”

Albert Einstein (1879-1955)
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. RNA-Interferenz

1.1.1. Entdeckung der RNAiI

RNA-Interferenz (RNAIi), auch RNA-Silencing genannt, ist ein bei Eukaryoten natirlich

vorkommender Prozess. Er dient der Genregulation und der Virenabwehr (Napoli et al.,
1990; Romano und Macino, 1992; Lee et al., 1993). Dabei wird Genexpression RNA-
basierend und sequenzspezifisch unterdriickt. Die Gensuppression kann transkriptional,
post-transkriptional (deshalb auch PTGS = ,posttranscriptional gene silencing”) oder auch
translational erfolgen.

Die Effekte der RNAi wurden erstmals an Pflanzen beobachtet, als Napoli et al. (1990)
versuchten, durch die Uberexpression der Chalconsynthase die Bliitenfarbe von Petunia
hybrida L. zu verstarken. Es trat jedoch der gegenteilige Effekt auf, und die Bliten waren
schwacher gefarbt, teils sogar farblos. Sie nannten den Effekt Cosuppression. Weitere
Untersuchungen zeigten, dass ein verstarkter Abbau der mRNA der Grund dafir war, dass
letztendlich kaum funktionsfahiges Protein translatiert werden konnte (Blokland et al., 1994).
Fire et al. fanden 1998 bei Untersuchungen an Caenorhabditis elegans heraus, dass
doppelstrangige RNA die Ursache fur das PTGS ist. Sie nannten den Prozess aufgrund des
verursachenden Molekils RNAIi und erhielten fir diese Entdeckung den Nobelpreis (Fire et
al., 1998). Dass doppelstrangige RNA bei Pflanzen denselben Effekt hat, wurde erstmals von
Waterhouse et al. (1998) beschrieben.

1.1.2. Mechanismus der RNAI

Obwohl man in Pflanzen als auch in Tieren den RNAi-Mechanismus vorfindet, unterscheiden

sich die Mechanismen etwas voneinander, besitzen jedoch die gleichen oder homologe
Schlusselproteine. Selbst in Prokaryoten existieren RNAi-&hnliche Abwehrsysteme die
zumindest funktionell mit der eukaryotischen RNAI vergleichbar sind. RNAI scheint jedoch in
eukaryotischen, einzelligen Organismen nicht essentiell zu sein, da es durchaus Organismen
gibt, die keine RNAI aufweisen (Cerutti und Casas-Mollano, 2006). Bei Vielzellern hingegen
ist RNAi auch an der Regulation der Ontogenese beteiligt, und eine Fehlfunktion in der
RNAi-Maschinerie hat meist letale Folgen (Bernstein et al., 2003). Die eukaryotischen
Schliussel-Proteine der RNAi haben meist einen prokaryotischen Ursprung in DNA-Reparatur
und RNA-Bearbeitung und wurden einer neuen Funktion zugefuhrt. Vergleicht man die
eukaryotischen Gene untereinander, weisen sie einen hohen Grad an konservierten DNA-

Bereichen auf.



1. Einleitung

Der RNAi-Vorgang wird durch die Typ-lll-Ribonuclease Dicer eingeleitet, welche
doppelstrangige RNA (dsRNA) in Stlicke von 21 bp L&nge mit einem zwei Basenpaar 3'-
Uberhang schneidet. Diese kleinen dsRNA-Stiicke werden als siRNA bezeichnet (small
interfering RNA). Ein Strang der dsRNA wird in den Proteinkomplex RISC (RNA-induced
silencing complex) eingegliedert und dient als Template zur spezifischen Erkennung von
MRNA-Sequenzen. Die durch Basenpaarung gebundene Ziel-mRNA wird durch die
Argonaute-Untereinheit des RISC gespalten. Die Teilsticke werden dann von RNasen
abgebaut. Auf diese Weise kann die Verbreitung von RNA-Viren und Retrotransposons
verhindert werden (siehe Abb. 1.1.). Dient die RNAI der Genregulation, wird nicht-kodierende
RNA aus dem Genom transkribiert. Diese RNA kodiert kein Protein sondern wird durch
verschiedene Enzyme prozessiert und gelangt schlie3lich als Haarnadelstruktur von etwa
80 bp mit doppelstrangigen Bereichen in das Cytoplasma (pre-miRNA). Dort wird der
Doppelstrangbereich von Dicer gespalten und man erhalt die miRNAs (microRNASs). Der
weitere Verlauf ist dem der siRNAs ahnlich. Stimmt die Bindesequenz nur teilweise Uberein,
wird die Translation eines Zielgens gehemmt. Stimmen die Sequenzen genau Uberein, wird
die komplementare mRNA gespalten. Beides fuhrt zu einer Suppression der Zielgene, wie
bei der siRNA.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft, werden miRNAs und siRNAs von verschiedenen
Dicer und Argonaute-Proteinen verarbeitet. Desweiteren ist die Paarung der miRNAs nicht
immer exakt und dient daher meist der Regulation von verschiedenen Sequenz-ahnlichen
MRNAs. siRNAs hingegen paaren exakt mit ihrer Ziel-RNA und sind daher fir die

Suppression eines bestimmten Gens spezifisch.

1.1.3. RNAI in vivo

Seit Entdeckung der RNAi wurde herausgefunden, dass dieser Prozess an diversen

biologischen Vorgédngen beteiligt ist. RNAi spielt beispielsweise als Regulator der
Genexpression in der Ontogenese eine Rolle, sowohl bei Pflanzen (Jones-Rhoades et al.,
2006) als auch bei Tieren (Lee et al., 1993). Zusatzlich kann RNAi eine Rolle bei
Abwehrreaktionen besonders von Pflanzen spielen (Ding et al., 2004). Sowohl virale als
auch bakterielle Erreger kdnnen auf diese Weise unschadlich gemacht werden. Die Reaktion
ist jedoch immer hoch spezifisch fir einen bestimmten Erreger und hangt von der
Pflanzenart und eventuell einer leichten Erstinfektion ab.

Moglicherweise spielt RNAi auch eine Rolle bei der Verbreitung von Transposons, was
zusatzlich auf die Funktion der Virenabwehr deutet (Ghildiyal et al., 2008), da z.B.
Retrotransposons in vielen Fallen ihren Ursprung in Retroviren haben (Janning und Knust,
2004).
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dsRNA viral (a) (b) miRNA

._*__-’_—VO
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(c) RITS RISC RISC
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Abb. 1.1.: Graphische Zusammenfassung der verschiedenen RNAi-Prozesse (a) Virusabwehr durch
siRNA; (b) Genregulation durch miRNA,; (c) pratranskriptionale Genregulation durch einen endogenen
RNAi-ahnlichen Vorgang genannt RITS (RNA-induced transcriptional silencing), der durch
Methylierungen auf genomischer Ebene in die Genregulation eingreift und auf siRNAs zurlickgeht
(aus Verdel et al., 2004)

RNAI ist indirekt auch an der Insektenabwehr in Pflanzen beteiligt, da gezeigt werden
konnte, dass RNAI bei der Regulierung von Phytohormon-Signalen wie Jasmonséaure eine
Rolle spielt. Jasmonsaure ist mafigeblich an der Abwehr von Insekten beteiligt. Auch
abiotischer Stress bei Pflanzen kann bestimmte miRNAs induzieren, die daher vermutlich an
diversen Stressantworten der Pflanzen beteiligt sind (Sunkar und Zhu, 2004).

RNAI-Effekte konnen sich auch in Geweben vom Ursprungsort ausbreiten und in
entfernteren Geweben PTGS hervorrufen (Palauqui et al., 1996). Das geht sogar so weit,

dass PTGS an Nachkommen weitergegeben werden kann (Voinnet und Baulcombe, 1997).

-3-
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AbschlieRend ist hier zu sagen, dass bis jetzt nur ein kleiner Teil dessen bekannt ist, woran
RNAI beteiligt ist. Vermuten lassen dies Studien, in denen eine grof3e Menge an siRNAs aus
Arabidopsis thaliana sequenziert wurden: nur einem Bruchteil dieser siRNAs konnten

Zielgene zugeordnet werden (Lu et al., 2005).

1.1.4. Anwendungen der RNAiI

Die RNAI findet eine breite Anwendung in der Wissenschaft. Sie wird in Knockdown-

Experimenten eingesetzt, um Genfunktionen zu Uberprifen. Auch in der funktionellen
Genomik und im Metabolic Engineering findet RNAI ihren Einsatz. Zur Verbesserung von
Nutzpflanzen wird RNAIi ebenfalls eingesetzt. Man moéchte damit die Insektenabwehr
verbessern, toxische Eigenschaften gegebenenfalls verringern oder den Nahrwert von
Nahrungsmitteln erhéhen. Ein weiteres Ziel ist es, Allergene auszuschalten (Mansoor et al.,
2006).

AulBerdem erhofft man sich in der Medizin eine Anwendung als Therapie gegen
verschiedene Viren wie Hepatitis und HIV (Pan et al. 2009; Singh und Gaur, 2009), gegen
Krebs (Lage, 2009) und Erbkrankheiten. Zurzeit befinden sich diese Ansadtze noch im
Entwicklungsstadium, da ein Einsatz durch unerwiinschte off-target Reaktionen der siRNAs
erschwert wird und das gezielte Einbringen der RNAs noch ein Problem darstellt (Nguyen et
al., 2008).

1.2. Uberexpression mit dem CaMV 35S-Promotor

Der CaMV 35S-Promotor wurde 1985 von Odell et al. isoliert. Er ist fur die vollstandige
Transkription der Gene des ,Cauliflower Mosaic Virus“ verantwortlich, der hauptsachlich
Kreuzblutler wie Riben, Kohl und Raps befallt. Der 35S-Promotor ist ein in der
Wissenschaft viel genutzter konstitutiver Promotor, der von der Pflanze erkannt wird. Da der
Promotor konstitutiv ist, ist es der Pflanze nicht mdglich, in dessen Regulation einzugreifen.
Wird der Promotor bei Transformationen in Pflanzen verwendet, erhalt man vor allem in
Dikotylen stark erhdhte Genexpressionslevel.

Die Vorteile des CaMV 35S-Promotors sind, dass er in vielen Pflanzengeweben und -arten
funktionsfahig ist (Harpster et al. 1988, Benfey et al., 1990). In Untersuchungen an
Arabidopsis thaliana wurde festgestellt, dass die Expression des Promotors in Blattern am
hochsten ist, sonst aber keine extreme Organspezifitat aufweist. Eine weitere Steigerung der
Expression kann erreicht werden, wenn dem CaMV 35S-Promotor ein Enhancer (Omega
Element des Tabak-Mosaik-Virus) (Holtorf et al., 1995) oder eine Teilduplikation des 35S-

Promotors beigefugt wird (Kay et al., 1987). Es ist jedoch immer zu beriicksichtigen, dass

-4-
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eine starke Expression nur sinnvoll ist, wenn das exprimierte Gen nicht toxisch fur die
Pflanze ist oder die Pflanze anderweitig negativ beeinflusst (Chinn und Comai, 1996).
AuRerdem kann es bei starken Uberexpressionen immer wieder zu dem Effekt der Co-
Suppression kommen, und man erhdlt stattdessen einen dem RNAi &hnlichen Effekt (Napoli
et al., 1990).

1.3. Agrobakterien

1.3.1. Allgemeine Einfihrung zu Agrobakterien

Agrobakterien sind gramnegative, peritrich begeif3elte Bodenbakterien. Sie gehdren der
Familie Rhizobiaceae an, die Zuordnung zur Gattung Agrobacterium (Farrand et al., 2003)
oder zur Gattung Rhizobium (Young et al., 2001) wird noch diskutiert. Von besonderer
Bedeutung fur die wissenschaftliche Forschung sind die Arten Agrobacterium tumefaciens
(beschrieben von Smith, 1911) und Agrobacterium rhizogenes (beschrieben von Riker,
1930). Sie tragen ein Plasmid, das sie dazu beféahigt, eigenes genetisches Material auf
Pflanzen zu Ubertragen und dort fest ins Pflanzengenom zu integrieren (Chilton et al., 1977).
Dies verursacht in der Pflanze eine lokale Umstellung des Hormonhaushaltes, und daraus
resultiert im Fall von A. tumefaciens die Krankheit Wurzelhalstumor und im Fall von A.
rhizogenes die Wurzelhaarkrankheit (Hairy Root disease) (Abb. 1.2.). Zusétzlich werden in
diesen induzierten Geweben Opine (Abb. 1.4.) gebildet, die den Agrobakterien als
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle dienen. Die Fahigkeit der Bakterien, Gene auf vor allem
dicotyle Pflanzen zu transferieren, nutzt man nun gentechnologisch, um ausgewéahlte Gene
oder Genkonstrukte in Pflanzen einzufiihren und deren Auswirkungen in planta zu
untersuchen oder Nutzpflanzen bestimmte erwinschte Eigenschaften zu verleihen (Raven,
2000; Sitte, 2002).

1.3.2. Plasmide der Agrobakterien

Bereits seit Mitte der 1970er Jahre war aufgrund diverser Experimente deutlich, dass
Plasmide die Ursache fir die Virulenz der Agrobakterien sind. So konnten nicht-virulente
Agrobakterienstimme durch Einbringen eines Plasmids Tumore auslésen und umgekehrt
verloren virulente Stdmme mit ihrem Plasmid die Fahigkeit, Pflanzen zu transformieren.
Dabei wird jedoch nicht das vollstandige Plasmid Gbertragen, sondern lediglich etwa 5 %, die

sogenannte T-DNA (Transfer-DNA) (zusammengefasst in Chilton et al., 1977).
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Abb. 1.2.: (a) Pflanzengewebe mit Agrobakterien (Photo: Martha Hawes, University of Arizona); (b)
Wurzelhalstumor durch Agrobacterium tumefaciens (Abbildung aus
[http://biologi.uio.no/plfys/haa/gen/gmo.htm] Halvor Aarnes); (c) Hairy Roots durch Agrobacterium

rhizogenes; Abbildung aus Smith und Townsend, 1917)

Ti- (,tumor inducing”) und Ri- (root inducing) Plasmide sind durchschnittlich etwa 200 kb
grof3. Im Allgemeinen tragen sie folgende Gene (Abb. 1.3.):

(1) tra-Gene (Transfer-Gene) dienen der Konjugation und dem Plasmid-Austausch mit
anderen Agrobakterien (Piper et al., 1993)

(2) vir-Gene (Virulenz-Gene) sind notig zum Transfer der T-DNA (Hagiya et al.,1985)

(3) Gene fur den Opin-Katabolismus (De Greve et al., 1982), zur Nutzung der Opine als
Stickstoff- und Kohlenstoffquelle

(4) ori (origin of replication) zur Vermehrung des Plasmids in den Agrobakterien (Cook und
Farrand, 1992).

(5) T-DNA mit den etwa 25 bp langen Transfersequenzen Right Border (RB) und Left Border
(LB) (Slightom et al., 1985); Tumorgenese-Gene (tms in A. tumefaciens und in A.
rhizogenes; rol in A. rhizogenes) und Opinsynthese-Gene (z.B. nos fir Nopalin-Synthese).
Weitere Gene, die zur Bakterium-Pflanzen-Interaktion und fiir den korrekten Transfer der T-

DNA notwendig sind, befinden sich im bakteriellen Genom.
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Abb. 1.3.: Schematischer Aufbau eines Ti-Plasmids (Quelle: Wikipedia)

Die Einteilung der Ti- beziehungweise Ri-Plasmide erfolgt nach den Opinen, die nach der
Transformation von den Tumoren gebildet werden. Diese Opine kdnnen von den Bakterien
durch Enzyme, die auf dem Plasmid kodiert sind, abgebaut werden und dienen den
Bakterien als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle. Die heute bekannten 30 Opine lassen sich
strukturell in zwei groRe Gruppen einteilen, die Agrocinopine (Zucker-Phosphodiester) und
die Derivate sekundarer Amine (Kondensation von Aminosaure und Ketosaure oder Zucker).
Die Amin-Derivate lassen sich wiederum in drei Kategorien einteilen: die Mannityl-Familie,
die Nopalin-Familie und die Octopin-Famile. Die bekanntesten Vertreter der Amin-Derivate
sind z.B. Octopin (Arginin und Pyruvat) und Nopalin (Arginin und a-Ketoglutarat). Das Opin
(selten mehrere Opine), das von einem Tumor produziert wird, ist typisch fir eine
Agrobakterien-Art, und sowohl Anabolismus als auch Katabolismus sind speziell darauf
ausgerichtet. Sind verschieden Opine in einem Tumor zu finden, liegt dies meist daran, dass
in der Natur vorkommende Tumore nicht nur von einem Agrobakterien-Stamm infiziert sind
sondern von mehreren. Zusatzlich konne Opine die Konjugation induzieren, wobei das Ti-
Plasmid auf nicht-virulente Agrobakterien tbertragen wird. Andere Untersuchungen zeigten,
dass nicht nur Agrobakterien Opine als Nahrstoffquelle nutzen kénnen, sondern auch eine
Vielzahl anderer Mikroorganismen, da die Opine vom Tumor ins Erdreich abgegeben
werden. Das deutet darauf hin, dass sich andere Organismen die 6kologische Nische der
-7 -



1. Einleitung

Agrobakterien erobert haben und sich so indirekt die pflanzliche Photosynthese als

Energiequelle erschlossen haben (zusammengefasst in Moore et al., 1997).

O H O
I
H H H
CH3 || H2
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H COCH H \O |[\|]
Octopi li
(Octop(i:n(-)lgg]milie) (Nop’:ﬁ)r?_?:g]mme) H, N/\N H,

H

0]
N,
N

OH
0
Ho\‘g%
HO
o
OH HO
0
HO
OH
0

O OH
Agropin Agrocinopin A
(Mannityl-Familie) (Agrocinopin-Familie)

Abb. 1.4.: Strukturformeln verschiedener Opine.

1.3.3.  Molekularer Mechanismus der Transformation v on Pflanzen durch

Agrobakterien

Die Mechanismen der Agrobakterien-Transformation von Pflanzen ist hauptsachlich an A.
tumefaciens untersucht worden, verlauft aber bei A. rhizogenes &hnlich (Veena und Taylor,
2007) (Abb. 1.5.).

Pflanzen entlassen bei Verwundung Zuckerverbindungen, Aminosauren und verschiedene
phenolische Verbindungen, wie z.B. Acetosyringon, Ferulasaure, Gallussaure oder Vanillin
(Reynaerts et al., 2002). Agrobakterien haben daflr Rezeptoren und reagieren mit positiver
Chemotaxis. Auf welche Stoffe sie jedoch genau reagieren, ist noch nicht bekannt und hangt

mdglicherweise auch von den verschiedenen Agrobakterien-Stammen ab (Winans, 1992).
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Der nachste Schritt der Infektion ist die Bindung des Agrobakteriums an eine Pflanzenzelle.
Man nimmt an, dass dieser Schritt von Rezeptoren sowohl bakterieller als auch pflanzlicher
Natur abhéngt. Die Fahigkeit, an eine Pflanzenzelle zu binden, scheint ausschlief3lich im
Genom der Agrobakterien codiert zu sein, da alle bekannten Mutationen auf dem Ti-Plasmid
diese Fahigkeit nicht beeintrachtigen, sondern nur chromosomale Mutationen.

Im nachsten Schritt werden die auf dem Ti-Plasmid liegenden vir-Gene aktiviert. Dies kann
ebenfalls durch von Pflanzenwunden ausgeschiedene phenolische Substanzen (z.B.
Acetosyringon), Monomere der Zellwandpolysaccharide (z.B. Arabinose, Galactose) oder
sogar durch Opine geschehen. Da vir-Gene fur die Virulenz der Agrobakterien verantwortlich
sind, und ihre Aktivierung durch im Pflanzenreich sehr weit verbreitete Zellbestandteile
geschieht, kann man verstehen, warum Agrobakterien ein breites Wirtsspektrum aufweisen
und nicht spezifisch nur eine Pflanzenart oder -gattung infizieren kdnnen, wie etwa
Rhizobien.

Die Aktivierung der vir-Gene findet Uber ein Zwei-Komponenten-Signaltransduktionssystem
statt. Der erste Schritt ist dabei die Autophosphorylierung des membrangebundenen VirA-
Sensor-Proteins durch die Interaktion mit den oben erwdhnten Pflanzenstoffen. Das
phosphorylierte VirA Ubertrégt das Phosphat auf VirG. VirG ist ein Transkriptionsregulator,
durch dessen Phosphorylierung die vir-Gen-Promotoren angeschaltet werden. Es existieren
etwa 25 verschiedene vir-Gene, die in etwa 7-8 Operons zusammengefasst sind. Durch die
Expression dieser Gene werden mehrere Prozesse in die Wege geleitet. Einer davon ist das
Ausschneiden eines Einzelstranges der T-DNA durch die Proteine VirD1 und VirD2. Diese
beiden Proteine interagieren miteinander und sind strang- und schnittstellenspezifische
Endonucleasen. VirD2 bindet nach dem Herausschneiden des Einzelstranges an dessen 5'-
Ende, und der Komplex wird vermutlich durch Helicasen freigegeben. Aus dem Einzelstrang
im Ti-Plasmid wird durch Reparaturmechanismen wieder ein Doppelstrang hergestellt. Der
mobile Einzelstrang wird von VirE2 umhiillt, um ihn vor Abbau zu schitzen und den
Transport in der Pflanzenzelle zu ermdglichen. Man vermutet, dass dies erst in der
Pflanzenzelle geschieht und der T-DNA-Strang und VirE2 komplexiert mit VirEL1l getrennt in
die Pflanzenzelle gelangen und erst dort den sogenannten T-Komplex bilden.

Der T-DNA-Strang und die Proteine gelangen Uber ein Typ IV-Sekretions-System, bestehend
aus einem Pilus und einem Transporterkomplex, in die Pflanzenzelle. Daran beteiligt sind die
Proteine VirD4 (Transporter) und VirB1, VirB2 und VirB5 (Pilus). In der Pflanzenzelle sorgen
die mit dem T-DNA-Strang assoziierten Proteine durch ihre nukleéaren Lokalisationssignale
fur den aktiven Transport in den Zellkern. Dabei interagieren sie mit diversen pflanzlichen
Proteinen (z.B. RocA, Roc4 und CypA zur Proteinstabilisierung des T-Komplexes; AtKAPa
zum Import in den Zellkern in Arabidopsis thaliana). Der letzte Schritt ist die Integration des

T-DNA-Stranges in das Pflanzengenom. Es ist noch nicht bekannt, ob die T-DNA als
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Doppelstrang oder als Einzelstrang in das Genom integriert wird, nur dass verschiedene
pflanzliche Gene an dem Prozess beteiligt sein missen, da die bakteriellen Proteine VirE2
und VirD2 nicht direkt fir den Integrationsvorgang verantwortlich sind.

Die Expression der T-DNA in der Pflanze fiihrt dann letztendlich zur Bildung von Tumoren
und der Produktion und Sekretion von Opinen.

Die Gene der T-DNA stammen evolutionar nicht von Pflanzengenen ab, haben aber viele
eukaryotische Strukturen, wie PolyA-Schwanz der mRNA, oder eukaryotische Regulierung
der Expression. Im Gegensatz zu pflanzlichen Genen, enthalten sie jedoch keine Introns.
laaM und iaaH (auch tmsl und tms2) sind Gene, die zu einer vermehrten Auxinbildung
fuhren. In A. tumefaciens fuhrt das ipt-Gen zur Bildung von Isopentenyl-AMP, welches in den
Pflanzen zu den Cytokininen trans-Zeatin und trans-Ribosylzeatin umgewandelt wird.
Weitere Gene tragen zur Tumorbildung bei.

Bei A. rhizogenes sind die vier sogenannten rol-Gene (= root oncogenic locus) fur die
Bildung der Hairy Roots verantwortlich. Diese Gene beeinflussen vermutlich ebenfalls den
Hormonhaushalt. So soll rolA in den Gibberellin-Haushalt involviert sein. Zusatzlich wird
durch die rol-Gene die Empfindlichkeit gegentiber exogenem Auxin erhéht. Manche Stdmme
Ubertragen zuséatzlich Auxin-Biosynthese-Gene, jedoch nie ipt-Gene. Auxin-Biosynthese-
Gene begunstigen die Bildung von Hairy Roots und erweitern das Wirtsspektrum. Es wird
auch vermutet, dass nicht nur die rol-Gene fiur eine erfolgreiche Hairy Root Induktion
verantwortlich sind, sondern noch andere ORFs der T-DNA essentiell sind.

Desweiteren werden Opin-Biosynthese-Gene exprimiert, die fir die Bildung der

entsprechenden Opine sorgen. Fur die Exkretion der Opine ist das ons-Gen verantwortlich.

Nicht auf3er acht lassen darf man die Vorgange, die durch eine Infektion mit Agrobakterien in
den Pflanzen ausgelost werden. Dabei spielen nicht nur Gene eine Rolle, die auch bei einer
normalen Infektion induziert werden (hypersensitive Reaktion), sondern auch spezifisch
durch Agrobakterien induzierte Gene. Darunter fallt z.B. ein Nodulin-ahnliches Protein,
welches auch bei mit Rhizobien infizierten Pflanzen exprimiert wird und eine Rolle bei
Zellteilung und -differenzierung spielt. Ein weiteres Protein ist eine Lectin-dhnliche
Proteinkinase, die zur Zell-Zell-Erkennung mit Rhizobien beitragt. Besonders zu erwahnen
sind hier noch einmal die rol-Gene, die durch A. rhizogenes Ubertragen werden. Diese Gene
sorgen bei aus Hairy Roots regenerierten Pflanzen zu ausgepragten Phanotypen (hairy root
syndrome), die einzelnen rol-Genen zugeordnet werden kdnnen (Schmudlling et al., 1988).
Gekrauselte Blatter werden durch rolA verursacht, kurze Internodien und der Verlust der
Apikaldominanz von rolC, reduzierter Geotropismus der Wurzeln und eine veranderte
Blutenmorphologie sind das Resultat von rolB und rolC. Wie diese Merkmale durch die rol-

Gene zustande kommen, ist noch nicht bekannt, aber sie scheinen Entwicklungsvorgange in
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der Pflanze stark zu beeinflussen. Es kann sich jedoch bei der Untersuchung von Hairy
Roots auf ihre Sekundarmetabolite ein Problem ergeben. Es ist bekannt, dass rol-Gene sich
teils aktivierend, teils inhibitorisch auf manche Stoffwechselwege auswirken (Bulgakov et al.,
2005). Dies alles sollte man sich bewusst machen, wenn man mit dem Transformations-
system A. rhizogenes arbeitet, und man sollte bedenken, welche Effekte es eventuell auf die
geplanten Untersuchungen haben konnte. Trotz seiner Naturlichkeit ist die Agrobakterien-
induzierte Transformation ein kunstliches, von noch nicht genau bekannten Vorgangen
gepragtes System (zusammengefasst von Tzfira und Citovsky, 2002; Winans, 1992; Veena
und Taylor, 2007).
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Abb. 1.5.: Schematischer Ablauf der Transformation einer Pflanzenzelle durch Agrobakterien; (1)
Erkennung und Bindung an die Pflanzenzelle; (2) Zwei-Komponenten-Signaltransduktion zur
Aktivierung der vir-Gene; (3) Expression der vir-Gene; (4) Erstellung der mobilen T-DNA (T-Strang);
(5) Zusammenstellung des VirB-VirD4-Transport-Komplexes, Transport des T-Strangs und der Vir-
Proteine in die Pflanzenzelle; (6) Bildung des T-Komplexes; (7) Transport des T-Komplexes in den
Zellkern mit Hilfe pflanzlicher Proteine; (8) T-DNA-Integration in das pflanzliche Genom (Abbildung
nach Tzfira und Citovsky, 2002).
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1.3.5. Anwendungen der Hairy Roots

Untersuchungen von 1980 zeigten, dass Hairy Roots ohne die externe Gabe von Hormonen
im Medium kultiviert werden kénnen (Veena und Taylor, 2007). Die stabile Transformation,
ihr schnelles Wachstum, eine einfache Handhabung und die F&higkeit, verschiedenste
chemische Verbindungen und Proteine zu synthetisieren, machen sie zu einem geeigneten
Werkzeug in der Wissenschaft (Veena und Taylor, 2007). Hairy Roots werden gerne zu
Studien des Sekundarmetabolismus, fir Genfunktionsanalysen, zu Promotoranalysen mit
Promotor/Reportergen-Konstrukten, zur Untersuchung von Expressionsmustern und zum
.metabolic engineering" verwendet. So kénnen gewisse pflanzliche Inhaltsstoffe aus dem
Bioreaktor mit Hairy Roots gewonnen werden, um so gefahrdete Pflanzen zu schitzen.

Eine neuere Anwendung der Hairy Roots fur Untersuchung, die die ganze Pflanze betreffen,
sind die ,composite plants“. Hier werden an einem Wildtyp-Spross transgene Wurzeln mit A.
rhizogenes induziert (Veena und Taylor, 2007).

Das Problem bei der Regeneration von Pflanzen aus mit A. rhizogenes transformiertem
Pflanzenmaterial ist der Hairy Root-Phanotyp, verursacht durch die rol-Gene. Veena et al.
(2007) versuchten, dieses Problem durch einen entschérften A. rhizogenes-Stamm, aus dem
die rol-Gene entfernt wurden, zu umgehen. Von Interesse ist dies, da A. rhizogenes in der
Lage ist ein groReres Spektrum an Pflanzen zu transformieren. Vor allem Nutzpflanzen wie
Soja und Alfalfa, welche sich nicht durch A. tumefaciens transformieren lassen, kdnnten
damit transformiert werden. Die Transformation durch Agrobakterien ist zuverlassiger und

stabiler als das Einbringen von Genen durch Partikelbeschuss.

1.4. Rosmarinsaurebiosynthese

1.4.1. Rosmarinsaure und ihr Vorkommen

Die Rosmarinsaure ist ein Ester aus Kaffeesaure und 3,4-Dihydroxyphenylmilchsaure.
Rosmarinsédure wird zusammen mit anderen Phenolcarbonséureestern unter dem Begriff
Labiatengerbstoffe zusammengefasst, da sie gerbende Eigenschaften aufweisen und friher
vor allem bei den Lamiaceae bekannt waren. Seit ihrer Entdeckung 1958 von Scarpati und
Oriente in Rosmarin konnte Rosmarinséure jedoch auch in vielen anderen Pflanzenfamilien
nachgewiesen werden, z.B. in Boraginaceae (Kelley et al., 1975), Marantaceae (Abdullah et
al., 2008), Cucurbitaceae (De Tommasi et al., 1991), Apiaceae (Olivier et al., 2008) und
sogar in einigen Farnen (Harborne, 1966) und Hornmoosen (Takeda et al., 1990). Es ist bis
jetzt jedoch nicht bekannt, ob die Synthese der Rosmarinsaure ein in der Evolution frih
entstandener Reaktionsweg ist, oder ob er unabhangig in mehreren Familien entstanden ist

(Petersen und Simmonds, 2003). Aufgrund der Anreicherung von Rosmarinsaure in
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Pflanzenzellkulturen bei Zugabe von Elicitoren wie Hefeextrakt oder Methyljasmonat wird
vermutet, dass Rosmarinsaure in den Pflanzen als Abwehrstoff gegen Pathogene und
Herbivoren dient. Einen zusatzlichen Hinweis auf diese Rolle liefern Versuche mit
Tabakschwarmer-Larven. Rosmarinsaure ist fir die Tiere zwar nicht toxisch, aber halt sie
davon ab, diese Pflanzen als Nahrung zu sich zu nehmen (Petersen und Simmonds, 2003).

Rosmarinséure weist unterschiedliche biologische Aktivitdten auf, darunter adstringierende,
antioxidative, antiinflammatorische, antimutagene, antibakterielle und antivirale Wirkungen.
Aufgrund dieser Eigenschaften werden Pflanzenextrakte, die Rosmarinsdure enthalten,
gegen Herpes simplex-Infektionen eingesetzt und in einigen Kosmetika verwendet

(zusammengefasst in Petersen und Simmonds, 2003).

1.4.2. Biosynthese der Rosmarinsaure

Ellis und Towers konnten 1970 zeigen, dass Rosmarinsaure aus den beiden Aminosauren
L-Tyrosin und L-Phenylalanin synthetisiert wird, als sie Mentha spec. radioaktive
Aminoséauren anboten, dabei stammt die Kaffesdure-Einheit von L-Phenylalanin ab und die
3,4-Dihydroxymilchs&ure von L-Tyrosin (Ellis und Towers, 1970). 1993 wurde von Petersen
et al. ein moglicher Biosynthese-Weg in Coleus blumei fir die Rosmarinsdure
vorgeschlagen, da zu diesem Zeitpunkt alle beteiligten Enzyme isoliert und in vitro
nachgewiesen werden konnten (Abb. 1.6.). Ausgehend von L-Phenylalanin katalysiert die
Phenylalanin  Ammoniak-Lyase (PAL, E.C. 4.3.1.5)), deren Aktivitit mit der
Rosmarinsédureakkumulation korreliert, die Desaminierung von L-Phenylalanin zu t-Zimtsaure
(Razzaque und Ellis, 1977). Daraufhin findet eine Hydroxylierung der t-Zimtsédure an Position
4 statt, die von der Cytochrom P450 Monooxygenase Zimtsdure 4-Hydroxylase (CAH, E.C.
1.14.13.11) katalysiert wird (Petersen, 1997). Die dabei entstandene 4-Cumarsaure (pC)
wird durch die Hydroxyzimtsaure:Coenzym A-Ligase (4CL, E.C. 6.2.1.12) zu 4-Cumaroyl-
CoA (pC-CoA) umgesetzt, dies dient der Aktivierung fur die anschlieRende Veresterung. 4-
Cumaroyl-CoA ist nicht nur eine Zwischenstufe der Rosmarinsdurebiosynthese, es kann
auch in den Ligninstoffwechsel eingebracht werden und tragt zur Bildung von phenolischen
Pigmenten wie Flavonoiden bei. Die bisher erwahnten Enzyme (PAL, CAH, 4CL) sind daher
auch als allgemeiner Phenylpropanstoffwechsel bekannt.

L-Tyrosin als zweite Ausgangsubstanz wird in einer Transaminierungsreaktion zu 4-
Hydroxyphenylpyruvat (pHPP) umgesetzt. Dabei Ubertragt die Tyrosin Aminotransferase
(TAT, E.C. 2.6.1.5) die Aminogruppe auf 2-Oxoglutarat. 4-Hydroxyphenylpyruvat dient auch
als Ausgangsstoff fur die Synthese von Tocopherolen und Plastochinonen. 4-

Hydroxyphenylpyruvat wird in einer weiteren Reaktion durch das Enzym Hydroxyphenyl-
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pyruvat Reduktase (HPPR, E.C. 1.1.1.237) zu 4-Hydroxyphenyllaktat (pHPL) umgesetzt.
Dieses Laktat wird nun mit der durch Coenzym A aktivierten 4-Cumarsaure verestert.

Die Veresterung von 4-Hydroxyphenyllaktat mit 4-Cumaroyl-CoA dbernimmt das Enzym
Rosmarinsdure Synthase (RAS, E.C. 2.3.1.140), und es entsteht 4-Cumaroyl-4-
hydroxyphenyllaktat. Die Bezeichnung RAS ist eigentlich nicht korrekt, und dieses Enzym
sollite als  Hydroxycinnamoyl-CoA:Hydroxyphenyllaktat ~ Hydroxycinnamoyltransferase
bezeichnet werden. Es ist somit den Hydroxycinnamoyltransferasen zuzuordnen.
AnschlieBend finden zwei Hydroxylierungsreaktionen statt, die durch Cytochrom P450
Enzyme katalysiert werden, die Hydroxycinnamoyl-Hydroxyphenyllaktat 3-Hydroxylase und
3-Hydroxylase. Beide Reaktionen sind sehr substratspezifisch, da nur 4-Cumaroyl-4'-
Hydroxyphenyllaktat (pC-pHPL) oder die teilhydroxylierten Zwischenstufen Caffeoyl-4'-
Hydroxyphenyllaktat (Caff-pHPL) oder 4-Cumaroyl-3’,4’-Dihydroxyphenyllaktat (pC-DHPL)

akzeptiert werden (Petersen et al., 1993).

Da sie von besonderem Interesse fir diese Arbeit sind, sollen die Rosmarinsaure-
biosynthese-Enzyme HPPR und RAS in den folgenden Abschnitten noch einmal naher

betrachtet werden.

1.4.3. HPPR

Die HPPR, die Hydroxyphenylpyruvat Reduktase, katalysiert die Reduktion von 4-
Hydroxyphenylpyruvat zu 4-Hydroxyphenyllaktat. Die Enzyme PAL, CAH und 4CL sind, wie
bereits oben erwédhnt, auch aus dem Phenylpropanstoffwechsel bekannt und die TAT tragt
auch zur Bildung der Plastochinone und Tocopherole bei. Daher ist moglicherweise die
HPPR, zusammen mit der RAS und den beiden Cytochrom P450 Hydroxylasen, ein
spezifisches Enzym der Rosmarinsdure-Biosynthese. Da die HPPR-Aktivitdt mit der
Rosmarinséure-Akkumulation korreliert, deutet dies ebenfalls auf das Vorkommen eines
spezifischen Enzyms hin (Gertlowski und Petersen, 1993). Hausler et al. (1991)
charakterisierten die HPPR aus Zellkulturen von Coleus blumei und fanden heraus, dass
dieses Enzym neben 4-Hydroxyphenylpyruvat (pHPP) auch 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat
(DHPP) akzeptiert. Das natlrliche Substrat ist vermutlich jedoch pHPP, da DHPP in vivo
nicht nachgewiesen werden konnte und der K,,-Wert fir DHPP hdher ist als fir pHPP.

Kim et al. (2004) klonierten und exprimierten eine HPPR aus einer cDNA-Bank auf der
Grundlage von Teilproteinsequenzen aufgereinigter HPPR aus Coleus blumei (Kim et al.,

2004). Die cDNA ist 942 bp lang und codiert fur ein Protein von 313 Aminosauren.
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Abb. 1.6.: Schema der Rosmarinsdurebiosynthese nach Petersen und Simmonds (2003): PAL
(Phenylalanin Ammoniak-Lyase); CAH (Zimtsaure 4-Hydroxylase); 4CL (Hydroxyzimtsaure:Coenzym
A-Ligase); TAT (Tyrosin Aminotransferase); HPPR (4-Hydroxyphenylpyruvat Reduktase); RAS
(Rosmarinsadure Synthase); 3-H (Hydroxycinnamoyl-Hydroxyphenyllaktat 3’-Hydroxylase); 3-H
(Hydroxycinnamoyl-Hydroxyphenyllaktat 3-Hydroxylase)
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Das heterolog exprimierte Enzym wurde funktionell charakterisiert, und Janiak konnte das
Protein kristallisieren und seine Struktur aufklaren (Kim et al., 2004; Janiak, 2007). Als
Cosubstrate kommen NADPH und NADH in Frage, wobei NADH geringere Affinitat aufweist.
Von dem heterolog exprimierten Enzym wurden die erwarteten Substrate pHPP und DHPP
umgesetzt, doch es akzeptierte auch Substrate wie Hydroxypyruvat, Pyruvat, Glyoxylat und
Phenylpyruvat, mit der hochsten Affinitéat fir Hydroxypyruvat (Janiak, 2007). Hydroxypyruvat
ist ein Zwischenprodukt der Photorespiration und wird von Hydroxypyruvat Reduktasen
(HPRs) zu Glycerat umgesetzt. Von den HPRs existieren eine cytosolische NADPH-
abhéngige (HPR2: E.C. 1.1.1.81) und eine peroxisomale NADH-abhéangige Form (HPR1:
E.C. 1.1.1.29) (siehe Kapitel 1.5.). Die Aminosauresequenz der HPPR aus Coleus blumei
besitzt 87% Ahnlichkeit mit der cytosolischen HPR2 aus Arabidopsis thaliana (tair:
AT1G79870.1). Arabidopsis thaliana ist jedoch nicht bekannt fir Rosmarinsaure-
akkumulation. Deshalb stellt sich die Frage, ob die von Kim et al. klonierte HPPR sowohl am
Primarstoffwechsel beteiligt ist als auch am Sekundérstoffwechsel der Rosmarinséure-
biosynthese. Aus diesem Grund, wurden die RNAi-Experimente dieser Arbeit durchgefiihrt.
Aufgrund von Sequenzvergleichen mit Datenbanken stellte sich heraus, dass die von Kim et
al. (2004) klonierte HPPR eine D-Isomer-spezifische 2-Hydroxysaure Dehydrogenase ist
(Abb. 1.7.). Diese Proteinklasse ist vor allem aus bei Prokaryoten bekannt und wurde 1989
von Grant als eigene Enzymfamilie definiert. Enzyme dieser Familie akzeptieren nur D-
Isomere, die eine Hydroxygruppe am C,-Atom mit benachbarter S&urefunktion aufweisen.
Diese Hydroxygruppe wird zu einer Oxogruppe oxidiert, wahrend NAD*/NADP* reduziert
wird. Die Rickreaktion wird ebenfalls katalysiert. Das Enzym besitzt zwei Doméanen, eine
Substrat-Bindedoméane (oder katalytische Domane) und eine Cosubstrat-Bindedomane.
Zwischen beiden Domanen liegt das aktive Zentrum (oder die katalytische Spalte).

Die Enzyme dieser D-Isomer-spezifischen 2-Hydroxysdure Dehydrogenase-Familie weisen
etwa 17 bis 19 hoch konservierte Aminosauren auf (Grant, 1989; Kochhar et al., 1992), die
vor allem in der Cosubstrat-Bindedomane liegen und das Motiv GXGxxG tragen. Weitere
konservierte Aminosauren befinden sich in der Substrat-Bindedomane, sie sind aufgrund der
unterschiedlichen Substratspezifitadten variabler als fur das Cosubstrat. Die D-lsomer-
spezifischen 2-Hydroxysaure Dehydrogenasen liegen meist als Dimere, seltener als
Tetramere vor (Kochhar et al., 1992). Auch die Struktur der HPPR, die von Janiak (2007)
aufgeklart wurde, entspricht diesem allgemeinen Aufbau und weist das aktive Enzym als
Dimer aus (siehe Abb. 1.8.). Der genaue Reaktionsmechanismus ist nicht bekannt, da

Kristallisationen der HPPR mit Substrat nicht erfolgreich waren (Janiak, 2007).
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1. Einleitung

1 ATGGAGGCGATTGGCGI TTTGATGATGT GCCCGAT GAGCACCTACT TGGAGCAAGACCTT
1 MEAI GVL MMCPMSTYLEQE'L

61 GACAAGCGGTTCAAGCTCTTTCGT TACT GGACT CAGCCGGECGCAGCGCGACTTCCTCGCT
21 b K RF KLFRYWTOQPAOQRDTFTLA

121 CTGCAGGCCGAGT CTATCCGCGCGGT GGT TGGGAAT TCGAACGCCGGT GCCGATGCTGAG
41 L Q AESI RAVV GNSNAGADAE

181 TTGATCGACGCACTGCCGAAACT GGAGATTGT GTCGAGCT TTAGCGT GGGTCTGGATAAG
61 L I DAL P KULEI VSSF SV GL DK

241 GTTGACTTGATCAAGT GT GAGGAGAAGGEGEGEGT TAGGEGT TACCAACACGCCCGATGIGCTG
81 v D LI KCEEIKGVR RV TNTWPDVL

301 ACGGATGACGT CGCGGATTTGGCGATCGEGT TGAT TTTGECGGT TTTGAGGECGGATTTGT
102 T b DV ADLAI GL I L AVLRRI C

361 GAGIGIGATAAGTATGT GAGGAGAGGGGECGT GGAAATTTGGAGACT TCAAGT TGACGACT
122 E C D K'Y VRRGAWKTFGDU FIKLTT

421 AAGTTCAGCGGTAAAAGAGT TGGCATCATAGGAT TGGECAGAAT CGGGT TAGCAGI TGCT
141 K F S G K RV G111 I 6L GRI1 GL AV A

481 GAGCGAGCAGAGGCATTTGATTGICCAATCAGT TACTTTTCAAGATCCAAGAAACCCAAC
161 E R A E AFDCUPI SYFSRSKIKPN

541 ACAAACTACACATACTATGGCAGCGT TGTAGAATTGGECGT CAAACAGT GACATCCTAGTC
181 T N Y T Y Y GS VVELASNSUDI L V

601 GTAGCATGICCCCTGACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGTAATCGATGCT
200v ACPL TPETTMHI I NREVI DA

661 CTGGGTCCAAAGGGAGT TCTCATCAACAT TGGAAGGGEGACCTCATGT TGATGAGCCCGAA
221 L G P K GV LI NI GRGPHV DEPE

721 CTGGIGICTGCTCTTGT GGAGGEGECCGT CTGEGT GGCGCTGGTCTTGATGTATTCGAAAGG
241 L V. S AL VEGRLGGAGLDVZEFER

781 GAACCAGAGGTACCGGAGAAGCTCTTCGGTCTGGAAAATGT TGTCCTGT TGCCACATGTA
261 E P EVPEIKILVFGLENVVLLPHYV

841 GGGAGTI GGCACCGT GGAAACGCGTAAAGT GATGECTGATCTTGT CGT CGGAAACT TGGAA
281 G S G T vV ETRIKVMADTLVYV GNIL E

901 GCTCACTTCTCCGGCAAGCCTCTCTTAACTCCAGTAGTITTGA
301 AHF S GKWPLLTPVV?*

Abb. 1.7.: Nukleotid- und Aminoséuresequenz der HPPR von Kim et al. (2004). Die in D-lsomer-
spezifischen 2-Hydroxysaure Dehydrogenasen konservierten Aminoséauren sind farbig markiert: das
GxGxxG-Motiv der Cosubstrat-Bindedomane in blau, weitere konservierte Aminoséuren in rot.
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1. Einleitung

Katalytische Spalte

(a) Substrat-Bindedomane Cosubstrat-Bindedomane (b)

Abb. 1.8.: Struktur der HPPR nach Janiak (2007); (&) Monomer-Struktur; (b) Dimer-Struktur

1.4.4. RAS

Ein spezifisches Enzym der Rosmarinsaurebiosynthese ist die RAS, die die Veresterung der
beiden intermediaren Vorstufen aus den Ausgangsaminosauren katalysiert. In nativer Form
setzt sie vorzugsweise die monohydroxylierten Substrate 4-Cumaroyl-CoA und pHPL um,
akzeptiert jedoch auch die dihydroxylierten Formen Caffeoyl-CoA und DHPL (Petersen,
1991). Als ungeeignete Substrate fiur die rekombinant exprimierte RAS erwiesen sich
Shikimisdure und Chinaséaure (Berger et al., 2006). Damit unterscheidet sich die RAS trotz
Sequenzahnlickeit von etwa 55% mit einer Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimisaure/Chinasaure
Hydroxycinnamoyltransferase aus Nicotiana tabacum (Hoffmann et al., 2003) von anderen
Hydroxycinnamoyltransferasen.  Hydroxycinnamoyltransferasen sind zusammen  mit
Cytochrom P450 Monooxygenasen an der Biosynthese von phenolischen Verbindungen und
Lignin-Monomeren beteiligt durch die Bildung von Caffeoyl-CoA aus 4-Cumaroyl-CoA Uber
die Zwischenstufen eines Esters mit Shikimisdure und/oder Chinasdure (HCT/HQT)
(Hoffmann et al, 2004). Eine andere Rolle der Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinasaure
Hydroxycinnamoyltransferasen (HQTSs), die (fast) nur Chinaséure akzeptieren, ist die Bildung
von Chlorogensaure, welche in vielen Pflanzen der Pathogenabwehr dient und antioxidative
Eigenschaften besitzt. Dies zeigt, dass die RAS ein spezifisches Enzym der
Rosmarinsaurebiosynthese ist und wahrscheinlich nicht einem grundlegenden

Stoffwechselweg wie der Ligninsynthese angehdrt (Petersen et al., 2009).
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1. Einleitung

Eine RAS-cDNA aus Coleus blumei erhielt man auf Grundlage von Peptidsequenzen aus
aufgereinigtem RAS-Protein aus Zellkulturen (Berger et al., 2006). Das offene Leseraster der
RAS umfasst 1290 bp und kodiert fur ein Protein mit 430 Aminosauren (Abb. 1.9.), das durch
Sequenzvergleich mit Datenbanken der Proteinsuperfamilie der BAHD Acyltransferasen
zugeordnet werden konnte (Berger et al., 2006).

BAHD Acyltransferasen katalysieren im Allgemeinen den Acyltransfer einer mit Coenzym A-
aktivierten Saure auf verschiedene Akzeptormolekile und sind vor allem am
Sekundarmetabolismus beteiligt (z.B. Vinorin Synthase aus Rauvolfia serpentina, Ma et al.,
2005; Anthocyan 5-aromatische Acyltransferase aus Gentiana triflora, Fujiwara et al., 1998).
Die Familie der BAHD Acyltransferasen wurde nach den ersten vier bekannten Enzymen
dieser Familie benannt (D’Auria, 2006). Diese Enzyme sind typischerweise Monomere und
enthalten die konservierten Motive HxxxD(G) und DFGWG. HxxxD(G) ist an der
Substratbindung und Katalyse beteiligt und bedingt damit die Spezifitat fir CoA-aktivierte
Sauren. Das DFGWG-Motiv liegt in der Ndhe des C-Terminus (Abb. 1.9.). Seine Funktion ist
noch nicht ndher bekannt, scheint aber nicht direkt am katalytischen Mechanismus beteiligt
zu sein. Mutationsstudien zeigen jedoch, dass Verdnderungen in beiden Motiven zu einer
starken Verminderung der Enzymaktivitat fihren (zusammengefasst von D’Auria, 2006).

Die Struktur und der Reaktionsmechanismus der Vinorin Synthase wurden von Ma et al.
(2005) aufgeklart. Da der Histidin-Rest im HxxxD(G) in allen Acyltransferasen konserviert ist,
wird angenommen, dass die Reaktionen &hnlich verlaufen. Die Vinorin Synthase ist ein
globulares Protein mit zwei Domanen, die Uber eine Schleife verbunden sind (Abb. 1.10.).
Der Kanal zwischen den beiden Doméanen bildet das aktive Zentrum, in das der Histidin-Rest
hineinragt. Das Histidin deprotoniert den Stickstoff oder Sauerstoff des Akzeptormolekuls.
Durch einen nukleophilen Angriff auf den Carbonylrest des CoA-Esters entsteht eine
tetraedrische Zwischenstufe, welche durch Protonierung CoA und den acylierten Ester bzw.
das acylierte Amid freisetzt (Ma et al., 2005).

Die RAS aus Coleus blumei enthalt auf genomischer Ebene ein Intron von 914 bp Lange,
das nach 405 bp zu finden ist (Petersen et al., 2009). Dies ist ein sogenanntes Q-Intron, da
es typischerweise nach der Aminosaure Glutamin (im Einbuchstabencode Q) zu finden ist,
und zwar 17 Aminosauren vor dem HxxxD(G)-Motiv.

Die meisten Enzyme dieser Superfamilie scheinen im Cytosol lokalisiert zu sein, und auch
die RAS von Berger et al. (2006) besitzt keine bekannten Signalsequenzen fir

Zellkompartimente.
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1. Einleitung

1 ATGAAGATAGAAGT CAAAGACT CGACTAT GATAAAGCCGT CGECGGAGACGCCGEEEEEG
1 MKI EVKDSTMI KPS AETUPGSG

61 AGTTTGIGECTCTCAAATTTGGACT TGI TGT CGCCGECCAACTACCACACCCTCAGCGT G
22 S L wL S NL DULULSPANYHTIL SV

121 CACTTCTACAGCCACGACGGECTCCGACAACT TCTTCGACGCGECEEEGT TGAAGGAGTCG
41 H F Y S HD GSDNZFFDAAGL K E S

181 CTCAGCCGAGCTCTGGT TGAGT TCTACCCT TACGCGGGGAGGT TGAAGCTGAACGGCAAC
61 L S RALV EFYWPYAGRTLIKTILNGN

241 CGCCTCGAGATCGACTGTAACAACGAGGGGT TGCTGT TGGT GGAGGCGGAGT GCGACGEC
81 R L EI D CNNEGL L L V EAETCTDG

301 GCGTTGGATGAGCT CGECGACT TCGCCCCCCGCCCGGAGCTCAACCTCATCCCTAAAGT G
101 AL DEL GDFAPRZPETLNLI P KV

361 GATTATTCTCGAGGAATTTCCACATACCCTCTCATGGT TTTTCAGCTAACTCGCTTCAAA
122 DY S RGI S TYPLMVFOQLTRFK

421 TGCGGECGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACGAGCACCACT TATCCGACGECGT CECCGCC
141 C G G V AL GV ANEHMHL S DGV AA

481 CTCCACTTCATCAACACATGGEGECCCACCT CAGCCGECGECECCCCCGCCCCTACCCCCCTG
61 L H F I NTWAMHLSRGAPAPTPL

541 CCGCACTTCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTCGCAACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCAC
1881 P HF DR S SL SARNZPPOQPQFSH

601 GCCGAGTACCAGCCTCCTCCCACTCTCGAAAACCCT CTTCCCCACACCGACATCGCCCAC
200AE Y QPPPTLENPLWPMHTDI AH

661 TCCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCAACT CCCTCAAGT CCAAATTCAAAACCGCC
2212 S R F K L T R D QL NSL K S KF K TA

721 CCCGCCGACGGECGECECCGECAAATCCTACAGCACGT TCGAGGT TCTTGCCGGCCATATC
241 P AD GGAGKSY STFEVLAGH.I

781 TGGCGCAGCGT CTGCATCGCCCGCGECCT GCCCGAGGEGET CAAGAGACCAAGCTCCACATC
261 WR SV CI ARGLPEGQETK KL HI

841 CCCTTCGACGGECCGCGGECAGGCTGCAGCT GCCGCCGGEGAT TCTTCGECAACGCCATCTTC
281 P F DGRGRL QL PPGFZFGNAI F

901 TTCGCCACTCCCATCGCCACGT GCGECGAGAT CGAGT CGAACTCGCTGAATTACGCCGT G
301 F AT PI ATCGEI ESNSILNYAYV

961 CGTAGAGT CAGCGACGGECGT GAGCCGECTGGAT GAGGACTACCT GCGATCGT CGATCGAT
322 R RV S DGV SRLDEDYULRSS 1 D

1021 TTCTTGGAGCT GCAGGAAGATATAAGCAAGCT GGCGCAGGGAGCTCACAGI TTCAGGTGC
341 F L E L Q EDI S KL AQGAHS ST FRTC

1081 CCTAATCTGIGGGT GATCAGI TGEGT GTGGCTGCCGATTTACGAGCCGGATTTCGGEGT GG
361 P N L WV I S WVWLPI Y EPUDTFGW

1141 GCGAAGGECGGT GTATATGGEEECCGT GBECEECECCET TTGAAGGGAAGAGCTACCTTCTG
38 G K AVY MGPWAAPUFEGIKSYLL

1201 CCTAACCCGGAAAAAGATGGCAGCTTGT TCGTCTCCATCACTCTGCATAAGCAACACATG
401 P NP E K D G S L FV S| T L HKIOQHWM

1261 GAGAGATTTGAGAAGT TGITTTATGAGATTTGA
421 E R F E K L F Y E I *

Abb. 1.9.: Nukleotid- und Aminosauresequenz der RAS aus Coleus blumei (Berger et al., 2006). Die
in BAHD Acyltransferasen konservierten Aminosauren sind farbig markiert: das DFGWG-Motiv in rot,
das HxxxD(G)-Moativ in blau.
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1. Einleitung

Um konkretere Aussagen Uber die Funktion der von Berger et al. klonierten RAS machen zu
kénnen und eventuell auch etwas Uber die Regulation der Rosmarinsdurebiosynthese
herauszufinden, wurden RNAi- und Uberexpressionsstudien im Zuge dieser Arbeit
durchgefihrt.

Abb. 1.10.: Struktur der Vinorin Synthase aus Rauvolfia serpentina. (aus Ma et al., 2005). In der Mitte
der Darstellung ist in schwarz die Orientierung des Coenzym A gezeigt. Die Aminosauren der
konservierten Motive sind schwarz markiert: HxxxD(G) (mittig) und DFGWG (oben rechts).

1.5. HPR und Photorespiration

Die von Kim et al. (2004) klonierte HPPR aus Coleus blumei besitzt 87% Identitat zu der von

Timm et al. (2008) beschriebenen cytosolischen Hydroxypyruvat Reduktase (HPR2: E.C.
1.1.1.81) aus Arabidopsis thaliana. Aus diesem Grund sollte die rekombinante HPR2 aus
Arabidopsis thaliana in dieser Arbeit charakterisiert werden.

Die HPR2 ist ein Enzym, das an der Photorespiration beteiligt ist. Die Photorespiration ist ein
wichtiger Prozess des Primarstoffwechsels, der eine Nebenreaktion des
Photosyntheseenzyms Ribulose-1,5-Bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RubisCO, E.C.
4.1.1.39) korrigiert. Die RubisCO ist fur die Kohlendioxidfixierung verantwortlich und
katalysiert die Carboxylierung von Ribulose-1,5-Bisphosphat zu zwei 3-Phosphoglycerat.
Uber den Calvinzyklus werden Zucker synthetisiert und ausgeschleust und Ribulose-1,5-
Bisphosphat regeneriert. Die dafur notige Energie in Form von ATP und die
Reduktionsaquivalente (NADPH) liefern die photosynthetischen Lichtreaktionen. Wie der
Name der RubisCO bereits besagt, Ubertragt die RubisCO nicht nur Kohlendioxid, sondern
auch Sauerstoff, besonders unter CO,-armen Bedingungen, wie sie z. B. bei geschlossenen
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1. Einleitung

Stomata auftreten. Dabei entsteht nur ein Molekil 3-Phosphoglycerat und auf3erdem ein
Molekil 2-Phosphoglykolat. 2-Phosphoglykolat ist fir die Pflanze in grof3en Mengen toxisch
und wird deshalb tber die Photorespiration entfernt und als 3-Phosphoglycerat wieder dem
Calvinzyklus zugefuhrt (siehe Abb. 1.11.). Dies findet in mehreren Schritten statt, und es sind
aul3er den Chloroplasten als Ort der Kohlenstoff/Sauerstoff-Fixierung noch Peroxisomen und
Mitochondrien als Reaktionsorte beteiligt. Das durch Sauerstoff-Fixierung der RubisCO
entstandene 2-Phosphoglykolat wird dephosphoryliert und als Glykolat in die Peroxisomen
transportiert (a). In den Peroxisomen wird das Glykolat zu Glyoxylat oxidiert. Dabei entsteht
Wasserstoffperoxid (H,O,), das durch die Katalase in den Peroxisomen sofort zu Wasser
und Sauerstoff umgesetzt wird. Das Glyoxylat wird durch eine Transaminierung zu Glycin
umgewandelt (b). Glycin wird in die Mitochondrien transportiert, wo aus zwei Molekilen
Glycin Serin gebildet und Kohlendioxid freigesetzt wird (c). Serin wird wieder zuriick in die
Peroxisomen transportiert, und dort entsteht durch eine weitere Transaminierung
Hydroxypyruvat. Hydroxypyruvat wird dann durch die peroxisomale HPR1 zu Glycerat
umgesetzt und zuriick in die Chloroplasten transportiert (d). Dort findet eine
Phosphorylierung statt und das so entstandene 3-Phosphoglycerat kann wieder in den

Calvin-Zyklus eintreten (e) (Raven, 2000).

' (a) Reaktion | s T

- P; S w (b) Reaktionen 2 und 3 ™
Phosphoglykolat _.% Glykolat %’f Glykolat Glyoxylat Glycin —‘A—-—-ﬁ Glyein
); <
/ Glycin
OJ \[ €O, / @ H0, Glutamat a-Ketoglutarat \ T
| 1 NAD'
Ribulose- f Katalase \
1,5-Bisphosphat ] j () Reaktion 4
I s i
RIBD) ylyin- | H,0 20; J NADH
zyklus | +H
€) Reaktion 7 | G
% - \ (d) Reaktionen 5 und 6: | €O, xl NH
/ W
3-Phosphoglycerat Glycerat (—-— Glycerat Hydroxypyruvat Serin e—— Serin
(PGA) b /
ADP  ATP \_ NAD' NADH+H"  Ghcin Glyoxylat /
Peroxisom
Mitochondrion
Chloroplast

Abb. 1.11.: Schema der Photorespiration: zur Beschreibung der einzelnen Reaktionen (a) bis (e)
siehe Text. Die Reaktion der peroxisomalen HPR1 ist durch einen blauen Kasten hervorgehoben.
(Raven, 2000).
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Viele Untersuchungen wurden bereits zur Photorespiration und den beteiligten Enzymen
gemacht, doch gibt es noch immer grofR3e Licken im Verstandnis tber deren Ablauf. Einige
Studien lieRen z.B. vermuten, dass die Reaktion von Hydroxypyruvat zu Glycerat spezifisch
nur von der HPR1 durchgefiihrt wird (Heupel et al., 1991). Versuche mit einer Gersten-
Mutante, die eine stark reduzierte HPRI1-Aktivitat aufwies, zeigten jedoch, dass unter
Versuchsbedingungen keine Beeintrachtigung der Vitalitéat auftrat wie bei anderen Photo-
respirations-Mutanten. Daher wurde die Existenz einer weiteren cytosolischen HPR2
postuliert (Kleczkowski und Randall, 1988). Timm et al. gelang es dann 2008 aus einer hprl-
Mutante von Arabidopsis thaliana HPR2 zu identifizieren. In Arabidopsis thaliana zeigen die
beiden Enzyme 51% Ahnlichkeit. Es konnte auch feststellt werden, dass knock-out Mutanten
der einzelnen HPR-Gene sich nur geringflgig von Wildtyp-Pflanzen unterschieden. Eine
Doppelmutante, bei der sowohl HPR1 als auch HPR2 betroffen waren, zeigte eine deutliche
Beeintrachtigung der Photosyntheseleistung unter Versuchsbedingungen, da keine
Photorespiration mehr durchgefihrt werden konnte. Dies lasst darauf schlieRen, dass HPR2
dazu in der Lage ist, die Funktion von HPR1 fast vollstandig zu tGbernehmen, und dass die
Photorespiration nicht auf die Organellen beschrankt ist, sondern auch das Cytosol beteiligt
ist. Man nimmt an, dass die cytosolische HPR2 im Falle voll ausgelasteter Photorespiration

Uberschissiges aus den Peroxisomen austretendes Hydroxypyruvat umsetzt.

1.6. Coleus blumei

Coleus blumei ist auch unter den Synonymen Solenostemon scutellarioides (L.) Codd, C.
blumei var. verschaffeltii (Lem.) Lem., C. hybridus hort. ex Voss, C. pumilus Blanco, C.
scutellariodes (L.) Benth., C. verschaffeltii Lem., Ocimum scutellarioides L. und Plectranthus
scutellarioides (L.) R. Br. bekannt (Janiak, 2007). In dieser Arbeit wird der gebrauchlichste
Name Coleus blumei verwendet.

Coleus blumei ist eine Pflanze der Familie Lamiaceae, die in subtropischen Gebieten
beheimatet ist. In Deutschland ist sie als Zierpflanze unter dem Namen Buntnessel verbreitet
(Abb. 1.12.). Da sie den sekundéren Pflanzeninhaltsstoff Rosmarinsdure in grof3eren
Mengen enthalt (bis zu 9% des Trockengewichtes), wurden Pflanzenzellkulturen zur
Forschung genutzt (Petersen, 1994).

Coleus blumei und andere Arten der Gattung Coleus werden vor allem in den Heimatlandern
als traditionelle medizinische Zubereitung angewendet, z.B. zur Behandlung von
Kopfschmerzen, Koliken oder Hamatomen (Ragasa et al., 2001). Pharmazeutisch
interessant ist die Art Coleus forskohlii Brig., die Forskolin enthélt, das antihypertensiv wirkt

und die Kontraktivitat des Herzmuskels steigert (Lindner et al., 1978).
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Ein Problem, das sich in der Forschung mit Coleus blumei ergibt, ist der amphidiploide
Chromosomensatz dieser Pflanze. Dies kann bei der Identifikation bestimmter Gene und
Proteine Schwierigkeiten bereiten, und die Auswirkungen von Eingriffen in die Genregulation
sind eventuell schwer zu beurteilen. Aus diesem Grund wurde bereits begonnen, Melissa
officinalis, eine Lamiaceae mit normalem diploidem Chromosomensatz, als alternative

Pflanze fir Untersuchungen der Regulation der Rosmarinséure-Biosynthese zu untersuchen.

Abb. 1.12.: Blatter der Buntnessel

1.7. Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit

Mehrere putative Gene der Rosmarinsaure-Biosynthese wurden aus Coleus blumei kloniert
und sequenziert. Hydroxy(phenyl)pyruvat Reduktase (H(P)PR) (Kim et al., 2004) und
Rosmarinsaure Synthase (RAS) (Berger et al., 2006) sollten in Bezug auf ihre Bedeutung in
der Rosmarinsaurebiosynthese untersucht werden. Zu diesem Zweck sollten mehrere binare
Plasmid-Konstrukte erstellt und in Agrobacterium rhizogenes eingebracht werden. HPPR und
RAS sollten als RNAi- und als Uberexpressions-Konstrukte in Pflanzenmaterial (Coleus
blumei) eingebracht werden; als Kontrollen dienten Transformanten mit leerem Vektor und
ohne Vektor. Zusétzlich sollte die Methode der RNAi und die Transformation von
Pflanzenmaterial mit Agrobacterium rhizogenes fir dieses Labor etabliert werden.
Gewonnenes transgenes Pflanzenmaterial in Form von Hairy Roots sollte diversen
molekularbiologischen, enzymatischen und analytischen Tests unterzogen werden, um
deren Transformationsergebnisse zu charakterisieren und die Ergebnisse anschlielRend zu
diskutieren.

Da die HPR2 aus Arabidopsis thaliana bereits als rekombinantes Enzym in einem
Expressionsvektor vorlag (Janiak, 2007) und teilweise charakterisiert wurde (Virginie
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Berghoff, unveroffentlicht), sollte die Charakterisierung vervollstandigt werden. Die
Ergebnisse der Charakterisierung sollte mit der der rekombinanten HPPR aus Coleus blumei
(Janiak, 2007) und der nativen HPPR aus Coleus blumei (H&ausler et al., 1991; H&ausler,
1989) verglichen werden, da die Enzyme 76,7 % ldentitat in ihren Aminosauresequenzen
aufweisen. Dies sollte abklaren, wie sich diese Enzyme in Hinblick auf ihr katalytisches

Verhalten und ihre Substratspezifitdten unterscheiden.
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2. Methoden

2.1. Erstellung von RNAI- und Uberexpressions-Konst rukten

2.1.1. Die Vektoren pHANNIBAL und pART27 und die Au swahl der zu klonierenden

Sequenzen
Fir die Herstellung der RNAi- und Uberexpressions-Konstrukte zur Transformation von

Pflanzenmaterial zur Erzeugung gentechnisch veranderter Hairy Roots wurde die
Kombination aus dem Klonierungsvektor pHANNIBAL (Wesley et al., 2001) und dem binaren
Vektor pART27 (Gleave, 1992) verwendet. pHANNIBAL dient der Herstellung von RNAI-
Konstrukten (Abb. 2.1.).

Nodl (5819)
QCS erminator
Xhba | oy —
Bam HI f,:-_';i---"' ot
i 111 S

Clal~ ) MCS I

i,
INTRON - Amg resistance

Kpn | | pHANNIBAL
EcoRl

Xhol MCS |

CaMV 355
Promoter -
Mol (F859)

Abb. 2.1.: pHANNIBAL-Vektorkarte: Amp resistance: Ampicillin-Resistenz; CaMV 35S Promoter:
konstitutiver Promotor aus dem Cauliflower Mosaic Virus; MCS |: Multiple Cloning Site mit den
Restriktionsschnittstellen Xhol, EcoRl und Kpnl; MCS II: Multiple Cloning Site mit den
Restriktionsschnittstellen Clal, Hindlll, BamHI und Xbal; Intron: Intron 2 des PDK (Pyruvat
Orthophosphat-Dikinase) Gens aus Flaveria trinervia; OCS terminator: Terminator des Octopin-
Synthase-Gens aus Agrobacterium tumefaciens; Restriktionsschnittstelle Notl zur Subklonierung der
RNAi-Konstrukte in einen bindren Vektor.

RNAIi-Konstrukte bestehen aus zwei komplementéren Teilsequenzen eines Zielgens, die in
»sense” und ,antisense” Richtung Uber ein Intron verbunden sind. Wird dieses Konstrukt in
der Pflanze spater transkribiert, hybridisieren die komplementaren RNA-Strange und bilden
zusammen mit dem Intron eine Haarnadel-Struktur. Diese Doppelstrang-RNA fiihrt dann zu
dem natdrlichen Prozess der RNA Interferenz (RNAI) oder des PTGS (posttranscriptional
gene silencing). Dieser Prozess wurde in der Einleitung unter 1.1. bereits ausfuhrlich

beschrieben. Somit erhalt man einen sequenzspezifischen Abbau der Ziel-mRNA.
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Der pHANNIBAL-Vektor ist speziell dafiir konstruiert, die Teilsequenz eines Zielgens mithilfe
der unterschiedlichen Schnittstellen in MSC | und MSC Il einmal in ,sense“-Richtung und
einmal in ,antisense“-Richtung in den Vektor einzubringen. Man wéhlt ein mindestens 300 bp
langes Stlick seines Zielgens aus und fertigt dafir Primer an, die einmal entsprechende
Schnittstellen fur MCS | enthalten und einmal geeignete Schnittstellen fur MCS Il. In zwei
verschiedenen PCR-Reaktionen werden nun zwei PCR-Produkte des Zielgens erstellt. Nach
einem Restriktionsverdau mit den entsprechenden Enzymen konnen die Stlicke
nacheinander in die beiden MCS ligiert werden. Das PCR-Stick, welches die
Restriktionsschnittstellen fur MCS | enthalt wird in ,sense“-Richtung und das PCR-Stiick mit
den Restriktionsschnittstellen fur MCS |l wird in ,antisense“-Richtung in den Vektor
eingebaut (Helliwell und Waterhouse, 2003).

Das PDK-Intron dient einerseits als Platzhalter, um die Klonierung der ,sense“-,antisense‘-
Konstrukte zu erleichtern, andererseits ist es notwendig, um eine gewisse Stabilitéat des
Konstrukts in E. coli zu erzielen. Dabei hat sich herausgestellt, dass die Verwendung eines
funktionalen Introns als Platzhalter zu einer héheren Effizienz beim ,Silencing” fuhrt (Wesley
et al., 2001).

Zur Wahl der Teilsequenz des Zielgens sind einige Regeln zu beachten. Die Teilstlicke
sollten eine Lange von 300 bis 700 bp aufweisen. Die Zielregion sollte sich etwa 50 bis
100 bp vom Startcodon abwarts befinden. Die Sequenz sollte - &hnlich wie bei Primern -
einen G+C-Gehalt >50 % aufweisen. Wiederholungen von Nukleotiden ab 3 aufwarts sollten
vermieden werden. Zusatzlich muss die Zielsequenz spezifisch fir das Gen sein, dessen
Expression man unterdriicken méchte, um unspezifisches ,Silencing” zu verhindern. Man

sollte daher Motive meiden, die in bestimmten Proteinklassen spezifisch vorkommen.

In dieser Arbeit wurden die Gene Hydroxypyruvat Reduktase (HPPR) und Rosmarinsaure
Synthase (RAS) fur die RNAIi-Konstrukte ausgewahlt, um die Auswirkungen einer
verringerten oder unterdriickten Expression dieser Gene auf die Rosmarinsaurebiosynthese
zu untersuchen.

Fur die HPPR wurde ein 646 bp langes Stiick zur RNAi-Konstruktion ausgewahlt (Abb. 2.2.).
Als Vorlage fir die PCR (siehe 2.1.2)) diente ein pET15b Vektor mit dem vollstandigen
offenen Leserahmen der HPPR-cDNA aus Coleus blumei. Mit dem Primerpaar HPPR
1f/HPPR 2rc (siehe 3.3.) wurde ein PCR-Stick amplifiziert und in die Schnittstellen
Kpnl/EcoRlI in ,sense“-Richtung in den Vektor eingebracht (siehe 2.1.5. Restriktionsverdau;
2.1.7. Ligation; 2.1.8. Transformation; 2.1.11. Miniprédp). Das mit dem Primerpaar HPPR
3f/HPPR 4rc (siehe 3.3.) gewonnene PCR-Stuick wurde in die Schnittstellen Hindlll/BamHI in
~-antisense“-Richtung in den pHANNIBAL-Vektor ligiert (siehe 2.1.7.).
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atggaggcgattggcegttttgatgatgtgcccgatgageacctacttggag caagagcttgacaagcggttcaagct
ctttcgttactggactcagccggegeagegegacttcctcgetctgcagge cgagtctatccgegeggtggttggga
att cgaacgccggtgccgatgctgagttgatcgacgcactgccgaaactggaga ttgtgtcgagctttagcgtgggt
ctggataaggttgacttgatcaagtgtgaggagaagggggttagggttacc aacacgcccgatgtgctgacggatga
cgtcgcggatttggcgatcgggttgattttggeggttttgaggceggatttg tgagtgtgataagtatgtgaggagag
gggcgtggaaatttggagacttcaagttgacgactaagttcagcggtaaaa gagttggcatcataggattgggcaga
atcgggttagcagttgctgagcgagcagaggcatttgattgtccaatcagt tacttttcaagatccaagaaacccaa
cacaaactacacatactatggcagcgttgtagaattggcgtcaaacagtga catcctagtcgtagcatgtcccctga
ctccagaaacaactcatattatcaatcgagaagtaatcgatgctctgggtc caaagggagttctcatcaacattgga
aggggacctcatgttgatgagcccgaactggtgtctgcetcttgtggaggge cgtctgggtggegcetggtettgatgt
attcgaaagggaaccagaggtaccgg agaagctcttcggtctggaaaatgttgtcctgttgccacatgtagggagtg
gcaccgtggaaacgcgtaaagtgatggctgatcttgtcgtcggaaacttgg aagctcacttctccggcaagcectcte
ttaactccagtagtttga

Abb. 2.2.: Sequenz der HPPR; Start- und Stoppcodon sind griin markiert; der blau markierte Bereich
wurde fur die Herstellung der RNAi-Konstrukte gewahit.

Primer fur die Amplifikation der HPPR-Teilsequenzen fir RNAi-Konstrukte:

HPPR 1f: 5’- CAG GAT CCG AAC GCC GGT GCC (EcoRlI)
HPPR 2rc: 5’- CGA AAG GGA ACC AGA GGT ACC GG (Kpnl)
HPPR 3f: 5’- CAG AAT TCG AAC GCC GGT GCC (BamHI)

HPPR 4rc: 5~ CGA AAG GGA ACC AGA GAA GCTTCG C  (Hindlll)

Zur Herstellung der RAS RNAIi wurde ein 645 bp langes Stick der RAS (Abb. 2.3.)) in
»sense“-Richtung mit RAS 1for/RAS 2rev (siehe 3.3.) mit den Schnittstellen EcoRI und Kpnl
in pHANNIBAL ligiert (siehe 2.1.5. Restriktionsverdau; 2.1.7. Ligation; 2.1.8. Transformation;
2.1.11. Miniprap). Das ,antisense“-Stlick wurde mit den Primern RAS 3for und RAS 4rev
(siehe 3.3.) amplifiziert und in die Schnittstellen BamHI und Hindlll in den Vektor gebracht.
Als Vorlage diente hier pET15b mit der Volllangen-Sequenz der RAS aus Coleus blumei.
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ATGAAGATAGAAGTCAAAGACTCGACTATGATAAAGCCGTCGGCGGAGHSBGGGAGTTTGTGGCTCTCA
TTTGGACTTGTTGTCGCCGGCCAACTACCACACCCTCAGCGTGCBAGTCHEGACGGCTCCGACAACTT
TCGACGCGGCGGGGTTGAAGGAGTCGCTCAGCCGAGCTCTGGTAGAGITAIGCGGGGAGGTTGAAG(
AACGGCAACCGCCTCGAGATCGACTGTAACAACGAGGGGTTGCTBANG@IIGAGTGCGACGGCGCGTT]
TGAGCTCGGCGACTTCGCCCCCCGCCCGGAGCTCAACCTCATCGGRRAAGTCTCGAGSRITCCACAT
ACCCTCTCATGGTTTTTCAGCTAACTCGCTTCAAATGCGGCGGAGAGECTIET CGCAAACGAGCACCACT
TCCGACGGCGTCGCCGCCCTCCACTTCATCAACACATGGGCCCAUI®BGECCCCCGCCCCTACCCC
GCCGCACTTCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTCGCAACCCACCGCGAGBCAGCBACGCCGAGTACCAGC(C
CTCCCACTCTCGAAAACCCTCTTCCCCACACCGACATCGCCCACTCEBAGGTCACCCGCGACCAGCTCA
TCCCTCAAGTCCAAATTCAAAACCGCCCCCGCCGACGGCGGCGTCCHAAABCACGTTCGAGGTTCTT
CGGCCATATCTGGCGCAGCGTCTGCATCGCCCGCGGCCTGCCHBABBAETMAGCTCCACATCCCCTT
ACGGCCGCGGCAGGCTGCAGCTGCCGCCGGGATTCTTCGGCAATHTCCEOTRCTCCCATCGCCACGT
GGCGAGATCGAGTCGAACTCGCTGAATTACGCCGTGCGTAGAGTERNBEIEGMGCCGGCTGGATGAGGA
CCTGCGATCGTCGATCGEGATTTGGAGCTGCAGGAAGATATAAGCAAGCTGGCGCAGGGAGOTCAGAIT
GCCCTAATCTGTGGGTGATCAGTTGGGTGTGGCTGCCGATLTAGEAG

NAA
CT
LTG
GGA

TA
GCT

AC
5C
CG
GC
CTA

Abb. 2.3.: Sequenz der RAS; Start- und Stoppcodon sind griin markiert; der blau markierte Bereich
wurde fur die Herstellung der RNAi-Konstrukte gewahlt; der orange markierte Bereich enthalt das
DFGWG-Motiv der BAHD-Acyltransferasen und wurde deshalb nicht RNAi-Konstrukte in Betracht
gezogen, um unspezifische RNAIi-Effekte zu vermeiden.

Primer fur die Amplifikation der RAS-Teilsequenzen fur RNAi-Konstrukte:
RAS 1for: 5-ATGAATTCATTT CCACATACCCTCTC (EcoRlI)

RAS 2rev: 5-ATG GTA CCA TCG ATC GAC GAT CGC (Kpnl)
RAS 3for: 5-ATG GAT CCATTT CCA CAT ACCCTCTC (BamHI)
RAS 4rev: 5-TAT AAG CTT ATC GAT CGACGATCGC (Hindlll)

Der pHANNIBAL-Vektor kann durch die Wahl der Schnittstellen auch fur die Herstellung
einer Expressionskassette fiir Uberexpressionsexperimente verwendet werden, da er den
konstitutiven Promoter CaMV35S enthalt. Dafir wahlt man die vordere Schnittstelle aus
MCS | und die hintere Schnittstelle aus MCS I, so dass das PDK-Intron aus dem Vektor
herausgeschnitten wird. In diese Restriktionsschnittstellen kann dann eine cDNA in Volllange
eingebracht werden (siehe 2.1.5. Restriktionsverdau; 2.1.7. Ligation; 2.1.8. Transformation;
2.1.11. Miniprap).

Fur die HPPR wurde die Schnittstellenkombination EcoRI/BamHI verwendet und fur die RAS
Xhol/BamHI. Die jeweils zuerst genannte Restriktionsschnittstelle befindet sich vor dem
Startcodon des jeweiligen Gens, die zweite Restriktionsschnittstelle hinter dem Stoppcodon.
Durch die Wahl von zwei verschiedenen Schnittstellen wird sicher gestellt, dass das nicht
bendtigte PDK-Intron ausgeschnitten wurde und dass die Gene in der richtigen Orientierung
in den pHANNIBAL-Vektor ligiert wurden. Eine Uberexpression der cDNAs in der Pflanze
durch den CaMV35S-Promotor ist somit gewéahrleistet.
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Primer fur die Amplifikation des vollstandigen offenen Leserasters der HPPR und der RAS
zur Ligation in pHANNIBAL:

HPPR Xhol for: 5- TAT GAATTC ATG AAG ATAGAA GTC AAAG
HPPR BamHIrev: 5-GAT GGA TCC TCA AAT CTC ATAAAACAAC
RAS EcoRl for: 5- ATA CTC GAG ATG GAG GCG ATT GGC

RAS BamHI rev: 5'- TAT GGA TCC TCA AAC TAC TGG AGT TAA GAG

pHANNIBAL kann nicht direkt zur Transformation von Pflanzenmaterial mit Hilfe von
Agrobakterien verwendet werden, da der Vektor keine Sequenzen fir ,right border* (RB) und
Jeft border” (LB) aufweist, welche die Agrobakterien bendtigen, um genetisches Material in
das Pflanzengenom zu integrieren. Deshalb wird die in pHANNIBAL erstellte RNAI- bzw.
Uberexpressionskassette in den binaren Vektor pART27 eingefiihrt (Abb. 2.4.), wobei die
Notl-Schnittstellen des pHANNIBAL und des pART27 zum Tragen kommen (siehe 2.1.5.
Restriktionsverdau; 2.1.6. ,Cippen*; 2.1.7. Ligation; 2.1.8. Transformation; 2.1.11. Miniprap).
pPART27 enthalt zusatzlich zu den RB- und LB-Sequenzen den Selektionsmarker
Kanamycinresistenz, mit dessen Hilfe transformiertes Pflanzenmaterial selektiert werden

kann.

T27
{10, 9kb}

TaT
SpR/StR Eall

Abb. 2.4.: Vektorkarte fir pART27: lacZ: Sequenz fir das B-Galactosidase-Protein zur Blau-Weil3-
Selektion; RB: ,right border®, Erkennungssequenz fiir Gentransfer durch Agrobakterien; LB: ,left
border”, Erkennungssequenz fur Gentransfer durch Agrobakterien; pnos-nptll-nos3’: kodiert fur eine
Aminoglycosid Phosphotransferase, welche Kanamycinresistenz in Pflanzen hervorruft; Tn7 SpR/StR:
Spectinomycin/Streptomycin-Resistenz zur Selektion in Bakterien; orige: Replikationsursprung fir
-multicopy“-Plasmide; oriT: Startpunkt der Replikation beim Transfer der T-DNA (horizontaler
Gentransfer); Notl-Schnittstelle: zur Ligation der Expressionskassette aus pHANNIBAL.
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2.1.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) fur Klonieru  ngen

Die Polymerase-Kettenreaktion (kurz: PCR fir engl. polymerase chain reaction) ist eine
Methode, die 1985 von Kary Banks Mullis entwickelt wurde, um einen bestimmten Abschnitt
der DNA in vitro zu vervielfaltigen, ohne einen lebenden Organismus, wie z.B. Escherichia
coli oder Hefe, zu benutzen (Saiki et al., 1985).

Der Ablauf eines PCR-Zyklus setzt sich aus drei Phasen zusammen:

(1) Denaturierung: Dabei wird der PCR-Ansatz auf 95 < erhitzt, um doppelstréangige DNA in
Einzelstrange aufzuschmelzen.

(2) Annealing: Beim Abkihlen des Ansatzes auf die Primer-spezifische Annealingtemperatur
lagern sich die Primer (Oligonukleotide von 20-30 Basen Lénge) an die entsprechenden
einzelstrangigen DNA-Abschnitte an, welche den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt
flankieren und welche komplementéar zu den Primern sind.

(3) DNA-Synthese: Die hitzestabile Tag-Polymerase ergdnzt den Gegenstrang bei einer
Temperatur von 72 C mit einer Geschwindigkeit von ca. 2000 Basen/min in 5'—3’-Richtung

Bei jedem dieser Zyklen verdoppelt sich die Menge des zu amplifizierenden Produkts bis
dieser exponentielle Anstieg der Vervielfaltigung ein Plateau erreicht, bei dem mehr Primer-

Template-Komplexe vorliegen, als die Polymerase in der Synthesezeit amplifizieren kann.

Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 pl durchgefiihrt. Es kam die GoTaq Flexi
DNA Polymerase und die dazu gehdrigen Reagenzien der Firma Promega zum Einsatz. Der

Reaktionsansatz wurde wie folgt pipettiert:

1,0 |ul | Template

5,0 |l | 5x Puffer

2,5 |ul | MgCl, 25 mM

0,5 [ul [forward Primer 10 pmol/ul
0,5 |pl [reverse Primer 10 pmol/ul
0,5 |ul |dNTPs 10 mM

0,1 |l | GoTag-Polymerase 5u/ul

15,0 |ul |steriles Wasser

25,0 |pl | Gesamtansatz
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Fur die PCR der Gesamtsequenz der HPPR und RAS wurde der High Fidelity PCR Enzyme

Mix (Fermentas) verwendet. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1,0 |ul [ Template

2,5 | pl | 10x Puffer + MgCl,
0,5 |l |dNTP-Mix

0,5 |pl |forward Primer
0,5 | ul | reverse Primer
0,1 | pl |HiFi-Enzyme Mix
20,0 |pl | steriles Wasser
25,0 | pl | Gesamtansatz

Zur Amplifikation von Fragmenten bis zu einer GroRRe von etwa 900 bp wurde folgendes

Programm des Thermocyclers (Mastercycler Gradient, Eppendorf) verwendet:

95T [1min
95 C |45s ]
X< [45s t x 36 Zyklen
72°C |[1min30s J
72 T |5 min
4 C | Reaktionsstopp

X°C entspricht den Annealingtemperaturen der einze Inen Primerpaare:

HPPR 1f/HPPR 2rc: 58 C
HPPR 3f/HPPR 4rc: 58 C
RAS 1for/RAS 2rev: 55 C
RAS 3for/RAS 4rev: 53 C
HPPR Xhol for/HPPR BamHI rev: 56 C
RAS EcoRI for/RAS BamHI rev: 59 C

2.1.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Analyseverfahren, mit dessen Hilfe die Gréf3e von
DNA-Fragmenten bestimmt werden kann. Bei dieser Methode nutzt man elektrische
Spannung, um negativ geladene DNA-Molekile durch eine porése Matrix (das Agarose-Gel)
wandern zu lassen. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zum
Logarithmus des Molekulargewichts des DNA-Fragmentes. Durch den Vergleich mit einem
DNA-Langenstandard, der DNA-Molekile bekannter Grol3e enthdlt, kann die GrolRe von
unbekannten DNA-Fragmenten bestimmt werden. Der Nachweis der DNA erfolgt mit

Ethidiumbromid. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaarstapel des DNA-
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Doppelstrangs und fluoresziert unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 254 nm. Diese
Fluoreszenz wird mit einer Kamera fotografisch dokumentiert.

Fur ein 0,7%iges Agarose-Gel werden die Menge von 0,7 g Agarose in 100 ml 0,5x TBE-
Puffer (5,4 g/L Tris; 2,75 g/L Borséaure; 0,93 g/L EDTA) aufgekocht, mit 5 pl Ethidiumbromid-
Losung (1%ig) versehen und in einen Geltréager gegossen. Nach dem Auspolymerisieren des
Gels wird es in eine Gelkammer mit 0,5x TBE-Puffer gesetzt. Zu den aufzutragenden Proben
wird eine entsprechende Menge an 6x Loading Dye (10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 60 mM EDTA,
60% Glycerin; 0,03% Bromphenolblau; 0,03% Xylencyanol FF) pipettiert und die Proben
anschlieRend in die Geltaschen gegeben. Hier wurde meist ein Gesamt-PCR-Ansatz von
25 pl mit 5 pl 6x Loading Dye versehen. An das Gel wurde eine Spannung von 120 Volt

angelegt. Die Laufzeit betrug etwa 60 Minuten.

2.1.4. Gelextraktion und Aufreinigung von Nukleinsd uren

Fur die Aufreinigung bzw. Extraktion von PCR-Produkten und Vektoren aus Agarosegel
wurde das NucleoSpin Extract 1l Kit (Macherey-Nagel) verwendet. Fur die Gelextraktion
wurden 200 pl/100 mg Agarosegel NT-Puffer zu dem ausgeschnittenen Gelstick mit der
gewlnschten DNA gegeben und bei 50 €T unter gelegen tlichem leichten Schitteln inkubiert
bis das Gelstiick aufgeldst war. Fir die Aufreinigung von PCR-Anséatzen wurden 200 pl pro
100 pl PCR-Ansatz NT-Puffer direkt in den PCR-Ansatz gegeben. Ab diesem Punkt wurde
fur die Aufreinigung und die Extraktion dasselbe Protokoll befolgt. Die Losung mit der DNA
wurde auf ein NucleoSpin-Saulchen gegeben und bei 11.000 g fur eine Minute zentrifugiert.
Bei diesem Schritt bindet die DNA an das Saulenmaterial. Der Durchfluss wurde verworfen.
Anschlieend wurde die Saule mit der gebundenen DNA mit 600 pl NT3-Puffer gewaschen
und wieder fir eine Minute bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Um
Uberschissigen NT3-Puffer vom Saulenmaterial zu entfernen, wurde erneut bei 11.000 g fur
zwei Minuten zentrifugiert. Die DNA auf dem Saulenmaterial wurde schlief3lich mit 20-50 pl
sterilem Wasser fir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und mit einer Zentrifugation
von einer Minute bei 11.000 g von der Saule eluiert. Die Lagerung der DNA erfolgte bei
-20 C.

2.1.5. Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen kann DNA an einer definierten, vom Enzym
abhangigen Erkennungssequenz geschnitten werden. Die Erkennungssequenzen sind etwa
vier bis acht Basenpaare lang und sind in ihrer Sequenz meist palindromisch. Die Enden

einer Schnittstelle kdnnen entweder glatt (,blunt ends”) sein, das heil3t, beide Strange der
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DNA werden an derselben Stelle geschnitten, oder Uberstehen (,sticky ends”), das heildt, es
kann entweder das 3’- (3'-Uberhang) oder das 5-Ende (5-Uberhang) langer als das andere

sein.

Ein Standardverdau setzt sich wie folgend zusammen:

X | ul | DNA (0,2-1 pg)
1,5 |ul |10x Puffer nach Herstellerangaben
0,5 |l [Restriktionsenzym (10 u/pl)
ad 15,0 |pl |steriles Wasser

15,0 |pl | Gesamtansatz

Fur einen Doppelverdau mit zwei verschiedenen Enzymen wurden die geeigneten
Pufferbedingungen laut Hersteller verwendet und statt einem Restriktionsenzym zwei
verwendet. Die Wassermenge wurde entsprechend angeglichen. Der Verdau wurde
mindestens 2 Stunden oder Uber Nacht bei 37 T inkubiert. Wenn nétig, wurden die

Restriktionsenzyme nach Herstellerangaben inaktiviert.

2.1.6. Dephosphorylieren von aufgeschnittenen Vekto ren

Die ,calf intestine phosphatase® (CIP) katalysiert die Hydrolyse freier Phosphatgruppen. Sie
dephosphoryliert DNA, RNA und Proteine. Dieser Vorgang wird wegen der Abklirzung des
Enzyms auch ,Cippen“ genannt.

Vektoren, die mit nur einem Restriktionsenzym aufgeschnittenen wurden, wie pART27 mit
Notl, mussten, um Religationen ohne Insert zu vermeiden, ,gecippt‘ werden. Da die ,calf
intestine alkaline phosphatase” (CIAP, Fermentas) in vielen Puffern der Restriktionsenzyme
aktiv ist, wurde nach Herstellerangaben das ,Cippen“ direkt im inaktivierten
Restriktionsverdauansatz durchgefuhrt. So wurden z.B. zu einem Restriktionsansatz von

15 pl Gesamtvolumen 0,2 ul CIAP (1u/ul) zugefiigt und bei 37 T eine Stunde inkubiert.

2.1.7. Ligationen

Bei der Ligation werden 3'-Hydroxy- und 5'-Phosphat-Ende einer oder mehrerer
Nukleinsaurestiicke mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase kovalent miteinander verbunden.
In dieser Arbeit wurde die Ligation zum Einklonieren von PCR-Fragmenten in Vektoren
genutzt.

Fiur einen Ligationsansatz wurden Vektor und Insert etwa in dem Verhdltnis 3:1 eingesetzt.

Die DNA-Konzentrationen wurden zuvor mit Hilfe der UV/VIS-Spektroskopie bestimmit.
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X pl | Vektor

y pl | Insert

1,5 pl | 10x Puffer vom Hersteller

2,0 pl | T4-DNA-Ligase (5 u/ul)
Ad 15,0 |ul |steriles Wasser

15,0 pl | Gesamtansatz

Der Ligationsansatz wurde bei 4 T Gber Nacht inkub iert.

2.1.8. Transformation von E. coli

Escherichia coli (E. coli) wurden mit Hilfe des Roti-Transform-Kits (Roth) fir
Transformationen kompetent gemacht.

Ein 100 ml-Erlenmeyer-Kolben mit 10 ml LB-Medium wurde mit 0,5 ml einer frischen
Ubernachtkultur (siehe 4.1.9.) eines E. coli-Stammes angeimpft. Die Bakterien wurden bei
37 T im Schiittler bei 220 UpM inkubiert bis sie eine ODgy zwischen 0,4 bis 0,7 erreicht
hatten. 1,9 ml-Portionen der Bakteriensuspension wurden in 2 ml-ReaktionsgefaRe gefillt
und die Bakterien bei 3.000 g fur funf Minuten sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Die Bakterien wurden anschlieBend in 100 pl eiskaltem LB-Medium resuspendiert. Zu den
resuspendierten Bakterien wurden 90 pul eiskaltes Roti-Transform 1 und 10 pl zimmerwarmes
Roti-Transform 2 gegeben und gemischt. Darauf folgte eine Inkubation von finf Minuten auf
Eis. Die nun kompetenten Bakterien konnten direkt fir eine Transformation verwendet
werden oder fir langere Zeit bei -80 T gelagert we rden.

Zur Transformation wurde 1-5 ng Vektor zu den kompetenten Bakterien gegeben und eine
Stunde auf Eis inkubiert. Die transformierten Bakterien konnten dann auf LB-Agar-Platten mit
entsprechendem Antibiotikum und eventuell X-Gal (20 pl 50 mg/ml X-Gal in DMF pro Platte)
und IPTG (100 pl 0,1 M IPTG pro Platte) fur Blau-Weil3-Selektion ausgestrichen werden. Die
Platten wurden bei 37 T Uber Nacht inkubiert. Gewa chsene Kolonien wurden am nachsten
Tag zum Screening als Ubernachtkultur angeimpft. Der Transformationserfolg wurde mit
Hilfe einer Plasmidpraparation, anschlieBendem Restriktionsverdau und Agarose-

Gelelektrophorese Uberpruft.

2.1.9. Ansetzen von Ubernachtkulturen

Fur Ubernachtkulturen wurden mit einem sterilen Zahnstocher Kolonien von einer Agar-
Platte gepickt oder Bakterien aus einer Glycerin-Dauerkultur entnommen und fir E. coli in
4 ml LB-Medium in Kulturréhrchen bei 37 <€ tber Nac ht im Schuttler bei 220 UpM inkubiert.
A. rhizogenes wurde in 10 ml YMB-Medium in 100 ml-Erlenmeyerkolben angeimpft und bei
26 T und 108 UpM etwa 36-48 Stunden inkubiert.
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Das Medium wurde vor der Inkubation - falls nétig - mit entsprechendem Antibiotikum

versehen.

2.1.10. Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen

Zur langfristigen Lagerung von untransformierten und transformierten Bakterien (E. coli und
A. rhizogenes) wurden 425 pl Ubernachtkultur in ein steriles 1,5 ml-ReaktionsgefaR gefiillt,
gut mit 75 pl sterilem Glycerin gemischt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -80 . Zum erneuten Animpfen von Kulturen wurde von der gefrorenen
Glycerin-Dauerkultur etwas Material mit einer Impfése oder einem sterilen Zahnstocher

entnommen und auf Medium ausgebracht.

2.1.11. Plasmid-Praparation (Miniprap)

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Protokoll nach Birnboim und Doly
(1979) angewendet.

Dazu wurden 2 ml (E. coli) oder 10 ml (A. rhizogenes) Bakterien-Suspension fur funf Minuten
bei 2.300 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 pl Suspensions-Puffer (50 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A) ruckgeldst. Zum AufschlieRen der Zellen wurden
300 pl Lyse-Puffer (200 mM NaOH; 1% SDS) zugegeben und alles gut gemischt. Zuséatzlich
zur Lyse der Zellen wurde die frei werdende genomische DNA durch den hohen pH-Wert der
Natronlauge denaturiert. Anschlieend wurde durch die Zugabe von 300 pl
Neutralisationspuffer (3 M Natriumacetat, pH 5,5) renaturiert. Die genomische DNA und die
Proteine bilden mit SDS und Natriumacetat Komplexe, die ausfallen. Dieser Vorgang wird
durch eine Inkubation auf Eis fur funf Minuten beglnstigt. Durch Zentrifugation fur 10
Minuten bei 15.800 g wurden die Protein- und DNA-Komplexe sedimentiert. Der Uberstand
enthalt so vorwiegend die Plasmid-DNA. 800 pl dieses Uberstandes wurden mit 80 pul 3 M
Natriumacetat und 560 ul Isopropanol versehen, um die Plasmid-DNA zu fallen. Die Plasmid-
DNA wurde durch eine Zentrifugation von 30 Minuten bei 15.800 g pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen, um Salze zu entfernen.
Das Pellet wurde an der Luft getrocknet bis keine Ethanolreste mehr vorhanden waren. Die
Plasmid-DNA wurde in 20-50 pl sterilem doppelt destilliertem Wasser oder 1x TE-Puffer (10
mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0) geldst. Die Plasmid-Lésung wurde bei -20 T
gelagert.

-36 -



2. Methoden

2.1.12. OlAprep Plasmid-Préparation

Sollte ein kloniertes DNA-Stlck sequenziert werden, wurde die Plasmid-Praparation mit dem
QIAprep Miniprep Kit von QIAGEN durchgefihrt.

Dazu wurden 2 ml (E. coli) Bakterien-Suspension fur finf Minuten bei 2.300 g abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 250 pl Suspensions-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA,; 100
ng/ml RNase A) rickgelost. Zum AufschlieRen der Zellen wurden 250 pl Lyse-Puffer (200
mM NaOH; 1% SDS) zugegeben und alles gut gemischt. Dann wurden 350 pl N3-Puffer
zugegeben, sofort sanft gemischt und anschlielend bei 13.000 UpM fir 10 Minuten
inkubiert. Der Uberstand wurde auf eine QlAprep Spin Column gegeben und fur 60
Sekunden bei 15.800 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Die Saule wurde zum
Waschen mit 500 pul PB-Puffer beflllt und fir 60 Sekunden bei 15.800 g zentrifugiert, der
Durchfluss wurde verworfen. Die Saule wurde erneut gewaschen mit 750 ul PE-Puffer, mit
einer anschlieBenden Zentrifugation von 60 Sekunden bei 15.800 g. Der Durchfluss wurde
wieder verworfen. Um Uberschissigen Waschpuffer von der Saule zu entfernen, wurde
nochmals flr 60 Sekunden bei 15.800 g zentrifugiert. Zur Elution der Plasmid-DNA wurden
50 pl steriles Wasser auf die Saule gegeben, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und
die DNA in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal® durch Zentrifugation von 60 Sekunden bei
15.800 g von der Saule gewonnen. Mit dem UV/VIS-Spektrometer wurde die Konzentration

der Plasmid-DNA bestimmt und die Plasmid-DNA dann fir Sequenzierungen verwendet.

2.1.13. Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurde von der Firma Eurofins MWG Operon (Martinsried)
durchgefuhrt. Plasmide sollten eine Konzentration von 50-100 ng/pl in einem

Gesamtvolumen von 15 pl, Primer von 2 pmol/ul in 15 pl aufweisen.

2.2. Transformation von Pflanzenmaterial mit Hilfe von Agrobacterium

rhizogenes

2.2.1 Transformation von Agrobacterium rhizogenes

Unter Transformation versteht man die Aufnahme von fremdem genetischem Material in
Zellen, hier Bakterien. Die Fahigkeit von Bakterien, Fremd-DNA aufzunehmen, wurde
erstmals 1928 von Griffith beobachtet und 1944 von McCarty und Avery als Transformation
bezeichnet. Um fremde DNA aufnehmen zu kénnen, missen die Bakterien kompetent sein.
Fur einige Bakterienarten ist dies auf natirlich Art der Fall, im Labor muss die Kompetenz

der Bakterien kinstlich herbeigefuihrt werden. Die dabei angewendeten Methoden sind der
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Hitzeschock und die Elektroporation. Beim Hitzeschock werden die Bakterien durch eine
kurze Kaltebehandlung bei Anwesenheit von divalenten Kationen und anschlielender,
kurzzeitiger Erwarmung zugénglich fir Plasmid-DNA. Bei der Elektroporation werden die

Bakterien durch ein elektrisches Feld durchlassig fur Plasmid-DNA und nehmen diese auf.

Im Zuge dieser Arbeit wurden die Agrobakterien durch Hitzeschock kompetent gemacht und

transformiert.

2-4 ml Ubernachtkultur von A. rhizogenes wurden in 2 ml-ReaktionsgefaRen bei 10.000 g fiir
funf Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen, um das lose Pellet nicht
zu stéren. Man resuspendiert anschlie3end das Pellet in 100 pl eiskaltem 20 mM CaCl,, gab
etwa 3 ul Plasmid-DNA zu und mischte vorsichtig. Das Reaktionsgefald mit den Bakterien
wurde fir funf Minuten in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlieRend fir 25 Minuten
bei 37 T inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ml YMB-M edium wurde der Ansatz fir zwei
Stunden bei 26 T unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Bakterien wurden daraufhin far
zwei Minuten bei 3.000 g sedimentiert und der Uberstand vorsichtig bis auf etwa 50 pl
entfernt. Das Pellet wurde in den 50 pl Restmedium resuspendiert und auf YMB-Festmedium
mit entsprechendem Antibiotikum ausgebracht. Die Platten mit den transformierten

A. rhizogenes wurden fur etwa 36-48 Stunden bei 26 T inkubiert.

2.2.2. Coleus blumei-Pflanzenkulturen

Die aseptischen Pflanzenkulturen wurden aus Samen herangezogen und existieren seit
mindestens 20 Jahren. Die einzelnen Linien stammen urspringlich von jeweils einem Samen
ab.

Die Coleus-Pflanzenkulturen wurden steril in Glasern mit Schraubdeckel auf CB20OH-Agar
kultiviert. Alle vier bis sechs Wochen wurden unter sterilen Bedingungen Stecklinge mit
Knospe und einem Blattpaar abgeschnitten und in eine neues Glas Uberfihrt. Da Coleus
blumei leicht Adventivwurzeln bildet, reichte es aus, den Stangel in den Agar zu stecken, um

die Kultur zu erhalten. Die Pflanzen wurden im Dauerlicht bei 24 < kultiviert.

2.2.3. Transformation von Coleus blumei-Blattern mit Agrobacterium rhizogenes

Fur die Transformation von Coleus blumei-Blattern mit transformierten Agrobacterium
rhizogenes zur Erzeugung von gentechnisch verénderten Hairy Roots wurden zuerst
Ubernachtkulturen von Agrobakterien mit den entsprechenden pART27-Konstrukten

angeimpft. Nach etwa 36 bis 48 Stunden konnten Bléatter steriler Coleus blumei-
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Pflanzenkulturen damit infiziert werden. Dazu schnitt man Blatter ab und pipettierte pro Blatt
etwa 10 pl Bakteriensuspension auf die Blattunterseite. Zusatzlich wurden mit der
Pipettenspitze leicht Verwundungen an den Blattern hervorgerufen damit die Bakterien
besser in die Pflanze eindringen konnten und deren Transformationsmechanismus induziert
wurde. Vier bis funf der infizierten Blatter wurden mit dem Blattstiel mdglichst aufrecht in auf
eine Petrischale (Durchmesser 94 mm) mit CB20H-Agar gesteckt. Dies verhinderte ein
unnotig starkes und unerwiinschtes Wachstum der Agrobakterien auf den CB20OH-Platten.
Die Blatter wurden 48 bis 52 Stunden bei Raumtemperatur und herrschendem Tag-Nacht-
Rhythmus inkubiert. Dann wurden die Blatter in sterilem Leitungswasser mit 500 pg/ml
Cefotaxim gewaschen, mit sterilem Zellstoff leicht getrocknet und auf CB20OH-Agarplatten
mit 500 pug/ml Cefotaxim wieder ausgebracht. Die Waschungen mit Antibiotikum wurden alle
zwei Tage wiederholt oder wenn wieder ein deutliches Agrobakterienwachstum zu sehen
war. Nach ein bis drei Wochen waren die ersten Hairy Roots sichtbar, meist in der Ndhe des
Blattstiels oder von Blattadern. Ab einer Lange von etwa 0,5 bis 1 cm wurden die Hairy
Roots unter sterilen Bedingungen vorsichtig mit einer Federpinzette und einem Skalpell
abgeschnitten und einzeln auf CB20OH-Agarplatten (Durchmesser 60 mm) mit 500 pg/ml
Cefotaxim und - wenn nétig - mit dem Selektionsmarker Kanamycin (60 pg/ml) ausgebracht.
Die Platten wurden etwa ein- bis zweimal die Woche erneuert, um ein Wachstum der
Agrobakterien zu unterbinden. Waren Agrobakterien gewachsen, wurden die Hairy Roots
ebenfalls einer Waschung mit Cefotaxim unterzogen. Die Hairy Roots wurden bei 26 € im
Dunkeln kultiviert bis sie eine entsprechende Grof3e hatten, um einen Teil zur weiteren
Kultivierung als Supensionskultur zu entnehmen. Um die Agrobakterien vollstandig von den
Hairy Roots zu eliminieren, wurde dem CB20OH-Flissigmedium 500 pl/ml Cefotaxim
zugesetzt und die Kulturen bei 26 € bei 110 UpM ge schiittelt. Das Medium mit dem
Antibiotikum wurde fur zwei bis drei Wochen jeden zweiten Tag erneuert. Danach waren die
Kulturen in der Regel frei von Agrobakterien. Dies wurde anhand einer PCR auf das
Agrobakteriengen virC Uberpriuft. Waren die Kulturen frei von Agrobakterien wurden sie in
CB20H-Flussigmedium ohne Antibiotikum weiterkultiviert. Alle 14 Tage wurden 0,5 ¢
Pflanzenmaterial in frisches Medium Uberfihrt. Nach acht bis zehn Wochen war die Hairy

Root-Flussigkultur stabil und fur Experimente zu nutzen (Abb. 2.5.).
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Abb. 2.5.: (a) aseptische Pflanzenkultur von Coleus blumei; (b) Infiziertes Blatt mit ersten Hairy Roots
(siehe Pfeil); (c) Abgeschnittene Hairy Root nach etwa 10 Tagen auf Festmedium; (d) Flussigkultur
der Hairy Roots

2.3. Molekularbiologische Analyse der transgenen Ha iry Roots

2.3.1. DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial fiur PCR

Zur lIsolation von DNA aus Pflanzenmaterial als Template fir PCR wurde ein leicht
modifiziertes Protokoll von Murray und Thompson (1980) durchgefuhrt.

Von dem Pflanzenmaterial wurden aus den Flissigkulturen kleine Proben entnommen, in ein
2 ml-Reaktionsgefall gegeben und mit einem kleinen Pistill in flissigem Stickstoff gemorsert.
Zum gefrorenen Material wurden 300 pl 2x CTAB-Puffer (2% w/v CTAB, 1,4 M NacCl, 100
mM Tris-HCI, pH 8; 20 mM EDTA) gegeben und gut gemischt. Der Ansatz wurde flr
mindestens 10 min bei 65 T inkubiert und danach auf Eis abgekihlt. Es wurden 300 pl
Chloroform zugegeben und die beiden Phasen gut gemischt. Durch eine Zentrifugation von
funf Minuten bei 15.800 g werden die Phasen wieder getrennt. Die obere wéssrige Phase mit
der DNA konnte in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefald Uberfiihrt werden. Die darin enthaltene
DNA wurde durch Zugabe von einem Volumen (300 pl) Isopropanol geféllt. Durch
Zentrifugieren fur funf Minuten bei 15.800 g wurde die geféllte DNA pelletiert. Das Pellet
wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Die DNA
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wurde in 50 pl 0,1XTE-Puffer mit RNase A (100 pg/ml) riickgeltst. Die DNA wurde bei -20 C

gelagert.

2.3.2. Kontroll-PCRs auf verschiedene Zielsequenzen

Mit dieser nach 2.3.1. isolierten DNA wurden die Hairy Roots auf bakterielle Verunreinigung
und auf die Richtigkeit der Transformation uberpriift. virC diente zur Uberprifung auf
bakterielle Verunreinigung (Sawada et al., 1995). 35S amplifizierte einen Teil des CaMV 35S
Promotors des Vektors pHANNIBAL (Wesley et al., 2001) zur Kontrolle auf den Einbau der
pHANNIBAL-Transformationskassette aus pART27, nptll (Korrespondenz mit A. Gleave,
Karavangeli et al., 2005) diente zur Kontrolle auf die Anwesenheit einer leeren
Transformationskassette des Vektors pART 27 und rolA, rolB, rolC (Geisler, 2001) zeigten
an, ob die ausgewahlten Wurzeln tatsachlich durch Agrobakterieneinfluss entstanden und
keine Adventivwurzeln waren. Dies war vor allem bei den Kontroll-Hairy Roots von Interesse,
die ohne pART27 transformiert wurden, da bei ihnen kein Selektionsmarker verwendet

werden konnte.

Primerkombinationen und ihre Annealingtemperaturen und die Grof3e der PCR-Produkte:

35 for/35 rev: 55<C 674 bp
nptll for/nptll rev: 65 C 699 bp
rolA for/rolA rev: 302 bp
rolB for/rolB rev: 779 bp
rolC for/rolC rev: 539 bp
Triplex-PCR mit allen rol-Primern: 60 C

virC 55<C 730 bp

Primersequenzen fur Kontroll-PCRs:

35 for: 5- TCG ACG AAT TAATTC CAATCC
35rev: 5'- GAT GCA ATT AGT CCT GAATC
nptll for: 5- AGG CTA TTC GGC TAT GAC TG
nptll rev: 5'- ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA
rolA for : 5- CCG GAC TAA ACG TCG CCG GC
rolArev : 5'- GAA CGT CCC GGT CGG GCT TG
rolB for: 5- TCT CAC TCC AGC ATG GAG CC
rolB rev: 5'- GAG AGT CGC AGG GTT AGG TC
rolC for: 5- ATG CCT CAC CAA CTC ACC AG
rolC rev : 5- GAC AAG CAG CGA TGA GCT AG
virC for: 5-ATC ATT TGT AGC GAC T

virC rev: 5-AGC TCAAACCTGCTTC
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Es wurden Standard-PCR-Reaktionen mit GoTag-Polymerase durchgefuhrt (siehe 2.1.2.).

2.3.3. RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

Zur Isolation von RNA aus Pflanzenmaterial wurde die ,single step“-Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987) angewendet.

Das Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff gemoérsert. Von dem gemdrserten
Material wurden etwa 50 mg in ein 2 ml-Reaktionsgefald gegeben. Zum gefrorenen Material
wurden 500 pl Lésung D (4 M Guanidinthiocyanat; 25 mM Na-Citrat, pH 7,0; 0,5% (w/v)
Laurylsarcosin) gegeben. Das Ganze wurde fiir einige Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und immer wieder gemischt. Dann wurden 50 pl 2 M Na-Acetat, pH 4; 500 ul mit Citrat-Puffer
gesattigtes Phenol und 100 pl eiskaltes Chloroform zugegeben. Die Lésungen wurden gut
vermischt und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden die Phasen durch
Zentrifugieren fur 15 Minuten bei 12.000 g und 4 T getrennt. 400 ul von der oberen,
wassrigen Phase wurden in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal Giberfuhrt. Die darin enthaltene
RNA wurde mit einem Volumen (400 pl) eiskaltem Isopropanol versetzt und 15 Minuten bei
-20 T gefallt. Die RNA wird durch 10 Minuten Zentr ifugation bei 12.000 g und 4 C pelletiert.
Das Pellet wurde erst mit 70% Ethanol und dann mit 98% Ethanol gewaschen. Anschliel3end
wurde das Pellet fir funf Minuten bei 37 T getrock net. Danach konnte das Pellet in 20 pl
sterilem Wasser bei 50 T geldst werden. Zur Qualit &ts- und Quantitatsbestimmung wurden
eine UV-spektrometrische Konzentrationsbestimmung und eine Agarosegel-Elektrophorese

durchgefihrt.

2.3.4. cDNA-Synthese

Zum Umschreiben der RNA zu cDNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase wurde das

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas verwendet.

Die verwendete Menge RNA zum Umschreiben richtete sich nach der Probe mit der
geringsten Konzentration, von der das Maximalvolumen von 11 pl nach Herstellerangaben
verwendet wurde.

Zu der RNA wurde 1 pl Oligo-dT (0,5 mg/ml) pipettiert und das Volumen auf 12 pl mit
sterilem Wasser aufgefillt. Dieser Ansatz wurde funf Minuten bei 70 < inkubiert, um ein
Annealing des Oligo-dT-Primers an den Poly-A-Schwanz der RNA zu erreichen.
AnschlieRend wurden die Proben kurz auf Eis abgekihlt und dann 4 pl Puffer, 1 pl
Ribonuclease Inhibitor (20 u/pl) und 2 pl dNTPs (10 mM) zugegeben. Darauf folgte eine

Inkubation von funf Minuten bei 37 C. Der Ansatz w urde erneut kurz auf Eis abgekiihlt und
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dann 1 pl Reverse Transkriptase (200 u/pl) zugesetzt. Das Umschreiben der RNA zu cDNA
fand bei 42 <C fiur eine Stunde statt. Die Reverse T ranskriptase wurde durch das Erhitzen fir
10 Minuten auf 70 T inaktiviert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 C. 3 pl dieser

cDNA wurden direkt fur einen PCR-Ansatz von 25 pl eingesetzt.

2.3.5. Semiquantitative PCR auf cDNA
Zur indirekten Bestimmung des mRNA-Gehalts der HPPR, der RAS und der HPR in den

verschiedenen Linien der Hairy Roots wurde eine semiquantitative PCR durchgefihrt. Dazu

wurden die Gesamtlangen der drei Gene zusammen mit einem Aktin-Genfragment (Al-
Qsous et al., 2004) als internem Standard amplifiziert. Es wurde jeweils eine Duplex-PCR
durchgefuhrt mit den Kombinationen HPPR/Aktin, RAS/Aktin und HPR/Aktin.

Primerkombinationen und ihre Annealingtemperaturen, sowie die Grol3e der PCR-Produkte:

HPPR/AKktin: | 60 C [942 + 150 bp
RAS/Aktin: | 50 C [1293 + 150 bp
HPR/Aktin: | 60 C |[1161 + 150 bp

Primersequenzen:

Aktin for: 5-CTTATG TTG CCC TGG ACT ATG AGC

Aktin rev: 5- GGC AAC GGAATCTCT CAG CTCC

HPPR Xhol for: 5- TAT GAATTC ATG AAG ATAGAA GTC AAAG

HPPR BamHlI rev: 5’- GAT GGA TCC TCA AAT CTC ATAAAACAAC

RAS EcoRl for: 5'- ATA CTC GAG ATG GAG GCG ATT GGC

RAS BamHI rev: 5'- TAT GGA TCC TCA AAC TAC TGG AGT TAA GAG

HPR Ndel f: 5'- ATT ACA TAT GGC GAAACC GTT GCAAGT TG

HPR BamHl r: 5'- TAG GAT CCT CAT CAT AGC TTT GAG ACT GGC AAGC

Die PCR wurde mit GoTag-Polymerase wie folgt durchgefihrt:

3,0 |pl | Template

5,0 |l | 5x Puffer

2,5 |ul | MgCl, 25 mM

0,5 |l |forward Primer 10 pmol/ul
0,5 [ul [reverse Primer 10 pmol/ul
0,5 [ul [dNTPs 10 mM

0,1 |l | GoTag-Polymerase 5 u/ul

13,0 |ul |steriles Wasser
25,0 |l | Gesamtansatz

-43 -



2. Methoden

95 C |1 min
95C |45s ]
XT [45s t x 28 Zyklen
72°C |[1min30s )
72 T |5 min
4 C |Pause

Wegen der geringen GroRRe des Aktin-Produktes wurde ein 2 %iges Agarose-Gel verwendet.
Es wurden die gesamten 25 ul PCR-Ansatz auf das Agarose-Gel gegeben, um den Fehler

fur die semiquantitative Bestimmung der Produktmenge zu verringern.

2.4. Southern Blot

Der Southern Blot ist eine Methode, die 1975 von Edwin Southern entwickelt wurde

(Southern, 1975). Sie ermoglicht den Nachweis bestimmter bekannter Gensequenzen aus
einem Gemisch gesamtgenomischer DNA. Bei dieser Methode wird genomische DNA mit
einem Restriktionsenzym verdaut und die dabei entstehenden unterschiedlich grof3en Stiicke
Uber ein Agarose-Gel aufgetrennt. Durch eine alkalische Lésung (meist Natronlauge) werden
die DNA-Doppelstrange denaturiert und kénnen dann auf eine Membran aus Nitrocellulose
oder Nylon Ubertragen werden (Blotten). Die DNA auf der Membran kann nach Fixierung mit
einer ebenfalls einzelstrangigen DNA- oder RNA-Sequenz (Sonde) gepaart werden
(Hybridisierung). Durch eine Markierung der Sonde mit Radioaktivitat oder durch chemische
Gruppen kann die Sonde direkt mit Rontgenfilm oder indirekt, meist Uber Antikorper,

nachgewiesen werden.

Ein Southern Blot wurde im Zuge dieser Arbeit durchgefihrt, um die Anzahl der ins
Pflanzengenom integrierten Konstrukte aus pART27 zu ermitteln. Daflr war eine reinere
DNA notig als fur die PCR, und es wurde deshalb auf eine andere Isolationsmethode

zuriickgegriffen, die jedoch ebenfalls auf CTAB basiert (Rogers und Bendich, 1985).

2.4.1. DNA-Extraktion fur Southern Blot

Zur Gewinnung von DNA wurden 300 mg in flissigem Stickstoff gemorsertes

Pflanzenmaterial in ein 2 ml-Reaktionsgefal} eingewogen. Darauf wurden 300 pl 2xCTAB-
Puffer (2% (w/v) CTAB; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA, pH 8,0; 1,4 M NacCl, 1%
(w/v) Polyvinylpyrrolidon MW 40.000) gegeben, der zuvor auf 65 T erwarmt worden war.

Der Ansatz wurde unter gelegentlichem Mischen bei 65 € fir 15 Minuten inkubiert und
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anschlieBend kurz auf Eis abgekuhlt. Durch die Zugabe von 300 pl Chloroform, gutes
Mischen und anschlieBende Zentrifugation von 5 Minuten bei 15.800 g wurden die Proteine
aus der Losung gefallt. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt,
in dem sich bereits 30 pl auf 65 T erwarmter 10x C TAB-Puffer (10% (w/v) CTAB; 0,7 M
NaCl) befanden. Erneut wurden 300 pl Chloroform zugegeben, gemischt und fir 5 Minuten
bei 15.800 g zentrifugiert. Mit diesem Schritt wurden eventuell noch vorhandene Proteine
entfernt. 250 pl der oberen, wassrigen Phase wurden in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefald
Uberfihrt und 250 pl CTAB-Prazipitationspuffer (1% (w/v) CTAB; 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10
mM EDTA, pH 8,0) zugegeben. Das Ganze wurde gut gemischt und fir 10 Minuten bei
15.800 g zentrifugiert. Dabei pelletierte die DNA, und der Uberstand wurde vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen und verworfen. Das lose DNA-Pellet wurde in 200 pl High Salt
TE (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8,0; 1 M NaCl) riickgeldst. Eine Zugabe von 400
ul Ethanol fallte die DNA bei -20 €€ fur 15 Minuten. Die geféllte DNA wurde durch
Zentrifugation bei 15.800 g fur 15 Minuten pelletiert. Dieses Pellet wurde zweimal mit 70%
Ethanol gewaschen, fir 5 Minuten bei 37 <C getrockn et und anschlie3end in 30 pl 0,1XTE mit
RNase A (100 pg/ml) bei 50 € fur 10 Minuten rickge l16st und vorhandene RNA verdaut. Die

DNA-Konzentration wurde spektrometrisch ermittelt.

2.4.2. Restriktionsverdau der genomischen DNA

Ein Restriktionsverdau fir den Southern Blot setzte sich folgendermal3en zusammen:

X_|pl | DNA (30-35 pg)
10 |pl | 10x Puffer fir EcoRI
10 |pl [EcoRI (10 u/ul)

ad 100 |pl | steriles Wasser

100 |pul | Gesamtansatz

Dieser Ansatz wurde fir mindestens 16 Stunden bei 37 € inkubiert. Dann wurde nochmals

1 pl EcoRI zugesetzt und fur weitere 1-2 Stunden verdaut.

2.4.3. Fallung der verdauten genomischen DNA

Da das Volumen des Restriktionsverdauansatzes flr den Southern Blot zu grof3 war, um auf
ein Agarose-Gel aufgetragen zu werden, wurde die DNA anschlieBend gefallt und in einem
kleineren Volumen riickgel6st. Dafir wurden zu dem Verdau 10 pl 3 M Natriumacetat und
100 pul Isopropanol pipettiert. Der Ansatz wurde gut gemischt und die DNA bei -20 € fur 15
Minuten geféllt. Die gefallte DNA wurde fur 15 Minuten bei 15.800 g pelletiert. Das Pellet
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wurde mit 70% Ethanol gewaschen, 5 Minuten bei 37 °C getrocknet und in 25 pl 1XTE-Puffer
bei 50 € fur 10 Minuten riickgeldst.

2.4.4. Agarose-Gelelektrophorese und Blotten der DN A auf eine Nylonmembran

Die fur den Southern Blot verdaute DNA wurde auf ein 0,6%iges Agarose-Gel geladen. Nach
etwa zwei Stunden Elektrophorese bei 100 V wurde das Gel dokumentiert. Die DNA auf dem
Gel wurde durch eine Inkubation des Gels von 20 Minuten in Depurinierungspuffer (0,25 M
HCI) fragmentiert, um so einen besseren Transfer von groRen DNA-Stlicken (> 10 kb) auf die
Membran zu gewahrleisten. Daran schlossen sich zwei Waschungen von jeweils 20 Minuten
in Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl) an. AnschlieRend wurde zur Entfernung
der Lauge das Gel zweimal fir je 20 Minuten in Neutralisationspuffer gewaschen (0,1 M Tris-
HCI pH 7,0; 1,5 M NaCl).

Beim Blotten wird DNA vom Gel auf eine Membran transferiert. Dies kann durch
Kapillarkrafte, Vakuum oder durch elektrische Ladung geschehen. In diesem Fall wurde der
Transfer durch Kapillarkréafte durchgefuhrt. Es wurde mit 10x SSC-Puffer (1,5 M NaCl; 0,15
M Na-Citrat; pH 7,0) geblottet. Fir den Aufbau des Blots wurde ein Gefald mit 10x SSC-
Puffer beflllt, welches als Reservoir dient. In dieses Reservoir wurde eine erhdhte Brlicke
gestellt, bestehend aus einem umgedrehten Plastikbehalter Uber den ein Filterpapier gelegt
wird, welches bis in den Puffer reicht. Dieses Filterpapier kann die Flissigkeit aus dem
Reservoir aufnehmen und weiterleiten. Direkt auf die Filterpapierbriicke wurde das Agarose-
Gel mit der Oberseite Richtung Filterpapier platziert. Um zu gewéhrleisten, dass die
Kapillarkrafte nur tUber das Gel zum Tragen kamen, wurde rund um das Gel auf die
Filterpapierbriicke Parafilm gelegt. Auf das Gel wurde passgenau ein Stiick Nylonmembran
(Roche) gelegt. Auf die Membran kamen, ebenfalls passgenau, je zwei feuchte und zwei
trockene Sticke Filterpapier. Auf das Filterpapier wurde anschlieRend ein Stapel
Papierticher gelegt. Um einen sauberen Transfer zu gewéhrleisten, musste darauf geachtet
werden, dass sich in diesem System keine Luftblasen befanden. Zusatzlich wurde der
Papierstapel durch ein Gewicht von etwa 0,5 kg beschwert. Der Papiertiicherstapel saugt
den 10x SSC-Puffer Gber die Filterpapierbriicke durch das Gel hindurch und tbertragt dabei
die DNA auf die Nylonmembran. Dieser Vorgang fand Gber Nacht statt.

Am néachsten Tag wurde die Blotaufbau abgebaut. Die Membran wurde zusammen mit dem
Gel von der Filterpapierbriicke genommen, mit der Membranseite nach unten auf ein
trockenes Filterpapier gelegt und die Lage der Taschen des Gels mit Bleistift auf der
Membran markiert. Das Gel wurde anschliel3end verworfen und die Membran zwischen zwei

Filterpapierstiicken etwa ein bis zwei Stunden getrocknet. Die Membran wurde mit dem UV-
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Stratalinker behandelt. Dabei wurde die DNA durch UV-Licht kovalent auf der trockenen

Membran fixiert. Nun konnte die Membran fur die Hybridisierung verwendet werden.

2.4.5. Synthese von Digoxigenin-markierten Sonden U ber PCR

Die Sonden fur die Hybridisierung wurden mit dem PCR DIG-Probe Synthesis Kit der Firma

Roche nach Anleitung hergestellt.

0,5 |pul |Template

50 |ul |10x Puffer + MgCl,

50 |ul |dNTP-Mix mit DIG-Markierung
1,0 |l |forward Primer

1,0 pl | reverse Primer

0,75 |ul | Tag-Mix

36,0 |l |steriles Wasser

25,0 pl | Gesamtansatz

Es wurde eine nptll-Sonde und eine 35S-Sonde hergestellt. Dabei wurden dieselben Primer
und PCR-Programme verwendet wie unter 2.3.2.. Die Sonden wurden auf ein Agarose-Gel
aufgetragen, um die GrofRe zu Uberprifen und eventuell vorhandene PCR-Artefakte,
Template und Primer zu beseitigen. Die Sonden-Banden wurde aus dem Gel ausgeschnitten
und mit Hilfe des NucleoSpin-Kits von Macherey-Nagel (siehe 4.1.4.) aufgereinigt und in 30

pl sterilem Wasser eluiert.

2.4.6. Hybridisierung der Membran mit der Digoxigen in-markierten Sonde

Hybridisierung und Detektion wurden nach dem optimierten Protokoll von Engler-Blum fur
nicht-radioaktive Southern Blots durchgefihrt (Engler-Blum et al., 1993). Zur Hybridisierung
wurde die Nylonmembran mit der fixierten DNA bei 68 T unter leichtem Schitteln in
Prahybridisierungspuffer (0,25 M Na,HPO,, pH 7,2; 1 mM EDTA, pH 8,0; 20% SDS; 0,5%
Blocking-Reagenz) fiir eine Stunde inkubiert. Dies dient der Reduzierung des Hintergrundes
durch unspezifisch an die Membran gebundene Sonde. Fir die Hybridisierung wurde die
Sonde fir 5 Minuten bei 95 T denaturiert, auf Eis abgekihlt und kurz zentrifugiert. 10 ul
dieser Sonden-Lésung wurden zu 50 ml frischem, 68 °C warmem Prahybridisierungspuffer
gegeben. Die Membran wurde Uber Nacht bei 68 T unter leichtem Schitteln in diesem
Hybridisierungspuffer inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal fir 20 Minuten bei
65 T in etwa 50 ml vorgewarmtem Waschpuffer (20 mM Na,HPO,, pH 7,2; 1 mM EDTA, pH
8,0; 1% SDS) unter leichtem Schitteln gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonde von

der DNA zu entfernen. Anschlie3end erfolgte die Detektion der mit Digoxigenin markierten
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Sonde mittels an Alkalische Phosphatase gekoppeltem Antikérper und Chemolumineszenz-

Reagenz, dessen Signal mit einem Rontgenfilm detektiert wurde.

2.4.7. Detektion der Digoxigenin-markierten Sonde

Samtliche Schritte der Detektion (Engler-Blum et al., 1993) wurden, soweit nicht speziell
erwahnt, bei Raumtemperatur und unter leichtem Schutteln durchgefuhrt und jeweils ein
Volumen von etwa 50 ml Puffer verwendet.

Fur die Detektion wurde die Membran fir 5 Minuten in Waschpuffer (0,1 M Maleinsaure; 3 M
NacCl; 0,3% Tween 20; pH 8,0) aquilibriert. Um eine unspezifische Bindung des Antikdrpers
an die Membran zu verhindern, wurde die Membran fir eine Stunde in Blocking-Puffer
(Waschpuffer; 0,5% Blocking-Reagenz) inkubiert. Anschlieend wurde die Membran fir 30
Minuten in Antikorper-Losung (Blocking-Puffer; 1:10.000 Anti-Digoxigenin-AP Fab-Fragment)
inkubiert. Uberschussiger Antikérper wurde durch viermaliges Waschen mit Waschpuffer fiir
jeweils 10 Minuten entfernt. Danach wurde die Membran fur 5 Minuten in Detektionspuffer
(0,1 M Tris-HCI; 0,12 M NaCl, 50 mM MgCl,; pH 9,5) aquilibriert. Als letztes wurde die
Membran fir zwei Minuten in 10 ml Substrat-Puffer (Detektionspuffer; 1:100 CSPD)
inkubiert. Anschlieend lie3 man die Membran gut abtropfen und schlug sie blasen- und
knitterfrei in Saran-Folie ein. Auf die Vorder- und Rickseite der Membran wurde in einer
Dunkelkammer ein Film gelegt und bei 37 € in einer Rontgenkassette exponiert. Der erste
Film konnte nach etwa 3-4 Stunden entwickelt werden. Zum Entwickeln wurden Entwickler
(GBX developer and replenisher) und Fixierer (GBX fixer and replenisher) von Kodak
verwendet. Der Film wurde etwa 1-2 Minuten in Entwicklerldsung geschwenkt, kurz in
destilliertem Wasser gespult und etwa eine Minute in Fixierer geschwenkt. Zuletzt wurde der
Film gut mit destilliertem Wasser abgespllt und zum Trocknen aufgehangt. Je nach
Intensitat des Signals wurde der zweite Film weiter exponiert, um eventuell ein starkeres

Signal zu erhalten.

2.5. Charakterisierunqg der transgenen Hairy Roots

Tag 12 als Erntezeitpunkt durch Zeitreihe festgelegt fur Messungen von Enzymtests und

Rosmarinséuregenhalt.

Tag 12 wurde als Erntezeitpunkt durch eine Zeitreihe ermittelt und zu diesem Zeitpunkt
Enzymtests und die Bestimmung des Rosmarinsduregehalts durchgefihrt. Das

Pflanzenmaterial wurde am 12. Kulturtag geerntet, mit Zellstoff weitgehend von
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Flissigmedium befreit, gewogen und anschlieRend bei -80 T eingefroren. Zur Aufarbeitung
wurde das Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff gemorsert und portionsweise abgefullt.
Fur die Extraktion der Rosmarinsaure wurden mindestens 0,5 g, vorzugsweise 1 ¢
gemorsertes Material in Analysenrohrchen mit Deckel eingewogen und kurzfristig (maximal
24 Stunden) bei -20 T gelagert. Fir Proteinrohextr akte wurden zwei 2 ml-Reaktionsgefalle

mit jeweils 0,5 g Pflanzenmaterial befiillt und bei -80 T gelagert.

2.5.1. Proteinrohextrakt aus Pflanzenmaterial

Zu den gefrorenen Proben in den 2 ml-Reaktionsgefalien werden 0,2 g/g Pflanzenmaterial
Polyclar 10 (also 0,1 g) und 1 ml/g Pflanzenmaterial (also 0,5 ml) Phosphatpuffer (0,1 M KPi,
pH 7,0 mit 0,1 M DTT) gegeben. Wahrend die Proben langsam auf Eis auftauten, wurden sie
mit einem kleinen Pistill so gut wie méglich homogenisiert. Der Pflanzenbrei wurde fur 15
Minuten bei 10.000 g und 4 T zentrifugiert. Der Ub erstand enthielt die Proteine, er wurde in

Portionen von 150 ul abgefillt. Der Proteinrohextrakt wurde bei -20 C gelagert.

2.5.2. Bestimmung der Proteinkonzentration mit Brad ford-Reagenz

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mit Bradford-Reagenz (Bradford, 1976) findet im
Photometer statt. Der dabei verwendete Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250 bildet in
saurer Losung Komplexe mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Aminosauren.
Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 470 nm in seiner
rétlichen ungebundenen Form zu 595 nm in seiner gebundenen blaulichen Form. Die
Intensitéat des Farbumschlages und damit die Extinktion h&ngen proportional von der
Proteinkonzentration ab. Die Proteinkonzentration einer Lésung kann daher mit dem
Photometer bei einer Wellenldnge von 595 nm anhand einer Kalibrierung mit bekannten
Proteinkonzentrationen bestimmt werden.

Zur Durchfiihrung der Proteinkonzentrationsbestimmung wurden 2 ml Bradford-Reagenz
(100 mg Coomassie Brilliant Blau G 250; 50 ml 96% Ethanol; 100 ml 85% Phosphorsaure;
ad 1000 ml destilliertes Wasser; zweimal filtriert) in Makroklvetten pipettiert. Eine Kivette
diente als Referenz und wurde mit 20 pl entsprechendem Puffer versehen. Fir die
Proteinbestimmung wurden Parallelproben erstellt und der Kivetteninhalt mit 20 pl
Proteinlésung durch Umdrehen vermischt. Die Proben wurden in Abstanden von 30
Sekunden angesetzt und das Bradford-Protein-Gemisch fir mindestens 15 Minuten
inkubiert. Die Messungen fanden im Photometer bei einer Wellenlange von 595 nm,
ebenfalls in 30 Sekunden-Absténden, statt. Zur Standardisierung wurde eine Doppelprobe

mit je 20 pl BSA-L6sung von der Konzentration 1 mg/ml vermessen. Die unbekannten
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Konzentrationen wurden anhand der Extinktion der bekannten Konzentration des BSA-

Standards berechnet.

2.5.3. Enzymtests: allgemeine Angaben

In dieser Arbeit wurden Enzymtests zur Quantifizierung der jeweiligen Enzymaktivitat
durchgefiihrt. Die verwendeten Substrate wurden deshalb im Uberschuss eingesetzt, so
dass nur die Enzymmenge Einfluss auf die spezifische Aktivitdt hatte. Es wurde
sichergestellt, dass die Messungen im linearen Bereich einer Proteinkonzentrationskurve
stattfanden.

Zum Ansetzen der Enzymtests wurde auf Eis gearbeitet.

Da alle Produkte der in dieser Arbeit verwendeten Enzymtests lipophil genug waren, um den
Ubergang in eine organische Phase zu ermdglichen, wurden die Enzymtests mit Ethylacetat
ausgeschittelt. Das heif3t, der gestoppte Enzymtest wurde mit 500 pl Ethylacetat versehen.
Dieser Ansatz wurde fur 10 Sekunden heftig gemischt, anschlieRend 5 Minuten bei 15.800 g
zentrifugiert und die obere Ethylacetatphase in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal? tberfihrt.
Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt und die Ethylacetatphasen vereinigt. Das
Ethylacetat wurde bis zur Trockenheit eingedampft und der Rickstand in 50 pl des

entsprechenden Fliel3mittels riickgeldst und mittels HPLC vermessen.

2.5.4. TAT-Enzymtest

Der Enzymtest enthielt folgende Komponenten:

160 |pl |1 M Tris-HCI-Puffer, pH 9,0 *
10| pl | 2 mM Pyridoxalphosphat (in H,0O)
20| pl | 400 mM 2-Oxoglutarat (in H,O)
10| pl [ 150 mM L-Tyrosin (in 0,5 N HCI)
50 | pl | Proteinrohextrakt

250 | pl | Gesamtansatz

Die Reaktion wurde mit Proteinrohenzym gestartet. Der Ansatz wurde fir 5 Minuten bei
30 < inkubiert und mit 100 ul 6 N HCI gestoppt.
* 1 M Tris-HCI-Puffer, pH 9,0: (121,14 g/l Tris; mit HCI auf pH 9,0 einstellen)
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2.5.5. PAL-Enzymtest

Der Enzymtest enthielt folgende Komponenten:

150 |yl | Borsédure-Borax-Puffer, pH 8,8*
40| ul | 0,1 M L-Phenylalanin (in H,O)
20| pl | Proteinrohextrakt

200 | pl | Gesamtansatz

Die Reaktion wurde mit Proteinrohextrakt gestartet. Der Ansatz wurde fir 10 Minuten bei
36 C inkubiert und mit 20 ul 6 N HCI gestoppt.

* Borsaure-Borax-Puffer, pH 8,8 (60,7 ml 0,05 M Borax; 39,3 ml 0,2 M Borsaure)

2.5.6. HPPR-Enzymtest

Der Enzymtest enthielt folgende Komponenten:

100 | ul | 0,1 M KPi-Puffer, pH 7,0 *
10| pl |1 mM Ascorbat (in H,O)
10| pl [ 0,1 M Dithiothreitol (in H,O)
10 [ ul |50 mM NADPH (in H,0)
20| pl |25 mM pHPP (in 20% Ethanol)
100 | ul | Proteinrohextrakt

250 | pl | Gesamtansatz

Die Reaktion wurde mit Proteinrohextrakt gestartet. Der Ansatz wurde fir 90 Minuten bei
30 T inkubiert und mit 25 pl 6 N HCI gestoppt.

*0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0: (10,712 g/l K;HPOy, 5,24 g/l KH,PO,)

2.5.7. RAS-Enzymtest

Der Enzymtest enthielt folgende Komponenten:

32,5|ul |0,1 M KP;-Puffer, pH 7,0

10,0 | pl [12,5 mM Ascorbat (in H,0)

12,5 |l | 0,1 M Dithiothreitol (in H,O)
5,0 | ul |20 mM pHPL (20% Ethanol)

25,0 |l | 2,5 mM Caffeoyl-CoA (in H,O)

40,0 | ul | Proteinrohextrakt

125 | ul | Gesamtansatz
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Die Reaktion wurde mit Proteinrohextrakt gestartet. Der Ansatz wurde fir 5 Minuten bei
30 T inkubiert und mit 20 pl 6 N HCI gestoppt.

2.5.8. Synthese von Caffeoyl-CoA

Die Herstellung von Caffeoyl-CoA erfolgte im Grundprinzip nach der von Stéckigt und Zenk
(1975) entwickelten Methode.

Zur Synthese von Caffeoyl-CoA wurden 25,2 mg NaHCO; in 6 ml destilliertem Wasser geltst
und fir 15 Minuten mit Stickstoff durchgast. Darin wurden 23 mg Coenzym A geldst und die
Ldsung fur weitere 15 Minuten mit Stickstoff durchgast. 56 mg Caffeoyl-Succinimid-Ester
(hergestellt von Juliane Meinhard) wurden in 0,5 ml Aceton geldst und langsam zu der
durchgasenden CoA-LOsung gegeben. Dabei bildete sich ein Niederschlag, der durch die
Zugabe von 6 ml Aceton wieder geldst wurde, so dass man eine klare gelbe Lésung erhielt.
Das Gefal? wurde verschlossen, mit Aluminiumfolie vor Licht geschitzt und bei 25 < Uber
Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Aceton entfernt, indem Stickstoff Uber die
Losung geleitet wurde. Die so erhaltene gelbe Losung wurde in einer Vakuumzentrifuge auf
ein Volumen von etwa 200 pl eingeengt. Diese Lésung wurde zur Reinigung auf vier DC-
Platten (Cellulose F auf Kunststofftrager von Merck) strichférmig aufgetragen und in einem
Laufmittel aus Butanol:Essigsdure:Wasser in den Verhéaltnissen 5:2:3 Uber Nacht
aufgetrennt. Die Caffeoyl-CoA-Bande wurde unter UV-Licht mit einer Wellenlange von 312
nm markiert (siehe Abb. 2.6.) und mit einem Spatel ausgekratzt und in zwei 2 ml-
Reaktionsgefallen gesammelt. Das Cellulosepulver wurde einmal mit 500 pl destilliertem
Wasser und dreimal mit 200 pl destilliertem Wasser durch kraftiges Mischen extrahiert. Es
wurde jeweils fir 5 Minuten bei 15.800 g zentrifugiert und der Uberstand in einem neuen
Reaktionsgefald gesammelt. Diese wassrige Caffeoyl-CoA-Ldsung wurde erneut in einer
Vakuumzentrifuge auf etwa 300 ul eingeengt. Zur Bestimmung der Konzentration der Lésung
wurde im UV-VIS-Spektrometer ein Wellenlangen-Scan von 200-500 nm in Quarzklvetten
aufgenommen, als Referenz diente destilliertes Wasser. Anhand der Extinktion im
Absorptionsmaximum bei 346 nm, des Extinktionskoeffizienten von Caffeoyl-CoA und unter
Bertcksichtigung der Verdinnung fur die Messung kann die Konzentration der Caffeoyl-

CoA-L6sung mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes berechnet werden.
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Vivetre ® Esseom

c=
VCaﬁeoleoA ° 5346nm * d

Viivette 1St das Gesamtvolumen in der Kivette (= 502 pl)

E ist die Extinktion der Losung bei einer Wellenl&dnge von 346 nm

Vcateoyl-coa ISt das eingesetzte Volumen der Caffeoyl-CoA-Losung (= 2 pl)

€446 iSt der Extinktionskoeffizient von Caffeoyl-CoA bei 346 nm (= 18 L emol*ecm™)
d ist die Schichtdicke der Kivette (= 1 cm)

a 0! :
@) () 20 400 50 A

Abb. 2.6.: (a) Bild der DC nach dem Lauf unter UV, der Pfeil markiert die Caffeoyl-CoA-Bande; (b)
UV/VIS-Spektrum des Caffeoyl-CoA von 200 bis 500 nm Wellenlange, der Pfeil zeigt auf das
Extinktionsmaximum bei 346 nm.

2.5.9. Extraktion von Rosmarinsdure

Das in den Analysenréhrchen abgeflillte, gefrorene Pflanzenmaterial wurde flr mindestens
24-48 Stunden gefriergetrocknet. Von dem gefriergetrockneten Material wurden 20 mg in ein
1,5 ml-Reaktionsgefald eingewogen. Das Pulver wurde mit 1 ml 70% Ethanol gut vermischt
und fur zweimal 10 Minuten bei 70 € im Ultraschall bad inkubiert. Anschlie3end wurde die
Probe fur 5 Minuten bei 15.800 g zentrifugiert, um die groben Bestandteile aus der Lésung
zu entfernen. Der Uberstand wurde firr die HPLC-Analyse 1:10 mit Laufmittel (Methanol-H,O
45:55; 0,01% HsPO,; 85%) verdinnt. Rosmarinsdure wurde bei einer Wellenlange von
333 nm detektiert.

2.5.10. Zusammenfassung der HPLC-Bedingungen

Alle HPLC-Analysen wurden mit einer Equisil-Saule (250 mm x 4 mm) mit einer passenden

Vorsaule (20 mm x 4 mm) durchgefuhrt.
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Enzymtest/Naturstoffe | Detektiertes | Fluss Laufmittel A [nm]
Produkt (MeOH:H,0; 0,01 % H3PO, (85%))
Rosmarinséaure RA 1 ml/min | 45:55 333
TAT pHPP 1 ml/min | 32:68 283
PAL CA 1 ml/min | 30:70 290
HPPR pHPL 1 ml/min | 30:70 280
RAS CaffpHPL 1 ml/min | 42:58 333

RA = Rosmarinsdure, pHPP = 4-Hydroxyphenylpyruvat, CA = t-Zimtsdure, pHPL = 4-
Hydroxyphenyllaktat, Caf-pHPL = Caffeoyl-4‘-Hydroxyphenyllaktat.

2.6. Expression, Aufreiniqung und Charakterisierung der rekombinanten

Hydroxypyruvat Reduktase (HPR) aus Arabidopsis thaliana

2.6.1. Expression des Proteins in  E. coli

Das offene Leseraster der Hydroxypyruvat Reduktase (HPR) aus Arabidopsis thaliana wurde
von Verena Janiak in den pET15b-Vektor ligiert und in den E. coli-Stamm BL21(DE3)pLysS
eingebracht. Fur die folgenden Experimente wurde der HPR Arabi 7c-Klon verwendet. Zur
Expression wurde erst eine Ubernachtkultur angeimpft. Mit 1 ml Ubernachtkultur wurden 100
ml frisches LB-Medium angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,5 bei 37 € und 220 UpM
inkubiert. Die Induktion erfolgte mit 1 ml 0,1 M IPTG. Die Kultur wurde weitere 5 Stunden bei
37 T und 220 UpM geschittelt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 4 C und
5000 g fir 5 Minuten in 50 ml-Greiner-Réhrchen sedimentiert. Der Uberstand wurde

verworfen, das Gewicht des Bakterienpellets bestimmt und das Pellet bei -80 T eingefroren.

2.6.2. Aufschluss der Bakterien

Das Bakterienpellet wurde langsam auf Eis aufgetaut und die Bakterien mit 5 ml Bindepuffer
(0,05 M KPi-Puffer, pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol) pro g Bakterien resuspendiert.
Verwendet wurden Pellets von etwa 1,5 g. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte durch
Ultraschall fur viermal 30 Sekunden bei 0,6 Cyclen und 100% Intensitat. Die unerwiinschten
Bakterienbruchteile wurden durch eine Zentrifugation von 20 Minuten bei 10.000 g und 4
sedimentiert. Der Uberstand mit dem Proteinrohextrakt wurde in ein frisches Gefal

uberfuhrt.
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2.6.3. Aufreinigung des Proteins Uber His-Tag und M etallchelat-Chromatografie

Die Aufreinigung erfolgte dber His-Tag-Saulen. Diese Methode beruht auf einer
Affinitatschromatografie.

Das rekombinante Protein tragt durch eine entsprechende Sequenz auf dem verwendeten
pET15b-Vektor am N-Terminus einen sogenannten His-Tag bestehend aus sechs Histidin-
Resten. Diese Histidin-Reste kdnnen mit Nickel Komplexe bilden und lassen sich deshalb an
ein Tragermaterial binden, welches Nickel enthélt. Unspezifisch gebundene Proteine werden
durch einen Waschschritt von der S&ule entfernt. Zur Elution wird eine hohe
Imidazolkonzentration im Puffer eingesetzt, welche das His-Tag-tragende Protein vom

Saulenmaterial verdrangt.

Zur Vorbereitung wurde die Saule, die 1 ml His-Select® HF Nickel Affinity Gel von Sigma-
Aldrich enthielt, einmal mit Bindepuffer gespult. Der Proteinrohextrakt wurde anschlie3end
auf die Saule gegeben und mit dem Saulenmaterial vermischt. Zur Bindung des Proteins mit
His-Tag an das Saulenmaterial wurde die Saule fur eine Stunde auf Eis unter leichtem
Schutteln inkubiert. Die S&ule wurde daraufhin zweimal mit jeweils 4 ml Waschpuffer (0,05 M
KPi-Puffer, pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol) gewaschen, um unspezifisch
gebundenes Protein zu entfernen. Die Elution des Proteins erfolgte mit dreimal 1 ml
Elutionspuffer (0,05 M KPi-Puffer, pH 8,0; 300 mM NacCl; 250 mM Imidazol), die in 1,5 ml-
Reaktionsgefallen gesammelt wurden. Das aufgereinigte Protein wurde anschlielend
umgepuffert. Um das S&ulenmaterial zu regenerieren wurde zweimal mit Elutionspuffer und
einmal mit Bindepuffer gespilt. Zur kurzfristigen Aufbewahrung wurde das Saulenmaterial in

Bindepuffer bei 4 € gelagert.

2.6.4. Dialyse zur Umpufferung der Proteinldsung na  ch der Aufreinigung

Um das Imidazol des Elutionspuffers aus dem aufgereinigten Proteinextrakt zu entfernen,
wurde ein Pufferaustausch durch Dialyse durchgefihrt.

Der fur die Dialyse verwendete Dialysierschlauch (ZelluTrans 25 mm; GréRenausschluss:
12.000-14.000 Da, Roth) wurde fur 15 Minuten in destilliertem Wasser eingeweicht und dann
mit dem aufgereinigten Proteinextrakt beflllt. Der beflllte Dialysierschlauch wurde in
mindestens 1 | 0,1 M KPi, pH 7,0 gegeben und Uber Nacht bei 4 <T inkubiert. Der
umgepufferte Proteinextrakt wurde am néchsten Tag portionsweise in 1,5 ml-
Reaktionsgefalle gefillt und bei -20 T gelagert. Zur Messung wurde die Enzymldsung
meistens 1:100 verdinnt auf eine Proteinkonzentration von etwa 0,01 mg/ml. Da bei so

geringer Konzentration die Stabilitat des Proteins nicht mehr gewahrleistet war, wurden dem
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verdiinnten Proteinextrakt 1 mg/ml BSA zugesetzt. Dies reichte aus, um die Stabilitat des

Proteins auf Eis fur etwa 10 Stunden zu bewahren.

2.6.5. HPR-Enzymtest
Der HPR-Enzymtest wurde am UV/VIS-Spektrometer gemessen. Dabei wurde die

Absorptionsabnahme durch den Umsatz von NADH oder NADPH bei einer Wellenlange von
380 nm beobachtet. Die Messzellen des Photometers konnten durch den Anschluss an ein
Wasserbad auf 37 C temperiert werden. Die Kivetten wurden mit dem Reaktionsgemisch
ohne Hydroxypyruvat 2 Minuten im Photometer vorgewéarmt. AnschlieBend wurde die
Reaktion durch Zugabe von Hydroxypyruvat gestartet. Es wurde Uber einen Zeitraum von 4

Minuten gemessen

Standardtestansatz:

50 ul | NADPH 6,25 mM

50 pl | Hydroxypyruvat 25 mM

20 ul |Enzym 0,01 mg/ml
380 ul | KPi-Puffer 0,1M, pH 7,0
500 pl | Gesamtvolumen

Die Ansatze wurden je nach zu bestimmendem Kg-Wert variiert und die Volumina

angeglichen.
Km Von Volumen und Konzentrationen — mit Enzym (mg/ml)
NADPH 1 pl-70 pl 6,25 mM 50 pl Hydroxypyruvat 25 mM | 0,01-0,02
Hydroxypyruvat | 5 pl-60 pl 12,5 mM 50 pl NADPH 6,25 mM 0,01-0,02
Pyruvat 5 pl-70 pl 500 mM 50 pl NADPH 6,25 mM 0,5-0,7
NADPH 2,5 ul-80 pl 1,56 mM 40 pl Pyruvat 1 M 0,3
NADH 2,5 pl-60 pl 25 mM 50 pl Hydroxypyruvat 25 mM | 0,01-0,02
Hydroxypyruvat | 5 pl-80 pl 25 mM 40 pl NADH 25 mM 0,01-0,02
NADH 2,5 pl-50 pl 20 mM 40 pl Pyruvat 1 M 1-1,5
Pyruvat 5 pl-80 pl 500 mM 50 pl NADH 20 mM 0,5
Glyoxylat 5 pl-80 pl 50 mM 50 pl NADPH 25 mM 0,04

Bestimmung des Temperaturoptimums:

50 pyl | NADPH 1,56 mM 70yl |NADPH 6,25 mM

60 pl | Pyruvat 0,5M 60 pl | Hydroxypyruvat 12,5 mM

20 pl |Enzym 0,6 mg/ml 20yl [Enzym 0,02 mg/ml
370 ul | KPi-Puffer 0,1M,pH 7,0 ||350ul |KPi-Puffer 0,1M,pH 7,0
500 pl | Gesamtvolumen 500 pl | Gesamtvolumen
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Bestimmung des pH-Optimums:

50 pyl | NADPH 1,56 mM 70 ul  |NADPH 6,25 mM
60 pl | Pyruvat 05M 60 pl | Hydroxypyruvat 12,5 mM
20 pl |Enzym 0,6 mg/ml 20 pl [Enzym 0,02 mg/ml
370 ul | KPi-Puffer 0,1 M, pH 2,3-12 350 yl | KPi-Puffer 0,1 M, pH 2,3-12
500 pl | Gesamtvolumen 500 pl | Gesamtvolumen
2.7. Medien
2.7.1. CB20OH

Das CB20OH-Medium wurde fir die Kultivierung der sterilen Coleus blumei-Pflanzen und

Hairy Roots als Festmedium verwendet. Fir die Flassigkulturen der Hairy Roots wurde das

CB20H-Medium fliissig verwendet.

Makroelemente (100x Stammldsungen — jeweils 10 ml/l Medium):

KNO4 250 g/l
MgSO, * 7 H,0 25 g/l
NaH,PO,* H,O 17,2 g/l
CaCl,* 2 H,0 15 g/l
(NH,),SO, 13,4 g/l
FeSO,+ 7 H,0 2,56 g/l
mit NaEDTA ¢ 2 H,O 3,439/l

Mikroelemente (100x Stammlésung — 10 ml/l Medium):

ZnS0O4* 7 H,0O 300 mg/I
MnSQO, « H,O 100 mg/I
KJ 75 mg/l
Na,MoO, ¢ 2 H,O 25 mg/l
CuSQ, * 5 H,O 25 mg/l
COClz' 6 Hzo 25 mg/I

Vitamine (1000x Stammlésung — 1ml/I Medium):

Thiamindichlorid

1000 mg/100 ml

Pyridoxin « HCI

100 mg/100 mi

Nicotinsaure

100 mg/100 ml
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myo-Inosit 100 mg/| Medium
Saccharose 20 g/l Medium
NZ-Amine 2 g/l Medium

Gegeniber dem ursprunglichen CB20OH-Medium wurden hier standardmafig die NZ-Amine
weggelassen, da sie sich als nicht nétig erwiesen. Der pH-Wert wird auf 5,5 eingestellt und
das Medium entsprechend abgefillt (50 ml Medium in 100 ml-Kolben, 100 ml Medium in
Glasern fur Pflanzenkulturen) und autoklaviert.

Fur Festmedien wurde 1% Agar zugegeben.

2.7.2. YMB
Das YMB-Medium (Singleton, 2002) fand ausschlief3lich fur die Agrobakterien als Flissig-

oder Festmedium Verwendung.

KH2PO4 0,5 g/l
MgSQO, * 7 H,O 0,2 g/l
NacCl 0,1 g/l
Mannit 10 g/l
Hefeextrakt 0,5 g/l

pH 7,0 (mit HCI)

Fur Festmedien wurde 1% Agar zugesetzt.

2.7.3.LB

LB-Medium (Bertani, 1951) diente zur Anzucht von E. coli als Fest- oder Flissigmedium.

Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 5 g/l
NacCl 10 g/l

pH 7,0 (mit NaOH)

Fur Festmedium wurde 1% Agar zugesetzt.
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3.1. Bakterienstamme

Escherichia coli:

DH5a (Invitrogen, Karlsruhe)

JM109 (Stratagene, Amsterdam, Niederlande)

BL21(DE3)pLysS (Novagen, Bad Soden)

Agrobacterium rhizogenes:*

LBA15834

TR105

LBA9402

*Freundlicherweise zur Verflgung gestellt von Prof. Dr. AW. Alfermann, Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf.

3.2. Pflanzenmaterial

Die aseptischen Pflanzenkulturen von Coleus blumei wurden von Maike Petersen aus

Samen angezogen und existieren seit mindestens 20 Jahren. Eine Linie ging jeweils aus

einem Samen hervor.

3.3. Primer

Alle verwendeten Oligonucleotidprimer wurden Uber die Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg) bezogen. Die trocken gelieferten Primer wurden nach Herstellerangaben in

sterilem Wasser ruickgel6st, um eine Konzentration von 10 pmol/ul zu erhalten. Die Lagerung

erfolgte bei -20 T. Zur weiteren Verwendung in PCR -Anséatzen wurden diese Ldsungen

noch einmal 1:10 auf eine Konzentration von 1 pmol/ul verdunnt.

HPPR 1for:

5'- CAG GAT CCG AAC GCC GGT GCC

(EcoRlI)

HPPR 2rev: 5- CGA AAG GGA ACC AGA GGT ACC GG (Kpn 1) 58 T
HPPR 3for: 5- CAG AAT TCG AAC GCC GGT GCC (BamHI) oo
HPPR 4rev: 5- CGA AAG GGA ACC AGA GAA GCT TCG C (Hind 1)

RAS 1for: 5-ATG AAT TCATTT CCA CAT ACC CTC TC (EcoR) . o
RAS 2rev: 5- ATG GTA CCA TCG ATC GAC GAT CGC_ (Kpni)

RAS 3for: 5-ATG GAT CCA TTT CCA CAT ACC CTC TC (BamHI) ;o
RAS 4rev: 5- TAT AAG CTT ATC GAT CGA CGATCG C (HindI11)

HPPR Xhol for, _ 5- TAT GAA TTC ATG AAG ATA GAA GTC AAA G (Xhol) £6/60 C
HPPR BamHI rev: 5- GAT GGA TCC TCA AAT CTC ATA AAA CAA C (BamHI)

RAS ECORI for.  5-ATA CTC GAG ATG GAG GCG ATT GGC (EcoR) .o
RAS BamHI rev:  5- TAT GGA TCC TCA AAC TAC TGG AGT TAA GAG (BamHI)

35 for: 5-TCG ACG AAT TAATTC CAATCC

35 rev: 5- GAT GCA ATT AGT CCT GAA TC 55T
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nptll for: 5~ AGG CTA TTC GGC TAT GAC TG .
nptil rev; 5~ ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA

rolA for : 5- CCG GAC TAA ACG TCG CCG GC

rolA rev 5~ GAA CGT CCC GGT CGG GCT TG 60 T
rolB for: 5~ TCT CAC TCC AGC ATG GAG CC
rolB rev. 5~ GAG AGT CGC AGG GTT AGG TC 60 T
rolC for: 5- ATG CCT CAC CAA CTC ACC AG
rolCrev 5 GAC AAG CAG CGA TGA GCT AG 60 T
Aktin for: 5-CTT ATG TTG CCC TGG ACT ATG AGC

Aktin rev: 5- GGC AAC GGA ATC TCT CAG CTC C 50/60 T
virC for : 5-ATC ATTTGT AGC GAC T

virC rev : 5= AGC TCA AAC CTG CTT C 5T

3.4. Chemikalien

Gangige, kaufliche Chemikalien stammten von den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz), Merck

(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe)Sigma (Deisenhofen) in p.A.-Qualitét.

Agar-Agar C.E. Roeper GmbH, Hamburg
Agarose NEEO Ultra Quality Roth, Karlsruhe

Ampicillin Roth, Karlsruhe

Blocking-Reagenz Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Cefotaxim Fresenius Kabi, Bad Homburg

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)

Roth, Karlsruhe

Coenzym A Trilithiumsalz

Applichem GmbH, Darmstadt

Coomassie Brilliant Blue G-250

Fluka, Buchs, Schweiz

CSPD-L6sung (25 mM)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

D-Glycerinsaure

Fluka, Steinheim

Dithiothreitol

Roth, Karlsruhe

DL-p-Hydroxyphenyllactat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

dNTPs (je 10 mM dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Fermenetas, St. Leon-Roth

Ethidiumbromid, 1%ig

Applichem GmbH, Darmstadt

GeneRuler Ladder Mix

Fermentas, St. Leon-Roth

Glyoxylat Fluka, Steinheim
Guanidinthiocyanat Roth, Karlsruhe
Imidazol Roth, Karlsruhe
Kanamycin Roth, Karlsruhe

Kodak GBX developer and replenisher

Sigma-Aldrich, Steinheim

Kodak GBX fixer and replenisher

Sigma-Aldrich, Steinheim

Kohrsolin Bode Chemie, Hamburg

L-Phenylalanin Roth, Karlsruhe

L-Tyrosin Fluka, Steinheim

Methanol Fisher Scientific, Loughborough, UK
Milchsdure Roth, Karlsruhe

myo-Inositol Roth, Karlsruhe

NAD BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg
NADH BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg
NADP BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg
NADPH Roth, Karlsruhe

Nicotinsaure

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande

Phenol (Citratpuffer-gesattigt)

Sigma, Deisenhofen

p-Hydroxyphenylpyruvat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Polyclar 10 Sigma, Deisenhofen
Pyridoxin « HCI Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Pyruvat Fluka, Steinheim
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SDS-Pellets

Roth, Karlsruhe

Spectinomycin

AppliChem, Darmstadt

Streptomycin

Roth, Karlsruhe

Thiamindichlorid

Roth, Karlsruhe

Ticarcillin Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen
Zimtsaure Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande

B-Hydroxypyruvat

Fluka, Steinheim

3.5. Gerate

Autoklav (groR)

Systec VX-150, Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg

Autoklav (klein)

Advantage-Lab AL 02-02-100

Wasserreinigungsanlage

Milli RX20 Millipore, Schwalbach

Eismaschine

Scotsman AF100, Mailand, Italien

Photodokumentation fir
Agarosegele

Quickstore plus RS Systems

Gefriertrockner Christ L1, B. Braun Biotech International, Melsungen
Vakuumpumpe Vakuubrand, Wertheim
PCR-Geréat Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg

pH-Elektroden

Accumet Basic Fischer Scientific, Wohlen, Schweiz

Ultraschallbad
Ultraschallprozessor

Sonorex Super RK 510H, Bandelin, Berlin

Dr. Hielscher UP 200S Hielscher Ultrasonics, Teltow

Schiittler fur Pflanzenkulturen

Certomat® BS-1, B. Braun Biotech International, Melsungen

HT (klein), Infors AG, Bottmingen, Schweiz

HT (groR), Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Inkubationsschiittler Gallenkamp, Loughborough, UK
Magnetrihrer MR3001 und MR1000, Heidolph, Kelheim
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg
Biofuge 17RS Heraeus Sepatech, Osterode
SIGMA 3K30 B. Braun Biotech., Melsungen
Sorvall® RC 50 plus DuPont, Bad Homburg
HPLC Kontron (ehemals Neufahrn): Pumpen: 422, Detektor 430A
Integration PC Integrations Pack (Version 4.02, Dez. 1996)
Spektralphotometer Uvikon 930 Spectrophotometer, Kontron, ehemals Neufahrn
BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg
Waagen Mettler H64, Mettler-Toledo GmbH, Giessen

Kern EW, Kern & Sohn GmbH, Balingen

PT310 Sartorius, Sartorius AG, Géttingen

UV-Detektion

Bachofer GmbH, Reutlingen

Sterile Werkbank

Class 100, Gelaire, Gelman Instrument Opera, Milano, Italien

Transilluminator

TFX -35, Vilber Lourmat, Frankreich

3.6. Vektoren

pHANNIBAL

PART27

pET15b (Novagen, Bad Soden)
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3.7. Kits fur molekularbiologische Arbeiten

NucleoSpin® Extract Il

Macherey-Nagel, Diren

QIAprep® Spin

QIAGEN, Hilden

His-Select® HF Nickel Affinity Gel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roti® Transform

Roth, Karlsruhe

RevertAid'" First Strand cDNA Synthesis Kit

Fermentas, St. Leon-Roth

High-Fidelity DNA-Polymerase-Mix mit Puffern

Fermentas, St. Leon-Roth

3.8. Enzyme, Proteine

GoTag-DNA-Polymerase mit Puffern (5 U/ul)

Promega, Mannheim

T4-DNA-Ligase (5U/ul) mit Puffer

Fermentas, St. Leon-Roth

samtliche Restriktionsenzyme mit Puffern (10 U/ul)

Fermentas, St. Leon-Roth

RNase A aus Rinderpankreas, 90%

Fluka, Buchs, Schweiz

CIAP mit Puffer (1 U/ul)

Fermentas, St. Leon-Roth

Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments 150 U/200ul)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Rinderserumalbumin Fraktion V (BSA)

Roth, Karlsruhe

3.9. Sonstiges

Nesco-Film

Bando Chemical Ind. Ltd., Kobe, Japan

Quarzkivetten

Hellma GmbH und Co. KG, Miillheim

Lumi-Film Chemiluminiscent Detection Film

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Plastikwaren

Greiner, Frickenhause

Plastikkivetten Uvette 50-2000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Saran-Folie

Dow Chemical Company, Midland, USA

Sterilfilter Rotilabo®-Spritzenfilter steril, 0,22 uM, PVDF

Roth, Karlsruhe

Halbmikro EinmalkUvetten

Ratiolab GmbH, Dreieich-Buchschlag

Makro-Kivetten

Ratiolab GmbH, Dreieich-Buchschlag

Nylon Membranes, positively charged

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

HPLC-Saule Equisil ODS, 5 pm (250 x 4 mm)

Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch
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4.1. RNAI- und Uberexpressionskonstrukte

4.1.1. RNAi-Konstrukt der HPPR
Zur Klonierung des RNAi-Konstruktes fir die HPPR wurde der pHANNIBAL-Vektor

verwendet. Uber PCR wurde jeweils ein HPPR-Fragment mit den Schnittstellen EcoRI/Kpnl

(sense) und BamHI/Hindlll (antisense) mit Hilfe der entsprechenden Primer aus einem
pET15b-Vektor mit dem vollstandigen codierenden Bereich der HPPR amplifiziert. Die
Fragmente wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und anschlie3end
aufgereinigt. Der pHANNIBAL-Vektor (pHAN) wurde zuerst mit den Enzymen EcoRI/Kpnl
verdaut und das sense-Fragment einligiert und in E.coli eingebracht und vermehrt (Abb. 4.1.
(a)). Das Plasmid eines positvien Klons mit dem sense-Fragment wurde zur Kontrolle
sequenziert. AnschlieBend wurde der pHANNIBAL-Vektor mit dem sequenzierten sense-
Fragment mit den Restriktionsenzymen BamHI/Hindlll verdaut und das antisense-Fragment
eingefigt (Abb. 4.1. (b)). Da RNAi-Konstrukte als Einzelstrang eine Haarnadelstruktur
ausbilden, ist die Sequenzierung erschwert. Es wurde deshalb nur ein Restriktionsfragment
des Vektors zur Sequenzierung gegeben, bei dem mit Hindlll und Notl verdaut worden war.
Nach erfolgreicher Sequenzierung (Abb. 4.2.) wurde das RNAi-Konstrukt mit den Notl-
Restriktionsschnittstellen aus pHANNIBAL ausgeschnitten und in pART27 eingefigt
(Abb. 4.1. (c)). Dies war das fertige Konstrukt fur die Transformation von Agrobakterien und

die anschlieRende Infektion von Pflanzenmaterial.
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Abb. 4.1.: Restriktionsanalyse zur Kontrolle der Herstellung des RNAi-Konstrukts von HPPR. (a)
Klonierung des HPPR sense-Fragmentes in pHAN (EcoRI/Kpnl-Verdau); Vektor etwa 6000 bp, sense-
Fragment etwa 650 bp (b) Klonierung des HPPR antisense-Fragmentes in pHAN (BamHI/Hindlll-
Verdau); Vektor etwa 6000 bp, antisense-Fragment etwa 650 bp (c) Klonierung der HPPR RNAI-
Kassette in pART27 (Notl-Verdau); Kassette etwa 4000 bp, Vektor bei etwa 12 kb.
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(a) Sequenz des HPPR RNAI sense-Fragments:

HPPR, 29 CGACGCACT- GCCGAAACT GGAGAT TGT GTCGAGCTTTAGCGT GGGT CTGGATAAGGT TG
RNAI , 4 CTACGTGATAGATCGAACTGGAGAT- GTGTCGAGCTT- AGCGTGG- TCTGGATA- GGTTG
* kkk * * I T I I ™
HPPR, 88 ACTTGATCAAGT GT GAGGAGAAGGGGGT TAGGGT TACCAACACGCCCGATGT GCTGACGG
RNAI , 60 ACTTGATCA- GTGTGAGGAGAAGGGGGT TAGGGT TACCAACACGCCCGATGT GCTGACGG
R I ™
HPPR, 148 ATGACGTCGCGGATTTGGCGATCGGGT TGA GGCGGTTTTGAGGCGGATTTGT GAGT
RNAI , 119 ATGACGTCGCGGATTTGGCGATCGGGTTGA GGCGGTTTTGAGGCGGATTTGT GAGT
HPPR, 208 GTGATAAGTATGT GAGGAGAGGGEGECGT GGAAAT TTGGAGACT TCAAGT TGACGACTAAGT
RNAI 179 GTGATAAGTATGTGAGGAGAGGGGCGT GTAAATTTGGAGACT TCAGGT TGAGGATTAAGT
FA KA KRR KKK KR KRR K KKK K R AR KA AR KR AR AR AR KRk * KA hA Kk *k KR AR
HPPR, 268 TCAGCGGTAAAAGAGT TGGCATCATAGGATTGGGECAGAAT CGGGT TAGCAGT TGCTGAGC
RNAI , 239 TCAGCG TAAATGAGT CTGCATCATAGGATTGGGECAGAAT CGGGT TAGCAGT TGCTGAGC
T I T I ™
HPPR, 328 GAGCAGAGGCATTTGATTGTCCAATCAGTTAC CAAGATCCAAGAAACCCAACACAA
RNAI , 298 GAGCAGAGGCATTTGATT- TCCAATCAGTTAC CAAGATCCAAGAAACCCAACACAA
HPPR, 388 ACTACACATACTATGGCAGCGT TGTAGAATTGGCGT CAAACAGT GACATCCTAGT CGTAG
RNAI 357 ACTACACATACTATGGCAGCGT TGTAGAATTGGCGT CAAACAGT GACATCCTAGT CGTAG
HPPR, 448 CATGTCCCCTGACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGTAATCGATGCTCTGG
RNAI 417 CATGTCCCCTGACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGTAATCGATGCTCTGG
R I I ™
HPPR, 508 GTCCAAAGGGAGT TCTCATCAACAT TGGAAGGGGACCT CATGT TGATGAGCCCGAACT
RNAI , 477 GTCCAAAGGGAGTTCTCATCAACATTGAA- - GGGACCTCATGT - GATGAGCCCGAACT

Kkkkkkhkkkkkkhkhkhkhhkhkkkk K hkkhkhkhhhhk Khkkhkkhkkkhkkk

(b) Sequenz des HPPR RNAI antisense-Fragments:

HPPR, 38 GOOGAAACTGGAGATTGTGTCGAGCTTTAGOGT GGGTCTGGATAAGGTTGACTTGATCAA
RNAI , 1 GOCGAA- CTCGAGATGGTGTAGAGCTTTAGCGTGGGTCTGAT- - AGGTTGACTTGATCAA
HPPR, 98 GTGTGAGGAGAAGGEGGTTAGEGT TACCAACACGCCOGAT GTGCT GACGGATGACGTCGC
RNAI , 58 GTGTGAGGAGAAGGEGGTTAGEGTTACCAACACGOC- GATGTGCTGACGGATGACGTCOGC
HPPR, 158 GGATTTGGOGATCGGGTTGATTTTGEOGGT TTTGAGGOGGAT TTGTGAGTGTGATAAGTA
RNAI , 117 GGATTTGGOGATCGGGTTGATTTTGROGGTTT- GAGGOCGATCTCTGACTGOGATAAATA
HPPR, 218 TGTGAGGAGAGGGEOGT GGAAAT TTGGAGACT TCAAGT TGACGACT AAGTTCAGOGGTAA
RNA , 176 TGAGBOGAGAGT GGTGTGGAAATTTGGAGACCT CAAGGT GCAGGCTAAGT TGAGTGGCAA
HPPR, 278 AAGAGTTGGCATCATAGGATTGGGECAGAAT CGGGT TAGCAGT TGCTGAGOGAGCAGAGEC
RNAI , 236 AAGAGTTGGCATGCTAAGCTTGGGCAGTATCTGGTTAGCAGCT GTTGAGCTAGCAGAGGC
HPPR, 338 ATTTGATTGTCCAATCAGTTACTTTTCAAGATCCAAGAAACCCAACACAAACTACACATA
RNAI , 296 ATTTGGTTCTCCAATCAGTTACTTTTCAAGATTCAAGAAACCCAACACAAACTACACATA
HPPR, 398 CTATGGCAGCGTTGTAGAATTGGCGT CAAACAGT GACATCCTAGTCGTAGCATGTCOCCT
RNAI , 356 CTATGGCAGCGTTGTAGAATTGGCGT CAAACAGT GACATCCTAGTCGTAGCATGTCOOCT
HPPR, 458 GACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGT AATCGATGCTCTGGGTCCAAAGEG
RNAI , 416 GACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGT AATCGATGCTCTGGGTCCAAAGEG
HPPR, 518 AGTTCTCATCAACATTGGAAGGGGACCT CATGTTGATGAGCCOGAACTGGTGTCTGCTCT
RNAI , 476 AGTTCTCATCAACATTG AAGGGGACCTCATGT- GATGAGOCOGAACTG TGTCTGCTCT
HPPR, 578 TGTGGAGGGOCGTCTGEG

RNAI , 533 - - - - GTGAGGCGTCTGGG

* ok ok kkkkkkkk

Abb. 4.2.: Sequenzvergleich der HPPR sense- (a) und antisense-Fragmente (= RNAI) (b) aus pHAN
mit der entsprechenden Teilsequenz der HPPR aus Coleus blumei (= HPPR). SIM - Alignment Tool at
EXPASYy (Geneva, Switzerland)
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4.1.2. RNAIi-Konstrukt der RAS
Bei der Herstellung des RNAIi-Konstruktes fir die RAS wurde ebenso verfahren wie bei der

HPPR. Die Abbildungen 4.3. und 4.4. zeigen den Fortschritt der Konstruktion des RAS

RNAI-Plasmids.
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Abb. 4.3.: Restriktionsanalyse zur Kontrolle der RNAi-Konstrukte fir RAS. (a) Klonierung des RAS
sense-Fragmentes in pHAN (EcoRI/Kpnl-Verdau); Vektor etwa 6000 bp, sense-Fragement etwa 650
bp (b) Klonierung des RAS antisense-Fragmentes in pHAN (BamHI/Hindlll-Verdau); Vektor etwa 6000
bp, antisense-Fragment etwa 650 bp (c) Klonierung der RAS RNAIi-Kassette in pART27 (Notl-Verdau);

Kassette etwa 4000 bp, Vektor bei etwa 12 kb.
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(a) Sequenz des RAS RNAI sense-Fragments:

RAS, 17 TCATGGITTTTCAGCTAACTCGCT TCAAAT GCGGCGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACG
RNAI , 5 TTATAGCATCATCGCTA- CTCGCTTCAA- TGCGGECGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACG
RAS, 77 AGCACCACTTATCCGACGGCGT CGCCGCCCTCCACT TCATCAACACAT GGGCCCACCTCA
RNAi , 63 AGCACCACTTATCCGACGGCGT CGCCGCCCTCCACT TCATCAACACAT GGGCCCACCTCA
RAS, 137 GCCGCGECECCCCCGCCCCT ACCCCGCTGOCGCACT TCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTC
RNAi , 123 GCCGCAGCGCCCCCGCCCCTACCCCGCTGOCGCACT TCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTC
Kok k KRk kR kK kK kR Ak Ak kK kK kKR kK kK kA kA Rk Rk KKk Ak KAk ko kK
RAS, 197 GCAACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCACGCCGAGT ACCAGCCTCCTCCCACTCTCGAAA
RNAI , 183 GCAACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCACGCCGAGT ACCAGCCTCCTCCCACT CTCGAAA
Kok kA kR Ak ok kK kR kR kK kK kK kK Rk kKKK Kk Rk Ak kK kK kKRR Ak ko kK
RAS, 257 ACCCTCTTCCCCACACCGACAT CGCCCACT CCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCA
RNAI , 243 ACCCTCTTCCCCACACCGACATCGCCCACT CCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCA
RAS, 317 ACTCCCTCAAGT CCAAAT TCAAAACCGCCCCCGCCGACGECEECECCGECAAAT CCTACA
RNAi , 303 AGTCCCTCAAGT CCAAAT TCAAAACCGCCCCCGCCGACGEOGECGECCGGCAAATCCTACA
RAS, 377 GCACGITCGAGGTTCTTGCCGGCCATATCTGGECGCAGCGT CTGCATCGCCCGCGGCCTGC
RNAI , 363 GCACGITCGAGGTTCTTGCCGGCCATATCTGECGCAGCGT CTGCATCGCCCGCGGECCTGL
Kok ko ko kR ko kK kK kR Ak Ak kK kK kKR kK kK kK kR Rk kK kK kK kR Ak ko Kk
RAS, 437 CGGAGGGTCAAGAGACCAAGCT CCACATCCCCT T- CGACGG- CCGCGGCAGGCTGCAGCT
RNAI , 423 CGGAGGGT CAAGAGACCAAGCT GAATACCCT CTAGCT TCGGACCAT CACATGCCGC- - CT
RAS, 495 GC- CGCCGGGATTCTTCGGCAACGCCAT CTTCT TCGCCACT CCCAT CGCCACGT GCGECG
RNAi , 481 GCGCGACTTGACTCACTCGTAACTGGGT GTGGAAC- TGGTTTCCATCACCTCAGTTGGT T
RAS, 554 AGATCGAGT CGAACT CGCTGAAT TACGCCGT GCGTAGAGT CAGCGACGGCGT GAGCCGGEC
RNAi , 540 TATTGGAATTTTAGGCGGAGGACATT- - - - TTTGTTGATCACATGAAGGAATTCGCAGAG
* kk ok * kk ok x * Kk ok *k Kk K Kk

RAS, 614 TGGATGAGGACTACCTGCGATCGTCGATCGAT

RNAI , 596 AATGATTTTCCTTCCCTCAGACTCCTTTCGAT

*k Kk ok * ok kkkkk

(b) Sequenz des RAS RNAI antisense-Fragments:

RAS, 17 TCATGGITTTTCAGCTAACTCGCT TCAAAT GCGECGEAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACG
RNAi , 5 TTATAGCATCATCGCTA- CTCGCTTCAA- TGCGGCGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACG
RAS, 77 AGCACCACTTATCCGACGGCGT CGCCGCCCTCCACT TCATCAACACAT GGGCCCACCTCA
RNAI , 63 AGCACCACTTATCCGACGGCGT CGCCGCCCTCCACT TCATCAACACAT GGGCCCACCTCA
Kok kA kR Ak Rk Kk kK kR Ak Ak kK kK kR Rk Ak kK kAR Rk Ak KKk Ak KAk ko kK Kk
RAS, 137 GCCGCGECECCCCCGCCCCTACCCCGCTGOCGECACT TCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTC
RNAI , 123 GCCGCAGCGECCCCCGLCCCTACCCCGCT GCCGECACT TCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTC
RAS, 197 GCAACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCACGCCGAGT ACCAGCCTCCTCCCACT CTCGAAA
RNAI , 183 GCAACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCACGCCGAGT ACCAGCCTCCTCCCACTCTCGAAA
RAS, 257 ACCCTCTTCCCCACACCGACAT CGCCCACT CCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCA
RNAI , 243 ACCCTCTTCCCCACACCGACAT CGCCCACT CCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCA
Kok ko kK Ak ok kK Kk kK Rk kK kKR Rk Ak kK kK kK kK Rk Rk KKk kR Ak ko Kk Kk
RAS, 317 ACTCCCTCAAGT CCAAAT TCAAAACCGCCCCCGCCGACGGOGECGECCGGCAAATCCTACA
RNAI , 303 AGTCCCTCAAGT CCAAAT TCAAAACCGCCCCCGCCGACGECEECECCGEECAAAT CCTACA
B I e
RAS, 377 GCACGITCGAGGTTCTTGCCGGCCATAT CTGECGCAGCGT CTGCATCGCCCGCGEGECCTGC
RNAI , 363 GCACGITCGAGGTTCTTGCCGGCCATAT CTGECGCAGCGT CTGCATCGCCCECGEECCTGL
RAS, 437 CGGAGGEGTCAAGAGACCAAGCT CCACATCCCCT T- CGACGG- CCGCGGCAGGCTGCAGCT
RNAI , 423 CGGAGGGT CAAGAGACCAAGCT GAATACCCT CTAGCT TCGGACCATCACATGCCGC- - CT
RAS, 495 GC- CGCCGGGATTCT TCGGCAACGCCAT CTTCT TCGCCACT CCCAT CGCCACGT GOGECG
RNAI , 481 GCGCGACTTGACTCACTCGTAACTGGGT GTGGAAC- TGGTTTCCATCACCTCAGTTGGT T
Kk Kk Kk Kk kK * kkk * * K okkkkE KK K * %
RAS, 554 AGATCGAGT CGAACTCGCTGAAT TACGCCGT GCGTAGAGT CAGCGACGGCGT GAGCCGGC
RNAI , 540 TATTGGAATTTTAGGCGGAGGACATT- - - - TTTGTTGATCACATGAAGGAATTCGCAGAG
* Kk ok * kk ko * Kk ok TRETEE TR
RAS, 614 TGGATGAGGACTACCT GCGATCGTCGATCGAT
RNAI , 596 AATGATTTTCCTTCCCTCAGACTCCTTTCGAT

Abb. 4.4.: Sequenz-Aligment der RAS sense (a) und antisense-Fragmente (b) (= RNAI) aus pHAN mit
der entsprechenden Teilsequenz der RAS aus Coleus blumei (= RAS).
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4.1.3. Uberexpressionskonstrukt der HPPR

Das vollstandige offene Leseraster der HPPR wurde mit Primern, die die entsprechenden
Schnittstellen enthielten (vorderer Primer: Xhol und hinterer Primer: BamHI) aus dem
pET15b-Vektor (pET15b-HPPR wurde im Rahmen ihrer Doktorarbeit von V. Janiak
hergestellt) amplifiziert, mit den Restriktionsenzymen verdaut, aufgereinigt und hinter den
35S-Promotor in pHAN ligiert (Abb. 4.5. (a)). Aus pHAN wurde mit Notl die
Expressionskassette herausgeschnitten und in pART27 eingefigt (Abb. 4.5. (b)). Zur
Uberprifung wurde die HPPR aus pART27 sequenziert. Die Sequenz stimmt zu 100% mit

der urspriinglichen aus Coleus blumei ermittelten HPPR-Sequenz tberein (Abb. 4.6.).
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Abb. 4.5 Restriktionsanalyse zur Kontrolle der Uberexpressions-Konstrukte der HPPR. (a)
Klonierung der Volllangen-HPPR in pHAN (Verdau mit Xhol und BamHI), Vektor etwa 6000 bp, HPPR
etwa 950 bp; (b) Ligation der HPPR-Uberexpressionskassette aus pHAN in pART27 (Notl-Verdau);
Vektor 12 kb, Expressionskassette 3000 bp.
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Sequenz der HPPR im Uberexpressionskonstrukt

Original, 1 ATGGAGGCGATTGGCGTTTTGATGATGT GCCCGATGAGCACCTACTTGGAGCAAGAGCTT
Kl oniert, 1 ATGGAGGCGATTGGCGTTTTGATGATGT GCCCGATGAGCACCTACT TGGAGCAAGAGCTT
Original, 61 GACAAGCGGTTCAAGCTCTTTCGT TACT GGACT CAGCCGGCGCAGCGCGACTTCCTCGCT
Kl oniert, 61 GACAAGCGGTTCAAGCTCTTTCGT TACT GGACT CAGCCGGCGCAGCGCGACTTCCTCGCT
Original, 121 CTGCAGGCCGAGT CTATCCGCGCGGT GGT TGGGAAT TCGAACGCCGGT GCCGATCCTGAG
Kl oni ert, 121 CTGCAGGCCGAGTCTATCCGCGCGGT GGT TGGGAAT TCGAACGCCGGT GCCGATGCTGAG
Original, 181 TTGATCGACGCACT GCCGAAACTGGAGATTGTGTCGAGCT TTAGCGT GGGTCTGGATAAG
Kl oniert, 181 TTGATCGACGCACT GCCGAAACT GGAGATTGT GTCGAGCT TTAGCGT GGGT CTGGATAAG
Original, 241 GITGACTTGATCAAGT GTGAGGAGAAGGEGEGEGT TAGGGT TACCAACACGCCCGATGTGCTG
Kl oniert, 241 GTTGACTTGATCAAGT GT GAGGAGAAGGGGGT TAGGGT TACCAACACGCCCGATGTGCTG
Original, 301 ACGGATGACGTCGCGGATTTGGCGATCGGGT TGATTTTGGCGGT TTTGAGGCGGATTTGT
Kl oni ert, 301 ACGGATGACGICGCGGATTTGGCGATCGEGT TGATTTTGECGGT TTTGAGGCGGATTTGT
Original, 361 GAGTGTGATAAGTATGT GAGGAGAGGGGECGT GGAAATTTGGAGACT TCAAGT TGACGACT
Kl oniert, 361 GAGTGTGATAAGTATGT GAGGAGAGGGGECGT GGAAATTTGGAGACT TCAAGT TGACGACT
Original, 421 AAGITCAGCGGTAAAAGAGT TGGCATCATAGGAT TGGGECAGAAT CGGGT TAGCAGT TGCT
Kl oniert, 421 AAGTTCAGCGGTAAAAGAGT TGGECATCATAGGAT TGEECAGAAT CGEGT TAGCAGT TGCT
Original, 481 GAGCGAGCAGAGGCATTTGATTGTCCAATCAGTTACTTTTCAAGATCCAAGAAACCCAAC
Kl oniert, 481 GAGCGAGCAGAGGCATTTGATTGTCCAATCAGTTACTTTTCAAGATCCAAGAAACCCAAC
Original, 541 ACAAACTACACATACTATGGCAGCGT TGTAGAATTGGCGT CAAACAGT GACATCCTAGTC
Kl oni ert, 541 ACAAACTACACATACTATGGCAGCGT TGTAGAATTGGCGTCAAACAGTGACATCCTAGIC
Original, 601 GTAGCATGTCCCCTGACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGTAATCGATGCT
Kl oni ert, 601 GTAGCATGTCCCCTGACTCCAGAAACAACTCATATTATCAATCGAGAAGTAATCGATGCT
Original, 661 CTGGGTICCAAAGGGAGT TCTCATCAACATTGGAAGGGGACCTCATGT TGATGAGCCCGAA
Kl oniert, 661 CTGGGTCCAAAGGGAGT TCTCATCAACATTGGAAGGGGACCT CATGT TGATGAGCCCGAA
Original, 721 CTGGTGTCTGCTCTTGT GGAGGGCCGT CTGGGT GGCGCTGGT CTTGATGTATTCGAAAGG
Kl oniert, 721 CTGGTGTCTGCTCTTGT GGAGGECCGT CTGEGT GECGCTGGT CTTGATGTATTCGAAAGG
Original, 781 GAACCAGAGGTACCGGAGAAGCTCTTCGGTCTGGAAAATGT TGTCCTGT TGCCACATGTA
Kl oni ert, 781 GAACCAGAGGTACCGGAGAAGCTCTTCGGTCTGGAAAATGT TGTCCTGT TGCCACATGTA
Original, 841 GGGAGTGGCACCGT GGAAACGCGTAAAGT GATGGCTGATCTTGTCGTCGGAAACT TGGAA
Kl oniert, 841 GGGAGTGGCACCGT GGAAACGCGT AAAGT GATGGCTGATCTTGT CGT CGGAAACT TGGAA
Original, 901 GCTCACTTCTCCGGCAAGCCTCTCTTAACTCCAGTAGTTTGA

Kl oniert, 901 GCTCACTTCTCCGGCAAGCCTCTCTTAACTCCAGTAGTTTGA

Abb. 4.6.: Sequenzvergleich der HPPR-Volllange (= kloniert) aus pART27 mit der HPPR-Sequenz (=
Original) aus Coleus blumei. Die Sequenz wurde vollstandig sequenziert, sie stimmt zu 100% mit der
Original-Sequenz Uberein.
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4.1.4. Uberexpressionskonstrukt der RAS

Der vollstandige kodierende Bereich der RAS wurde mit Primern, die die entsprechenden
Schnittstellen enthielten aus dem pET15b-Vektor (pET15b-RAS wurde von M. Petersen
hergestellt) amplifiziert (vorderer Primer: EcoRI, hinterer Primer: BamHI), mit den
Restriktionsenzymen verdaut, aufgereinigt und in pHAN ligiert (Abb. 4.7. (a)). Aus pHAN
wurde mit Notl die Expressionskassette herausgeschnitten und in den Vektor pART27
eingebracht (Abb. 4.7. (b)). Die RAS aus pART27 wurde zur Uberpriifung sequenziert (Abb.
4.8.), wobei jedoch sowohl am Anfang als auch am Ende der Sequenz 33 bp fehlen. Es
fehlen sowohl am Anfang als auch am Ende der Sequenz 33 bp. Die Sequenz der in
PART27 klonierten RAS stimmt mit der original RAS zu 99,8% Uber ein. In Abb. 4.8. sind die
zwei auftretenden Punktmutationen rot markiert. Die Mutation bei Base 354 ist eine stille
Mutation. Bei der Mutation von Base 565 wird statt Serin Prolin kodiert. Das Prolin befindet

sich kurz vor dem Loop, der die beiden Domanen des Proteins verbindet (Abb. 4.9.).
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Abb. 4.7.: Restriktionsanalyse zur Kontrolle der Ligation der RAS-Sequenz in pART27 zur
Uberexpression. (a) Klonierung der Volllangen-RAS in pHAN (Verdau mit EcoRI und BamHI), Vektor
6000 bp, RAS 1300 bp; (b) Klonierung der RAS-Uberexpressionskassette aus pHAN in pART27 (Notl-
Verdau) Vektor 12 kb, Expressionskassette 3500 bp.
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Sequenz der RAS im Uberexpressionskonstrukt

99.8% identity in 1227 residues overlap; Score: 7874.0; Gap frequency: 0.0%

Original, 34 AAGCCGT CGECGEAGACGCCGEEEGEEGAGT TTGTGECTCTCAAATTTGGACT TGT TGTCG
Kloniert, 1 AAGCCGT CGECGCGAGACGCCGEEEGEEEEAGT TTGTGECTCTCAAATTTGGACT TGTTGTCG

Kk ok kR kkkk kA kA kA kA kR hk kA kA hhkhk kA hkhhk kA hkhhkk Ak kkkkk Kk kK &k

Original, 94 CCGGCCAACTACCACACCCT CAGCGT GCACT TCTACAGCCACGACGGCTCCGACAACTTC
Kloniert, 61 CCGGCCAACTACCACACCCT CAGCGT GCACTTCTACAGCCACGACGGCTCCGACAACTTC

ok kk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k

Original, 154 TTCGACGCGGCGGGEGT TGAAGGAGT CGCTCAGCCGAGCTCTGGT TGAGT TCTACCCTTAC
Kloniert, 121 TTCGACGCGECGGEEET TGAAGGAGT CGCTCAGCCGAGCTCTGGT TGAGT TCTACCCTTAC

ok kkkk ok kkkk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k

Original, 214 GCGGGGAGGT TGAAGCT GAACGGECAACCGCCT CGAGAT CGACT GTAACAACGAGGEGT TG
Kloniert, 181 GCGGGGAGGT TGAAGCT GAACGGECAACCGCCT CGAGAT CGACT GTAACAACGAGGEGT TG

Kk kk Rk Kk kk kA kA kA kA kR Ak kh kA kA hhkhkk Ak khhk kA hkhhkk Ak kkkkhkk Kk kK &k

Original, 274 CTGITGGT GGAGGCGGAGT GCGACGGECGCGT TGRAT GAGCT CGGCGACT TCGCCCCCCGL
Kloniert, 241 CTGITGGTGGAGGCGGAGT GCGACGGCGCGT TGGAT GAGCT CGGCGACT TCGCCCCCCGL

Kk kk Rk kkkk kA kA kk kA kR kkhh kA kA hkkhkhk Ak kkhk kA kkhhkhk Kk kkkkk Kk kK &k

Original, 334 CCGGAGCTCAACCT CATCCCTAAAGTGGATTATTCTCGAGGAATTTCCACATACCCTCTC
Kloniert, 301 CCGGAGCTCAACCT CATCCCCAAAGTGGATTATTCTCGAGGAATTTCCACATACCCTCTC

ok kkkkkkkkkkkkkkkkkk hokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkk

Original, 394 ATGGTTTTTCAGCTAACT CGCTTCAAAT GOGGECGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACGAG
Kloniert, 361 ATGGTTTTTCAGCTAACTCGCTTCAAAT GCGECGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACGAG

ok k ok ok k ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kkk ok k

Original, 454 CACCACTTATCCGACGGECGT CGCCGCCCT CCACT TCAT CAACACAT GGGCCCACCTCAGC
Kloniert, 421 CACCACTTATCCGACGGECGT CGCCGCCCT CCACT TCATCAACACAT GGECCCACCTCAGC

Kk kkkkkkkkkk kA ok kk kA kR hkhhk kA hhkhk kA kkkhkh Ak kkhkk Kk kkkkk Kk kK &k

Original, 514 CGCAGCGCCCCCGCCCCTACCCCGCTGCCGCACT TCGACCGCAGCTCCCTCTCCGCTCGL
Kloniert, 481 CGCAGCGCCCCCGCCCCTACCCCGCT GCCGCACT TCGACCGCAGCT CCCTCCCCGCTCGC

ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhk kkkkhkkk

Original, 574 AACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCACGCCGAGT ACCAGCCTCCTCCCACTCTCGAAAAC
Kloniert, 541 AACCCACCGCAGCCGCAGT TCAGCCACGCCGAGT ACCAGCCTCCTCCCACTCTCGAAAAC

Kok kA ko kR ko kKK ko kR kK kK kK kK kR Rk kK kK kKR kK kK kK k KAk kKKK
Original, 634 CCTCTTCCCCACACCGACAT CGCCCACT CCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCAAC
Kloniert, 601 CCTCTTCCCCACACCGACAT CGCCCACT CCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCTCAAC
Original, 694 TCCCTCAAGT CCAAAT TCAAAACCGCCCCCGCCCACGECGECECCGECAAATCCTACAGC
Kloniert, 661 TCCCTCAAGT CCAAAT TCAAAACCGCCCCCGCCGACGGCGECECCGECAAATCCTACAGC

Kk ok kR Kk Kk kk kA kK kk kA kR hkhkk kA khkhk kA kkhhk kA hhhhkk Kk kkhkk Kk kK &k

Original , 754 ACGTTCGAGGT TCTTGCCGGCCATATCT GGCGCAGCGT CTGCAT CGCCCGCGGECCTGCCG
Kl oniert, 721 ACGTTCGAGGT TCTTGCCGECCATATCT GGCGCAGCGT CTGCAT CGCCCGCGGECCTGCCG

ok k ok ok k ok kkkk ok kkkkk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkk ok k

Original, 814 GAGGGTCAAGAGACCAAGCT CCACATCCCCT TCGACGGCCGCGGCAGGCTGCAGCTGCCG
Kloniert, 781 GAGGGTCAAGAGACCAAGCT CCACATCCCCT TCGACGBECCGECGECAGECTGCAGCTGCCG

ok ok ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkk ok ok

Original, 874 CCGGGATTCTTCGGECAACGCCATCTTCT TCGCCACT CCCAT CGCCACGT GCGGCGAGATC
Kloniert, 841 CCGGGATTCTTCGGCAACGCCATCTTCTTCGCCACT CCCATCGCCACGT GCGGCGAGATC

Kk kkkkhkkkhkk kK kkkh kA kR kkhhk kA ok hhhkk Ak khhk kA kkhhkk Kk kkkkk Kk kK &k

Original, 934 GAGTCGAACTCGCTGAAT TACGCCGT GCGT AGAGT CAGCGACGGECGT GAGCCGECTGEAT
Kloniert, 901 GAGTCGAACTCGCTGAAT TACGCCGT GOGT AGAGT CAGCGACGGCGT GAGCCGGCTGGAT

ok kkkk ok kkkkkkkkkk ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k

Original , 994 GAGGACTACCTGCGATCGTCGATCGATT TCT TGGAGCT GCAGGAAGATATAAGCAAGCTG
Kl oniert, 961 GAGGACTACCTGCGATCGTCGATCGATT TCT TGGAGCT GCAGGAAGATATAAGCAAGCTG

ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok k

Original, 1054 GCGCAGGGAGCTCACAGT TTCAGGTGCCCTAATCTGT GGGTGATCAGT TGGGTGTGGCTG
Kloniert, 1021 GCGCAGGGAGCTCACAGT TTCAGGTGCCCTAATCTGT GEGTGATCAGT TGSGT GTGGCTG

Kk kkkkkkkkk kA kK kkkh Ak Ak khhk kA kkkhhk Ak kkhk kA kkhhkk Kk khkkk Kk kK &k

Original, 1114 CCGATTTACGAGCCGGAT TTCGGGT GEEEGAAGGCGGT GTATAT GGEECCGT GGECGECG
Kloniert, 1081 CCGATTTACGAGCCGGATTTCGGGT GEEGEGAAGGCGGT GTATAT GGEGECCGT GGGCGECG

Kk kk Kk Kk kkkk kA kA kkk kA kK hkhkk kA khkhk kK kkhhk kA hkhhkk Ak kkkkk Kk kK &k

Original , 1174 COGTTTGAAGGGAAGAGCTACCTTCTGCCTAACCCGGAAAAAGATGGCAGCTTGTTCGTC
Kl oniert, 1141 COGTTTGAAGGGAAGAGCTACCTTCTGCCTAACCCGGAAAAAGATGGCAGCTTGTTCGTC

ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkk ok k

Original, 1234 TCCATCACTCTGCATAAGCAACACATG
Kloniert, 1201 TCCATCACTCTGCATAAGCAACACATG

ok k ok k ok ok ok ok ok k k ok ok ok ok Kk ok ok ok Kk Kk

Abb. 4.8.: Sequenzvergleich der RAS-Volllange aus pART27 (= kloniert) mit der Original-RAS-
Sequenz (= Original). Die in pART27 klonierte RAS ist 99,8% mit der Original-RAS identisch. An Stelle
354 und 565 sind Punktmutationen rot markiert.
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99.8% identity in 409 residues overlap; Score: 2196.0; Gap frequency: 0.0%
Oiginal, 12 KPSAETPGGSLW. SNLDLLSPANYHTL SVHFYSHDGSDNFFDAAGLKESL SRALVEFYPY
Kl oniert, 1 KPSAETPGGSLW.SNLDLLSPANYHTLSVHFYSHDGSDNFFDAAGLKESL SRALVEFYPY
R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEERE R R R REREEREEEEEEEEEERESRESRESRESSE]
Original , 72 AGRLKLNGNRLEI DCNNEGL L L VEAECDGAL DEL GDFAPRPELNLI PKVDYSRG STYPL
Kl oniert, 61 AGRLKLNGNRLEI DCNNEGLLLVEAECDGAL DEL GDFAPRPELNLI PKVDYSRG STYPL
R EEEEEREEEEEEEEEREEEREEREEEEEREEEREREEEREREEEEEEEEEEEERESRESRESESESSE]
Original , 132 MVFQLTRFKCGGVAL GVANEHHL SDGVAAL HFI NTWAHL SRSAPAPTPL PHFDRSSL SAR
Kloniert, 121 MVFQLTRFKCGGVAL GVANEHHL SDGVAAL HFI NTWAHL SRSAPAPTPL PHFDRSSL PAR
R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEREREEREEEEEREREEEESRESREESRESRERESRESEESEIES]
Oiginal, 192 NPPQPQFSHAEYQPPPTLENPLPHTDI AHSRFKL TRDQLNSLKSKFKTAPADGGAGKSYS
Kl oniert, 181 NPPQPQFSHAEYQPPPTLENPLPHTDI AHSRFKL TRDQLNSLKSKFKTAPADGGAGKSYS
R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEREREEEREREEEEEEEEEEEEREEEESEESEESSE]
Oiginal, 252 TFEVLAGH WRSVCl ARGLPEGQETKLHI PFDGRCGRLQLPPGFFGNAI FFATPI ATCGEI
Kl oniert, 241 TFEVLAGH WRSVClI ARGLPEGQETKLHI PFDGRCGRLQLPPGFFGNAI FFATPI ATCGEI
R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEREEEEEREREREREEEREREEEEEEEEEEEEREERESEESEESSE]
Oiginal, 312 ESNSLNYAVRRVSDGVSRLDEDYLRSSI DFLELQEDI SKLAQGAHSFRCPNLWWI SWAAL
Kl oniert, 301 ESNSLNYAVRRVSDGVSRLDEDYLRSSI DFLELQEDI SKLAQGAHSFRCPNLWWI SWAAL
R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEREERERREREEREREEEREREEREEEEEEEEEEEEEEESESESESESE]
Original , 372 Pl YEPDFGAGKAVYMGPWAAPFEGKSYL L PNPEKDGSLFVSI TLHKQHM
Kloniert, 361 Pl YEPDFGAGKAVYMGPWAAPFEGKSYLL PNPEKDGSLFVSI TLHKQHM
R EEEEEEEEEEEEEEREEREEEREEREEREEEEEEEEEEREEERESRESRESEESSE]

Abb. 4.9.: Sequenzvergleich der Aminosauresequenzen der Original-RAS (= Original) mit der fur die
Uberexpression klonierten RAS (= Kloniert). Der Aminosaureaustausch von Serin nach Prolin ist rot
markiert. Die gelbe Markierung zeigt den Bereich des Loops an, der die zwei Domé&nen des Proteins
verbindet.

4.2. Ermittlung der besten Kombination von Coleus blumei-Linien mit

verschiedenen Agrobacterium rhizogenes-Stammen

4.2.1. Transformationsraten und stabile Flussigkult uren fur weitere Verwendung

Um die Transformation zu optimieren, wurden in Vorarbeiten von Anke Behrens
verschiedene Coleus blumei-Pflanzenlinien mit drei unterschiedlichen Stdmmen von
Agrobacterium rhizogenes infiziert. Dies sollte dazu dienen, die beste Pflanzen-
Agrobakterien-Kombination auszuwéhlen. Zuséatzlich zu diesen Wildtyp-Transformationen
wurden in dieser Arbeit mehrere Pflanzenlinien mit HPPR-RNAi-Konstrukten mithilfe
verschiedener Agrobacterium rhizogenes-Stamme transformiert, um die Qualitat der RNAI-
Effekte in den verschiedenen Hairy Root-Linien zu tberprifen.

Es wurden folgende sterile Sprosskulturen von Coleus blumei verwendet: V1, V3, V4 und V6.
Die verwendeten Agrobakterienstamme waren LBA15834 (auch ATCC 15834 genannt),
TR105 und LBA9402. Zur Herstellung der RNAi-Linien wurden nur die Pflanzenlinien V1, V3
und V4 verwendet und die Agrobakterienstiamme LBA15834 und TR105. Die kultivierten
Hairy Roots und ihre Pflanzen/Agrobakterienkombinationen sind in Tabelle 4.1. aufgelistet.
AHR-x bezeichnet die ,Wildtyp“-Transformationen ohne Konstrukt, HR-x steht fir die HPPR-
RNAi-Linien. Die Transformationsraten der HPPR-RNAi-Linien sind in der Tabelle 4.2.
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aufgefiihrt. Die Transformationsrate bezieht sich nur auf die (berlebenden,
kanamycinresistenten Wurzeln, die aus jeweils sechs Coleus blumei-Blattern stammen.
Gesamttransformationsraten wurden nicht festgehalten. Die Aufzeichnungen zu den AHR-
Linien von Anke Behrens waren nicht ausreichend zur Ermittlung der Transformationsraten,
es wurde jedoch LBA15834 als am besten geeigneter Agrobakterienstamm empfohlen, da er
die lebensfahigsten Hairy Roots lieferte (personliche Korrespondenz).

Hairy Root- | Coleus- Agrobakterienstamm
Linie Pflanzen-Linie
AHR-1 V3 LBA 15834
S | AHR-2 V6 TR 105
T | AHR-3 V4 LBA 15834
% § AHR-4 V3 LBA 9402
2 @ | AHR-5 V4 LBA 9402
S 8 | AHR-6 V1 LBA 9402
== [ AHR-7 V1 LBA 15834
HR-A V1 LBA 15834
HR-B V3 LBA 15834
5 HR-C V3 LBA 15834
T HR-D V4 LBA 15834
£ HR-E V1 LBA 15834
2 HR-F V3 LBA 15834
& HR-G V1 LBA 15834
= HR-H V3 LBA 15834
'<Zf HR-I V3 LBA 15834
4 HR-J V1 LBA 15834
&': HR-K V3 TR 105
o HR-L V1 TR 105
T HR-R V4 LBA 15834

Tabelle 4.1.: Auflistung der Pflanzen/Agrobakterien-Kombinationen der gewonnenen Hairy Roots und
deren Kulturbezeichnungen. Rot markierte Kulturen HR-B und HR-J wurden teilweise mit
charakterisiert, sind jedoch durch Kontaminationen frilhzeitig aus den Untersuchungen
ausgeschieden. AHR-x (,Wildtyp“-Transformationen), HR-x (HPPR RNAi-Transformationen).

Pflanzen | Agrobakterien- Gewonnene Hairy Roots der HPPR RNAI Transformations -

-Linie stamm rate

V1 LBA 15834 10 Wurzeln aus 6 Blattern, 7 in Flissigkultur | 33,3 %
gestartet, 3 in stabiler Kultur erhalten

V3 LBA 15834 13 Wurzeln aus 6 Blattern, 5 in Flissigkultur | 30,8 %
gestartet, 4 in stabiler Kultur erhalten

V4 LBA 15834 9 Wurzeln aus 6 Blattern, 1 in Flussigkultur | 22,2 %
gestartet, 2 in stabiler Kultur erhalten

Vi TR 105 11 Wurzeln aus 6 Blattern, 7 in Flussigkultur | 8,3 %
gestartet, 1 in stabiler Kultur erhalten

V3 TR 105 12 Wurzeln aus 6 Blattern, 4 in Flussigkultur | 8,3 %
gestartet, 1 in stabiler Kultur erhalten

V4 TR 105 7 Wurzeln aus 6 Blattern, 0 in Flussigkultur | 0 %
gestartet, 0 in stabiler Kultur erhalten

Tabelle 4.2.: Transformationsraten der verschiedenen Pflanzen/Agrobakterien-Kombinationen fir die
HR-Linien.
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9 der insgesamt 11 Hairy Root HPPR-RNAI-Linien stammen von dem Agrobakterienstamm
LBA 15834, 2 von dem Agrobakterienstamm TR 105. Das heif3t 81,8 % der Hairy Roots
wurden von LBA15834 hervorgerufen. Laut Literatur ist dies auch einer der virulenteren

Agrobakterienstamme in Bezug auf Coleus blumei (Saleh und Thuc, 2009).

4.2.2. Molekularbiologische Charakterisierung der H airy Root-Kulturen

Die stabilen Flussigkulturen der Hairy Roots wurden molekularbiologisch auf die
Abwesenheit von Agrobakterien, die agrobakterienbedingte Transformation, die Anwesenheit
des Konstrukts und die HPPR-Expressionslevel getestet.

4.2.2.1. Test auf die Abwesenheit von Agrobakterien

Um die Hairy Root-Kulturen auf die Anwesenheit von Agrobakterien zu testen, wurde
gesamte genomische DNA isoliert und eine PCR mit virC-Primern durchgefiihrt. Vir-Gene
liegen auf den Virulenzplasmiden (Ri-Plasmid bei Agrobacterium rhizogenes), die in den
verwendeten Agrobakterien-Stammen enthalten sind. Dies diente der Kontrolle, ob die
Kulturen frei von Agrobakterien waren. Abb. 4.12. zeigt diese Kontroll-PCR. Als positive
Kontrolle diente reine Agrobakterien-DNA und als negative Kontrolle wurde steriles Wasser
statt Template verwendet. Nur AHR-1 zeigt eine virC-Bande der GréRe 700 bp wie die
Positiv-Kontrolle, alle anderen Kulturen zeigen kein PCR-Amplifikat von virC und sind somit

frei von Agrobakterien.
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Abb. 4.10.: PCR mit virC-Primern auf genomischer DNA zum Test auf die Abwesenheit von
Agrobacterium rhizogenes in Hairy Root-Fliissigkulturen.

4.2.2.2. Test auf Anwesenheit des HPPR-RNAi-Konstrukts
Die Hairy Roots wurden auf die Anwesenheit des eingebrachten HPPR-RNAIi-Konstruktes

kontrolliert. Dabei wurde mit Primern fir den 35S-Promotorbereich der Expressionskassette
aus gesamter genomischer DNA ein Produkt von 700 bp amplifiziert. Als Negativ-Kontrolle
dienten die untransformierten AHR-Kulturen sowie steriles Wasser, DNA von Coleus blumei-
Wurzeln und die Agrobakterien-DNA. Die AHR-Kulturen und die Negativ-Kontrollen zeigen
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keine Bande bei 700 bp, die HR-Kulturen hingegen zeigen alle ein entsprechendes PCR-
Produkt (siehe Abb. 4.11.).
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Abb. 4.11.: Kontroll-PCR auf das eingebrachte HPPR-RNAi-Konstrukt mit 35S-Primern auf
genomische DNA.

4.2.2.3. Test auf agrobakterienbedingte Transformation

Um die agrobakterienbedingte Transformation der Wurzelkulturen zu bestatigen und um
Effekte der rol-Gene auszuschlieBen, wurde auf genomischer Gesamt-DNA PCR mit den
Primern fur rolA, rolB und rolC gemacht. Es sollten alle drei Gene vorhanden sein, die
Amplifikate sollten die folgenden GroRen aufweisen: 200 bp (rolA), 650 bp (rolB) und 450 bp
(rolC). Als Positiv-Kontrolle diente DNA der Agrobakterienstiamme LBA15834 und TR105; es
konnten alle drei rol-Gene amplifiziert werden. Als Negativ-Kontrolle wurden untransformierte
Coleus blumei-DNA und steriles Wasser verwendet, dort ist kein Produkt zu sehen. Bei fast
allen Kulturen wurden die drei rol-Gene amplifiziert, nur AHR-3 zeigt keine Banden (Abb.

4.12.). Vermutlich war die DNA dieser Préaparation verunreinigt, da bei einer Wiederholung
auch AHR-3 die drei rol-Gene zeigte (nicht abgebildet).

LBA 15834

—
()
4
pes)
©
=

HR-L
HR-R
Coleus
H20

Abb. 4.12.: PCR auf genomischer DNA mit rolA-, rolB- und rolC-Primern. Bis auf AHR-3 zeigen alle
Linien die entsprechenden Banden fir rolA (200 bp), rolB (650 bp) und rolC (450 bp). Als positive
Kontrolle diente die Agrobakterien-DNA von LBA15834 und TR105. Als negative Kontrolle wurden
untransformierte Coleus blumei-DNA und steriles Wasser verwendet.
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4. Ergebnisse

4.2.2.4. Bestimmung der HPPR-mRNA-Level in den verschiedenen Hairy Root-Linien

Nach der Isolation von RNA aus den Hairy Roots und dem Umschreiben der RNA zu cDNA
wurde eine semiquantitative Duplex-PCR mit Aktin-Primern und HPPR-Primern durchgefihrt,
um die Funktion der RNAIi-Konstrukte zu tberprifen. Aktin diente als interner Standard. Die
AHR-Linien und Coleus blumei-cDNA dienten zum Vergleich der HPPR-Level in Wildtyp- und
HPPR RNAI-Linien. Die AHR-Linien und die Coleus blumei-cDNA sind positiv fur Aktin (etwa
120 bp) und HPPR (etwa 950 bp). Von den HR-Linien zeigen alle den internen Standard
Aktin. Die Linien HR-A, HR-I, HR-L und HR-R zeigen zuséatzlich HPPR-Produkt. Die Linien

HR-C, -D, -E, -F, -G, -H, -J und -K zeigen keine Expression der HPPR mehr. In HR-A und
HR-L ist eine deutliche, in HR-R eine schwache Expression nachzuweisen (Abb. 4.13.).
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Abb. 4.13.: PCR zur Kontrolle der Funktion der RNAi-Konstrukte. Es wurde eine semiquantitative
PCR mit Aktin- und HPPR-Primern auf cDNA durchgefuhrt. Fett/rot markiert sind HPPR-RNAi-Linien,
die ein Amplifikat fir HPPR zeigen.

4.2.3. Vergleich der Rosmarinsauregehalte in den AH  R-Linien und den HPPR RNA:-

Linien

Fir eine weitere Analyse der Hairy Root-Linien zur Uberprifung der Effektivitat der RNAI-
Transformanten wurde Pflanzenmaterial nach 14 Kulturtagen geerntet, eingefroren und
gefriergetrocknet. Aus diesem gefriergetrockneten Pflanzenmaterial wurde Rosmarinséure
extrahiert und die Extrakte an der HPLC vermessen. Der Gehalt an Rosmarinsaure ist als %
Rosmarinsdure bezogen auf das Trockengewicht angegeben (Abb. 4.16.). Die
verschiedenen Linien sind graphisch nach ihrem urspriinglich verwendeten Pflanzenmaterial
zusammengefasst. Zusatzliche Kontrollwerte lieferten die fir die Transformationen
verwendeten Pflanzenkulturen, sie sind in den Graphen als Col Vx bezeichnet. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei Ernten ermittelt. Die Kulturen von
Col V1 (Abb. 4.14. (a)) zeigen Rosmarinsauregehalte von 1 bis 1,5 %, die HR-Linien, bei

denen ein erfolgreiches RNAI-Silencing nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel 4.2.2.4),
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zeigen einen deutlich geringeren Gehalt an Rosmarinsaure. Linien, bei denen durch PCR
kein Silencing bestatigt werden konnte, zeigen mit den AHR-Linien vergleichbare Gehalte.
Die Col V3-Linien (Abb. 4.14. (b)) weisen allgemein geringere Rosmarinsauregehalte auf. Es
ist kein Unterschied zwischen Kulturen mit und ohne erfolgreichem Silencing festzustellen.
Vergleichbar sieht es bei den Col V4-Linien aus (Abb. 4.14. (c)).
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Abb. 4.14.. Rosmarinsduregehalte der verschiedenen Hairy Root-Linien. Abkdmmlinge der Coleus
blumei-Linie Col V1 sind in grin (a), Col V3 in gelb (b) und Col V4 in blau (c) dargestellt. Die
Bezeichnung Col Vx steht fir den Rosmarinsduregehalt der entsprechenden Sprosskultur. Die RNAI-
Linien, die positiv fir HPPR in der semiquantitativen PCR waren (Abb. 4.13.) sind kariert dargestellt.
Bis auf HR-K und HR-L stammen alle HPPR-RNAI-Linien von LBA 15834 ab, wahrend die beiden
genannten Kulturen aus TR105 hervorgingen. AHR-1, AHR-3 und AHR-7 stammen von LBA 15834,
AHR-2 von TR 105, AHR-4, -5 und -6 von LBA 9402 (vgl. Tabelle 4.1.). AHR-x (,Wildtyp“-
Transformationen); HR-x (HPPR-RNAI-Transformationen).

4.3. RNAi und Uberexpression von HPPR und RAS

4.3.1. Transformationsraten und erhaltene stabile K  ulturen fiir RNAi, Uberexpression
und Kontrollen

Aufgrund der in Kapitel 4.2. beschriebenen Ergebnisse wurde die Kombination ColV1 und
LBA15834 fur die folgenden Transformationen gewéhlt. Als Kontrolle wurden Blatter mit
untransformierten Agrobakterien und Agrobakterien mit leerem pART27 Vektor infiziert. Zum

besseren Verstandnis der Rosmarinsdurebiosynthese und der daran beteiligten Enzyme
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wurden von HPPR und RAS sowohl RNAI- als auch Uberexpressionskonstrukte durch
Agrobakterien in die Pflanzen eingebracht. Die Transformationsraten sind in der Tabelle 4.3.
aufgefuhrt. Die Transformationsraten beziehen sich auf die Uberlebenden, auf Kanamycin
selektierten Wurzeln und die in Flussigkultur angelegten Wurzeln. Die Transformationsraten
in Klammern beziehen sich auf die insgesamt geernteten Hairy Roots und die daraus
resultierenden, stabilen Flussigkulturen. Die Hairy Root-Linien in stabiler Kultur wurden
molekularbiologisch untersucht und fur Versuche als adéquat erachtet, da sie frei von
Agrobakterien und positiv fir das eingebrachte Konstrukt waren und bei der

semiquantitativen RT-PCR meist die erwartete Transkript-Menge aufwiesen.

Transformationen und Anzahl der gewonnenen Hairy Roots T|ransforma-

Kulturbezeichnungen tionsrate

Ohne Konstrukt (LBA) 10 Hairy Roots geerntet, 8 75,0% (60,0%)
kanamycinresistent, 6 in stabiler Kultur

Vektor pART27 (pART) ohne 37 Hairy Roots geerntet, 11 45,4% (13,5%)

Fremd-DNA kanamycinresistent, 5 in stabiler Kultur

HPPR RNAI (HPPR RNAI) 22 Hairy Roots geerntet, 20 25,5% (22,7%)
kanamycinresistent, 5 in stabiler Kultur

Uberexpression HPPR (35S HPPR) | 26 Hairy Roots geerntet, 8 37,5% (11,5%)
kanamycinresistent, 3 in stabiler Kultur

RAS RNAI (RAS RNAI) 23 Hairy Roots geerntet, 12 41,7% (21,7%)
kanamycinresistent, 5 in stabiler Kultur

Uberexpression RAS (35S RAS) 14 Hairy Roots geerntet, 7 71,4% (35,7%)
kanamycinresistent, 5 in stabiler Kultur

Tabelle 4.3.: Tabelle der durchgefihrten Transformationen und deren Transformationsraten. Die
Transformationsraten beziehen sich auf die tberlebenden, auf Kanamycin selektierten Wurzeln und
die in Flussigkultur angelegten Wurzeln. Die Transformationsraten in Klammern beziehen sich auf die
insgesamt geernteten Hairy Roots und die daraus resultierenden, stabilen Flissigkulturen.

4.3.2. Molekularbiologische Untersuchungen der RNAI - und Uberexpressions-Hairy

Roots und deren Kontrollen

Die Hairy Root-Kulturen wurden molekularbiologisch auf ihre Tauglichkeit fir Experimente
Uberprift. Dazu wurde wieder die Abwesenheit von Agrobakterien durch PCR mit virC-
Primern getestet. Eine erfolgreiche Transformation wurde durch 35S-Primer und zusatzlich
durch nptll-Primer (Kanamycin-Resistenzgen) bestétigt. Zusatzlich wurden die durch

Agrobakterien transformierten Hairy Roots auf die Anwesenheit der rol-Gene Uberprift. Die
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Auswirkungen der Transformationen auf die Expression der entsprechenden Gene wurde
durch semiquantitative PCR auf cDNA mit den entsprechenden Volllangen-Primern
kontrolliert. Um die Anzahl der Transformationsereignisse abschatzen zu kdnnen, wurden
Southern Blots durchgefiuihrt. Es wurden Sonden fur den 35S-Promotor aus der
Expressionskassette von pHANNIBAL und das nptll-Gen auf dem pART27-Vektor

verwendet.

4.3.2.1. Test auf Anwesenheit der RNAI- und Uberexpressionskonstrukte mit 35S-Primern

Zur Kontrolle, ob die gewiinschten RNAi- oder Uberexpressions-T-DNAs tatséchlich in das
pflanzliche Genom integriert wurden, wurde erst eine PCR mit 35S-Primern auf genomischer
DNA der einzelnen Hairy Root-Linien durchgefthrt. Dabei wurde ein Teil des konstitutiven
Promotors der pHANNIBAL-Expressionskassette amplifiziert. Das Fragment ist etwa 700 bp
lang. In Abb. 4.15. ist zu sehen, dass bei LBA- und pART-Linien kein Produkt zu sehen ist,
da bei beiden die pHANNIBAL-Expressionskassette fehlt. Die RNAi- und Uberexpressions-

linien hingegen weisen alle ein PCR-Produkt entsprechender Grof3e auf.
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Abb. 4.15.: PCR auf genomischer DNA mit 35S-Primern zum Nachweis der pHANNIBAL-
Expressionskassette.

4.3.2.2. Test auf Anwesenheit der RNAI- und Uberexpressionskonstrukte mit nptll-Primern

Zusétzlich zu der PCR mit den 35S-Primern wurde die Anwesenheit des nptll-Gens aus der
T-DNA des pART27-Vektors durch PCR nachgewiesen. Dies erfasst auch die
Transformanten, die nur mit leerem pART27-Vektor transformiert wurden. In Abb. 4.16. sind
alle Transformanten positiv fir das 700 bp grofRe nptll-Genfragment bis auf die Hairy Root-
Linien ohne pART27-Vektor.
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Abb. 4.16.: PCR auf genomischer DNA mit nptll-Primern zum Nachweis des nptll-Gens aus der T-
DNA des pART27-Vektors.

4.3.2.3. Test auf die Abwesenheit von Agrobakterien

Um die Kulturen auf Abwesenheit von Agrobacterium rhizogenes zu Uberprifen, wurde eine
PCR auf das Agrobakteriengen virC durchgefuhrt. Abb. 4.17. zeigt, dass in den Hairy Root-
Linien kein virC-Gen-Fragment von etwa 700 bp amplifiziert wurde. Nur die Positiv-Kontrolle

mit Agrobakterien-DNA von LBA15834 zeigt die erwartete virC-Bande.
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Abb. 4.17.: PCR auf genomischer DNA mit virC-Primern zur Uberpriifung der Abwesenheit von
Agrobacterium rhizogenes in den Hairy Root-Kulturen.

700 bp

4.3.2.4. Test auf agrobakterienbedingte Transformation

Da die ubertragenen rol-Gene der Agrobakterien Einfluss auf den Sekundéarstoffwechsel
haben kénnen (Bulgakov et al., 2005; Bonhomme et al., 1999), wurden die Kulturen auf die
Anwesenheit von rolA (200 bp PCR-Produkt), rolB (650 bp PCR-Produkt) und rolC (450 bp
PCR-Produkt) Uberprift. Alle Hairy Root-Linien tragen gleichermal3en die drei rol-Gene
(siehe Abb. 4.18.).
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Abb. 4.18.: Triplex-PCR auf genomischer DNA mit rolA, rolB, rolC-Primern.

4.3.2.5. Bestimmung der mRNA-Level von RAS, HPPR und HPR1
Um die Hairy Root-Linien auf ihre Eignung in Bezug auf die Funktion der eingefiihrten RNAI-

bzw. Uberexpressionskonstrukte zu untersuchen, wurden die mRNA-Level der Pflanzengene
HPPR und RAS durch semiquantitative RT-PCR bestimmt. Es wurden Duplex-PCRs von 28
Zyklen mit dem internen Standard Aktin durchgefihrt. Die HPPR-Volllange ist etwa 950 bp
lang, das Aktin-Fragment etwa 150 bp. Fir HPPR zeigten die Linien LBA, pART, RAS RNAI
und 35S RAS etwa gleiche Mengen an HPPR-Produkt. Bei den HPPR-RNAI-Linien ist bei
den Kulturen 1, 2 und 5 etwas weniger Produkt zu beobachten, bei den Kulturen 7 und 8 ist
kein Produkt zu sehen, gleichbedeutend mit einem vollstandigen Abbau der HPPR-mRNA.
Die Uberexpressionslinien 35S HPPR 3 und 5 zeigen deutlich mehr Produkt als alle anderen
Linien, wohingegen 35S HPPR 6 nur wenig HPPR-Produkt aufweist (siehe Abb. 4.19.).

Fur RAS war nach 28 PCR-Zyklen kein Produkt sichtbar. Aus diesem Grund wurde die
Zyklenzahl auf 36 erhoht, um eine Aussage uber den RAS-mRNA-Gehalt machen zu
konnen. Die Menge an RAS-mRNA ist in den LBA- und pART-Linien etwa gleich. In den
HPPR-RNAI- und 35S HPPR-Linien scheint etwas mehr Produkt vorhanden zu sein. Bis auf
Kultur 8 zeigen die RAS RNAi-Linien kein Produkt. Die Uberexpressionslinien 35S RAS
zeigen eine mit den LBA-Linien vergleichbare Mengen an RAS-mRNA, teils auch weniger
(siehe Abb. 4.20.).
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Abb. 4.19.: Semiquantitative RT-PCR mit HPPR- und Aktin-Primern.
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Abb. 4.20.: Semiquantitative RT-PCR mit RAS-Primern (36 Zyklen) und Aktin-Primern (28 Zyklen).

Aufgrund der Ahnlichkeit der katalysierten Reaktion der HPR1 und HPPR wurde ebenfalls
eine semiquantitative PCR mit HPR1- und Aktin-Primern durchgeflhrt. Dies diente dazu
abzuschéatzen, ob die Anwesenheit von hprl-Transkripten und damit des entsprechenden
Enzymproteins einen Einfluss auf die Enzymtests mit Enzymrohextrakten aus Wurzelmaterial
haben konnte. Es wurde angenommen, dass HPR1 kaum exprimiert wird, da es sich bei der
Kultur physiologisch um Wurzeln handelt, die im Dunkeln kultiviert werden, die HPR1 aber
ein Enzym der Photorespiration ist. Ahnlich wie bei RAS ist nach 29 Zyklen kein Produkt der
hprl zu sehen (Abb. 4.21.). Daher wurde erneut eine PCR mit 40 Zyklen durchgefihrt. Es ist
in allen Kulturen eine geringe Menge an hprl-Amplifikat zu sehen (Abb. 4.22.). Als positive
Kontrolle wurde cDNA aus Coleus blumei-Blattern verwendet, die eine deutlich gréRere
Menge an hprl-Amplifikat zeigt.
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Abb. 4.21.: Semiquantitative RT-PCR mit Aktin- und hprl-Primern (29 Zyklen).
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Abb. 4.22.: Semiquantitative RT-PCR mit hpr1-Primern (40 Zyklen).

4.3.2.6. Bestimmung der Transformationsereignisse durch Southern Blot

Zur Abschatzung der Kopienzahl der ins Pflanzengenom integrierten RNAi- und
Uberexpressionskonstrukte fir HPPR und RAS wurden Southern Blots mit zwei
verschiedenen Sonden durchgefihrt. Einmal wurden die 35S-Primer zur Sondenherstellung
Uber PCR verwendet. Damit wird der 35S-Promotor der pHANNIBAL-Expressionskassette
detektiert. Fur die zweite Sonde fanden die nptll-Primer Verwendung. Damit wurde das nptll-
Gen der T-DNA aus dem pART27-Vektor detektiert. Die genomische DNA der Hairy Roots
wurde mit EcoRI verdaut und dann jeweils ein Blot mit der 35S-Sonde und ein Blot mit der
nptll-Sonde hybridisiert. Da EcoRI beide Sondenbereiche nicht schneidet, sollte die Anzahl
der auf dem Blot sichtbaren Banden bei beiden Sonden gleich sein. Der Vergleich der beiden
Blots lieferte Hinweise auf die Anzahl der integrierten Konstrukte (Abb. 4.23.). Bei allen
Konstrukten ist zu beobachten, dass mehrere Kopien in das Pflanzengenom integriert

wurden. Die abgeschéatzte Anzahl der Transformationsereignisse ist in der Tabelle 4.4.

aufgefuhrt.
Hairy Root- Anzahl der Hairy Root-Linie  |Anzahl der
Linie Transformations- Transformations-
ereignisse ereignisse
PART 1 4 RAS RNAI 5 3-4
pPART 3 2 RAS RNAI 6 4
PART 4 6 RAS RNAI 7 4-5
pPART 6 3 RAS RNAI 8 6
pPART 8 2 RAS RNAI 10 2-6
HPPR RNAI 1 8 35S RAS 1 3
HPPR RNAIi 2 8 35S RAS 4 3-4
HPPR RNAIi 5 8 35S RAS 5 4
HPPR RNAIi 7 2 35S RAS 6 3
HPPR RNAI 8 3 35S RAS 7 5
35S HPPR 3 7-8
35S HPPR 5 5-7
35S HPPR 6 6-12

Tabelle 4.4.: Auflistung der abgeschéatzten Anzahl der Transformationsereignisse in den konstrukt-
tragenden Hairy Root-Linien.
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Southern Blots der transgenen Hairy Root-Linien. LBA-Linien dienten jeweils als

Negativkontrolle. Die DNA wurde mit EcoRI verdaut und mit den zwei Sonden 35S und nptll

Abb. 4.23.:
hybridisiert.
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4.3.3. Kulturcharakterisierung einzelner Hairy Root -Linien

Um einen Erntezeitpunkt fir detailliertere Untersuchungen an den verschiedenen Hairy Root-
Linien zu bestimmen, wurde eine kurze Kulturcharakterisierung tber 15 Tage durchgefihrt
und jeden dritten Tag Wourzelmaterial geerntet. Es wurde jeweils eine Kultur der
verschiedenen Transformationen vermessen, um eventuelle Unterschiede im Kulturverlauf
beobachten zu kénnen. Es wurden der pH-Wert (Abb. 4.24.), die Leitfahigkeit (Abb. 4.25.)
und der Zuckergehalt (Abb. 4.26.) des Mediums zum Erntezeitpunkt festgehalten. Das
Frischgewicht (Abb. 4.27.) und der Rosmarinsaure-Gehalt (Abb. 4.28.) wurden bestimmt.
Zusatzlich wurden die Aktivitdten der Enzyme PAL (Abb. 4.29.), TAT (Abb. 4.30.) und RAS
(Abb. 4.31.) gemessen. Da fir HPPR-Messungen nicht genug Enzymrohextrakt gewonnen
werden konnte, wurde fir die Enzyme HPPR und RAS mit der Kultur LBA 8 eine kurze
Kulturcharakterisierung angesetzt und eine semiquantitative RT-PCR mit den Volllangen-
Primern von RAS und HPPR fir die Tage 7, 9, 11, 13 und 15 durchgefiihrt (Abb. 4.32.).

4.3.3.1. Beobachtung der Medienparameter

< 6,5

g —=—LBA3

1 |

T 6 PART 1
HPPR RNAI 2

35S HPPR 5
—e— RAS RNAIi 5
—e— 35S RAS 5

0] 3 6 9 12 15

Zeit [Tage]

Abb. 4.24.. pH-Werte des Mediums zum Erntezeitpunkt.

Die Medienparameter verhielten sich bei allen Kulturen annahernd gleich. Der pH-Wert fallt
wahrend der Kulturzeit von ca. pH 5 erst leicht auf etwa pH 4,5 am sechsten Kulturtag ab
und steigt dann schnell bis auf etwa pH 6,5. Bei der Linie LBA3 und den RAS-RNAI- und

Uberexpressionslinien fallt dieser Anstieg deutlich geringer aus (Abb. 4.24.).
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Abb. 4.25.: Leitfahigkeit des Mediums zum Erntezeitpunkt.

Linie LBA 3 zeigt eine starken Anstieg der Leitfahigkeit des Mediums von 3500 uS auf fast
6000 pS am neunten Kulturtag, um dann wieder auf etwa 4500 uS abzufallen. pART 1
hingegen zeigt eine leichten Abfall von 4500 pS auf 3500 puS uber den Zeitraum von
funfzehn Kulturtagen. Die HPPR RNAi 2 und 35S HPPR 5 zeigen eine sehr &ahnlichen
Verlauf, am ersten Kulturtag liegen sie bei etwa 4200 ps, dann steigt die Leithfahigkeit bis
zum sechsten Tag auf etwa 5000 pS an und fallt dann bis zum flinfzehnten Kulturtag auf fast
3000 uS ab. Die Linien RAS RNAI 5 und 35S RAS 5 zeigen leichte Schwankungen wahrend
der Kulturperiode und weisen nur eine leichten Abfall von etwa 5200 bzw. 4700 puS auf etwa
4500 uS auf.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Leitfahigkeit am Kulturbeginn bei etwa 4500
US beginnt, meist bis etwa 5000 am sechsten Kulturtag steigt und dann wieder leicht auf
etwa 4000 uS abfallt (Abb. 4.25.).
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Abb. 4.26.: Zuckergehalt des Mediums zum Erntezeitpunkt.

Der Zuckergehalt liegt Gber den gesamten Kulturverlauf im Bereich von 2,2 bis 2,5 %.
Auffallend ist ein leichter Anstieg bis zum sechsten bzw. neunten Kulturtag (4.26.). Der
Zuckergehalt des Mediums wurde durch den Brechungsindex mit einem Refraktometer
bestimmt. Der leichte, gemessene Anstieg des Zuckergehalts kénnte von Substanzen
verursacht werden, die von den Wurzeln ins Medium abgegeben wurden und die Messungen

beeinflussen.

4.3.3.2. Bestimmung von Frisch- und Trockengewichten

5

=) | [ —=—LBA 3

£ 4. \ PART 1

i ‘ HPPR RNAi 2

5 3 | 35S HPPR 5

T £ —e—RAS RNA| 5
2 /\

4

0 3 6 9 12 15

Zeit [Tage]

Abb. 4.27.. Frischgewichte pro Kolben in den verschiedenen Hairy Root-Kulturen.
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Die Zunahme der Frischgewichte in den einzelnen Linien ist bis zum neunten Tag anndhernd
parallel. AnschlieBend nehmen die Frischgewichte schnell, aber in den einzelnen Linien
unterschiedlich stark zu (Abb. 4.27.). Bei der Bestimmung der Trockengewichte konnte
festgestellt werden, dass sich der Wassergehalt sich wéhrend Kulturperiode nicht wesentlich

andert.

4.3.3.3. Bestimmung des Rosmarinsauregehalts

2,0 2,0

—=m—BA 35S HPPR 5
PART 1 —e—RASRNAI5
15 HPPR RNAI 2 151 —e 355RASS5

1,0

) /_—/ ~3
0,5 F

1,0

Rosmarinsaure [% im TG]
Rosmarinsaure [% im TG]

05 e
| ' |
0,0 : . . | 0,0 . . : :
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Zeit [Tage] Zeit [Tage]

Abb. 4.28.: Rosmarinsaure-Akkumulation in den einzelnen Hairy Root-Linien wahrend des
Kulturverlaufs.

Die Rosmarinsduregehalte zeigen fast konstante Level Uber den Kulturzeitraum und steigen
ab Tag sechs bis neun nur leicht auf etwa 1% an. Vor allem bei den RNAi- und
Uberexpressionslinien findet kaum eine Zunahme statt. Uber den gesamten Kulturverlauf
liegt der Rosmarinsauregehalt der HPPR-Uberexpressionslinien deutlich tber den Werten
der anderen Linien. Die Linien HPPR RNAi, RAS RNAi und 35S RAS weisen nur einen

Rosmarinsauregehalt von unter 0,5% des Trockengewichts auf (Abb. 4.28.).

4.3.3.4. Enzymaktivitdten von PAL, TAT und RAS

250 250
) —=—LBA3 = 35S HPPR 5
3 X .
= 200 PART 1 = 00 —e—RAS RNAi 5
fg HPPRRNAi 2| | 8 —e—355RAS 5
= >
‘;(f‘ 150 £ 150
2 2
100 o a 100 4

/\/ i
50 - 50
ol ‘ ‘ ‘ ‘ 04 ‘ ‘ ‘ ‘
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Zeit [Tage] Zeit [Tage]

Abb. 4.29.: Verlauf der Enzymaktivitat der PAL in Enzymrohextrakten aus den verschiedenen Hairy
Root-Linien.
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Die PAL-AKktivitat erreicht an Tag neun ein Maximum. In den Linien HPPR RNAIi, RAS RNAI
und 35S RAS liegt dieses Maximum deutlich héher als in den anderen Kulturen (Abb. 4.29.).

TAT-Aktivitat [ukat]

10000

8000

6000 -

4000 -

2000 -/

Zeit [Tage]

-=a—LBA3
" PART 1
HPPR RNAi 2
.\\.;j:_74
0 3 6 9 12 15

TAT-AKtivitat [ukat]

10000

8000

355 HPPR 5
—e— RAS RNAIi 5

6000 -

4000

—e—35S RAS 5

2000

9 12 15
Zeit [Tage]

Abb. 4.30.: Verlauf der Enzymaktivitat der TAT in Enzymrohextrakten aus den verschiedenen Hairy
Root-Linien.

Die Aktivitdt der TAT erreicht bereits an Tag drei bis sechs ihren Hohepunkt. Die Kulturen
LBA, 35S HPPR und 35S RAS zeigen wahrend dieser Zeit die hochsten Aktivitaten (Abb.

4.30.).

3000 = LBA3 _ 8000 35S HPPR 5
£ 2500 PART 1 £ 2500 —e—RAS RNAi 5
= HPPR RNAi 2 = ——35SRASS
S 2000 S 2000
2 2
< ] < />
5 1500 5 1500 //;\
& 10004 A % 1000 =—

500 4/ N\ 500

0 ! T T T T 0 . .
0 3 6 9 12 15 0 9 12 15
Zeit [Tage] Zeit [Tage]

Abb. 4.31.: Verlauf der Enzymaktivitat der RAS in Enzymrohextrakten aus den verschiedenen Hairy
Root-Linien.

Die RAS zeigt in den meisten Hairy Root-Kulturen an Tag neun bis zwdlf ihre hoéchste

Aktivitat (Abb. 4.31.).
Dieser Verlauf wird fur den Kulturverlauf der Linie LBA 8 durch semiquantitative RT-PCR

bestatigt (Abb. 4.32.).
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4.3.3.5. Bestimmung der m-RNA-Level von HPPR und RAS wahrend der Kulturperiode

o ™ o ™
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— D RAS
f= e
— HPPR |
Aktin

HPPR

Abb. 4.32.: Semiquantitaive RT-PCR der Zeitreihe von LBA 8. Es wurden RAS und HPPR amplifiziert,
als interner Standard diente Aktin.

Fir die Linie LBA 8 wurde fur den Zeitraum von Tag sieben bis Tag funfzehn Material fur
eine semiquantitative RT-PCR geerntet. Es wurden HPPR und RAS in Volllange amplifiziert,
als interner Standard diente Aktin. Die RAS zeigt wahrend der Kulturtage sieben und neun
die meiste Transkript-Menge, dies deckt sich mit der RAS-Aktivitdt des Enzymrohextraktes,
die an den Tagen neun bis zwolf ihren Hohepunkt erreicht (vgl. Abb. 4.31. und 4.32.).

Die HPPR zeigt in der semiquantitativen RT-PCR Uber den Zeitraum von Tag sieben bis Tag
13 etwa gleich bleibende Transkriptmengen (Abb. 4.32.).

4.3.4. Untersuchung der transgenen Hairy Root-Linie n im Vergleich

Zur Untersuchung der verschiedenen Hairy Root-Linien wurden die Kulturen aufgrund der
Charakterisierungsergebnisse am zwolften Kulturtag geerntet. Es wurde der
Rosmarinsauregehalt (Abb. 4.33. und 4.34.) bestimmt und die spezifischen Aktivitdten der

Enzyme TAT (Abb. 4.35. und 4.36.), PAL (Abb. 4.37. und 4.38.), HPPR (Abb. 4.39. und
4.40.) und RAS (Abb. 4.41. und 4.42.) ermittelt.
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4.3.4.1. Rosmarinsauregehalte

Rosmarinsauregehalt [% im TG]
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Abb. 4.33.: Rosmarinsauregehalt bezogen auf das Trockengewicht in Wurzelmaterial aus drei
verschiedenen Ernten (Ernte 3, 6 und 7).
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Abb. 4.34.: Gemittelte Werte der Rosmarinsduregehalte aus Abb. 4.33. mit Standardabweichungen.

Der Rosmarinséuregehalt der nicht transformierten bzw. nur mit leerem pART27-Vektor
transformierten Hairy Root-Linien liegen vergleichbar bei etwa 1,5 bis 2,0 % Rosmarinsaure
im Trockengewicht. Die hochsten Werte liegen bei etwa 2,5 %, die niedrigsten bei etwa
1,2 %. Ebenso zeigen die HPPR RNAi-Linien 1, 2 und 5 einen Gehalt von mehr als 1 %, mit
dem hochsten Wert von 1,5 % Rosmarinsaure. Die HPPR RNAi-Linien 7 und 8 zeigen einen
Gehalt von deutlich unter 0,5 %, der niedrigste Wert liegt bei 0,2 %. Die 35S HPPR-Linien 3
und 5 erreichen Werte von uber 2 % bis 3 % Rosmarinsaure, die Linie 6 hingegen nur knapp
1 %. Die RAS RNAI-Linien und die 35S RAS-Linien zeigen Rosmarinsauregehalte von unter
1%. Die RAS RNAiI-Linien 5, 6 und 7, sowie die 35S RAS-Linien 6 und 7 sogar unter 0,5 %,
mit den niedrigsten Werten bei 0,2 % Rosmarinsaure (Abb. 4.33. und 4.34.).
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4.3.4.2. TAT-Aktivitat
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Abb. 4.35.: Spezifische TAT-Aktivitdt gemessen in Proteinextrakten aus Hairy Root-Kulturen aus drei

verschiedenen Ernten (Ernte 5, 8 und 9).
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Gemittelte Werte der spezifischen TAT-Aktivitat aus Abb. 4.35. mit Standard-

abweichungen.

Abb. 4.36.:

Die TAT ist eines der beiden Eingangsenzyme der Rosmarinsaurebiosynthese. Die

Aktivittswerte der TAT variieren von Werten um 15 pkat/kg bis 35 pkat/kg, doch bewegen

sie sich im Mittel bei allen Linien um die 20 pkat/kg (Abb. 4.35. und 4.36.).
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4.3.4.3. PAL-AKktivitat
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Abb. 4.37.: Spezifische PAL-Aktivitdt in Enzymextrakten aus Hairy Root-Kulturen aus drei ver-
schiedenen Ernten (Ernte 1, 3 und 6).
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Abb. 4.38.: Gemittelte Werte der spezifischen PAL-Aktivitat aus Abb.
abweichungen.

»
w
~

mit Standard-

Die PAL ist ebenfalls ein Eingangsenzym der Rosmarinséurebiosynthese, und ihre Aktivitat
korreliert mit der Rosmarinsaureakkumulation (Razzaque und Ellis, 1977). Die LBA-Linien
zeigten Aktivitaten um die 3 pkat/kg, wobei Kultur LBA 10 leicht unter 2 pkat/kg liegt und LBA
8 bei beinahe 4 pkat/kg. Ahnlich verhalt es sich mit den pART- und HPPR RNAi-Linien. Hier
zeigen pART1 und HPPR RNAI2 Aktivitaten von fast 4 pkat/kg und die Linien pART6 und
HPPR RNAI 1 und 7 liegen bei nur etwa 2 pkat/kg. Auch die HPPR-Uberexpressionslinien
zeigen Aktivitaten um 2 bis 3 pkat/kg. Die RAS RNAI-Linien 5, 6 und 7 haben Aktivitaten von
etwa 4 pkat/kg, wobei Linie 7 mit fast 5 pkat/kg eine recht hohe Aktivitat aufweist. Die Linien
RAS RNAI 8 und 10 hingegen liegen deutlich darunter bei etwa 2 pkat/kg. Die Wert der PAL-
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Aktivitat der RAS-Uberexpressions-Linien 4, 5, 6 und 7 variieren nur leicht und liegen um 2
bis 3 pkat/kg. Linie 35S RAS 1 erreicht mit 6 pkat/kg eine sehr hohe PAL-Aktivitat (Abb. 4.37.
und 4.38.).

4.3.4.4. HPPR-AKktivitat
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Abb. 4.39.. Spezifische HPPR-Aktivitat
schiedenen Ernten (Ernte 7, 9 und 10).
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Abb. 4.40.: Gemittelte Werte der spezifischen HPPR-Aktivitdt aus Abb. 4.39. Standardabweichungen.

Von der HPPR wird vermutet, dass sie ein spezifisches Enzym fir die
Rosmarinsaurebiosynthese ist. Aufgrund der erschwerten Messungen wurden hier nur die
Kontrolllinien LBA und pART, sowie die HPPR RNAi und HPPR-Uberexpressionslinien
vermessen. Die Werte der Kontrolllinien und der HPPR RNAi-Linie so wie der 35S HPPR-
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Linie 6 liegen im Bereich von 2 pkat/kg. Die Werte der Uberexpressionslinien 3 und 5 liegen
zwischen 7 und 9 pkat/kg und sind damit 3,5- bzw. 4,5-mal so hoch (Abb. 4.39. und 4.40.).

4.3.4.5. RAS-Aktivitat
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Abb. 4.41.. Spezifische RAS-Aktivitdt gemessen in Proteinrohextrakten aus Wurzelkulturen aus drei
verschiedenen Ernten (Ernte 8, 9 und 10).
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Abb. 4.42.: Gemittelte Werte der spezifischen RAS-Aktivitat aus Abb. 4.41. der drei Ernten und
entsprechende Standardabweichungen.

Die RAS ist eines der spezifischen Enzyme der Rosmarinsaurebiosynthese. Die Messungen
wurden mit Caffeoyl-CoA und pHPL als Substraten durchgefiihrt. Die Werte der Kontroll-
Linien LBA und pART liegen im Bereich von 300-400 pkat/kg. Die Linien HPPR RNAI, 35S
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HPPR, RAS RNAIi und 35S RAS weisen etwas hohere Werte Im Bereich von 400-600
pkat/kg auf (Abb. 4.41. und Abb 4.42)).

4.3.5. Akkumulation von Zwischenprodukten der Rosma rinsaurebiosynthese

Da es bei den RNAI-Linien mdglich ist, dass sich aufgrund der blockierten Synthesewege
Zwischenprodukte der Rosmarinsaurebiosynthese anhaufen, wurden die Gehalte an
Zimtsaure, 4-Cumarsaure und 4-Hydroxyphenylpyruvat gemessen. Zusatzlich wurde
Kaffeesdure bestimmt, welche eventuell als Uberschussprodukt aus 4-Cumarsaure
entstehen kénnte. Des Weiteren wurde versucht, die drei nicht vollstandig hydroxylierten
Vorstufen der Rosmarinsaure (4-Cumaroyl-4’-Hydroxyphenyllaktat, Caffeoyl-4'-
Hydroxyphenyllaktat und 4-Cumaroyl-3’,4’-Dihydroxyphenyllaktat) zu detektieren. Die
Ergebnisse der HPLC-Messungen sind in der Tabelle 4.5. zusammengefasst. Aul3er
Kaffeesaure in sehr geringen Mengen konnten keine der anderen Zwischenprodukte mit den
angewendeten Methoden detektiert werden. Der Kaffeesduregehalt ist bei allen
Transformanten in etwa gleich niedrig und korreliert nicht mit der Rosmarinsduremenge
(Abb. 4.43.). Exemplarisch wurde jeweils nur eine Linie der verschiedenen Transformationen

vermessen.

4-Cumarsaure -

Zimtsaure -
Kaffeesaure +
4-Hydroxyphenylpyruvat ?l-

4-Cumaroyl-4’-Hydroxyphenyllaktat -
Caffeoyl-4’-Hydroxyphenyllaktat -
4-Cumaroyl-3',4’-Dihydroxyphenyllaktat -

Tabelle 4.5.: Ergebnisse der Messungen von Zwischenprodukten der Rosmarinsaure-Biosynthese.
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Abb. 4.43.: Darstellung des Rosmarinsauregehalts und des Kaffeesduregehalts aus Hairy Root-Linien
im Vergleich.
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4.3.6. Fitterungsexperimente

Um zu sehen, ob eventuell die Menge der Ausgangsverbindungen fur die Rosmarinsaure-
biosynthese limitierend ist, wurde jeweils eine Linie von LBA, 35S HPPR und 35S RAS
ausgewahlt und das Medium mit den Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin angereichert
(20 pg/ml Medium). Zur Kontrolle wurden dieselben Linien zusatzlich in normalem Medium
kultiviert. AnschlieRend wurde Rosmarinsaure extrahiert und der Gehalt bestimmt. Abb. 4.44.
zeigt, dass der Rosmarinsauregehalt der Kontrollen sich nicht wesentlich von dem
Rosmarinséauregehalt der mit Aminoséduren versehenen Kulturen unterscheidet. Das
Experiment wurde dreimal unabhangig voneinander wiederholt mit jeweils demselben
Ergebnis.

7,0

O Kontrollen
6,0 |+ AS

50

4,0

Rosmarinsauregehalt [% im TG]

2,0

1,0 —

0,0

sval

S SVYd SS€E _T‘

S ¥ddH SS€

Abb. 4.44.. Exemplarische Darstellung des Rosmarinsauregehalts der mit Aminosauren Phenylalanin
und Tyrosin supplementierten Kulturen und unbehandelte Kontrollen.
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4.4. Charakterisierung der rekombinanten Hydroxypyr uvat Reduktase

(HPR) aus Arabidopsis thaliana

Die cytoplasmatische Hydroxypyruvat Reduktase 2 (HPR2) wird als Enzym der
Photorespiration angesehen, das die Aufgabe der peroxisomalen HPR1 Ubernehmen bzw.
unterstitzen kann.

Die Kn-Werte fir Substrate und Cosubstrate wurden photometrisch bestimmt. Es wurde bei
einer Wellenlange von 380 nm die Abnahme der NADPH- bzw. NADH-Konzentration tber
einen Zeitraum von etwa 5 Minuten gemessen. Zur Auswertung wurde die Steigung der
linearen Bereiche bestimmt und fiir die Berechnungen der spezifischen Aktivitat eingesetzt.
Zusétzlich wurde darauf geachtet, dass die Konzentrationen der nicht variierten Substrate im
gesattigten Bereich lagen. Fur die einzelnen K.,-Werte sind exemplarische Graphen
dargestellt, die aus Doppelmessungen gemittelt wurden. Fur die endgultige Bestimmung von

Km-Werten wurden jeweils drei Doppelmessungen gemittelt.
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4. Ergebnisse

4.4.1. K,-Werte fiir das Cosubstrat NADPH

4.4.1.1. K,-Wert fur NADPH mit dem Substrat Hydroxypyruvat

@

(b)

Abb. 4.45.: Abhéangigkeit der spezifischen Aktivitdt der HPR2 von der NADPH-Konzentration mit
Hydroxypyruvat als Substrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der
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daraus ermittelte K,,-Wert ist 135 pM.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,-Wertes fir NADPH fir das Substrat

Hydroxypyruvat wurden 0,4 pg Protein eingesetzt und 2,5 mM Hydroxypyruvat. NADPH

wurde in einem Bereich von 31,25 bis 875 uM variiert.

In der Sattigungskurve (Abb. 4.45. (a)) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 250 UM NADPH liegt. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-

Woolf ergibt sich ein gemittelter K,,-Wert von 132 uM (vgl. Abb. 4.45. (b)).
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4.4.1.2. K,-Wert fiur NADPH mit dem Substrat Pyruvat
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Abb. 4.46.: Abhéangigkeit der spezifischen Aktivitdt der HPR2 von der NADPH-Konzentration mit
Pyruvat als Substrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K-Wert ist 7,3 uM.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,,-Wertes fir NADPH mit dem Substrat
Pyruvat wurden etwa 6,2 g Protein eingesetzt und 80 mM Pyruvat. NADPH wurde in einem
Konzentrationsbereich von 7,8-200 uM variiert.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.46. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 25 pM NADPH liegt. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-
Woolf ergibt sich ein gemittelter K,-Wert von 8,2 uM (vgl. Abb. 4.46. (b)).
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4.4.2. K,-Werte fiir das Cosubstrat NADH
4.4.2.1. K,-Wert fliir NADH mit dem Substrat Hydoxypyruvat
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Abb. 4.47.. Abhangigkeit der spezifischen Aktivitdt der HPR2 von der NADH-Konzentration mit
Hydroxypyruvat als Substrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der
daraus ermittelte K.,-Wert liegt bei 254 uM. Bei der Hanes-Woolf-Auftragung wurden die beiden
hdchsten NADPH-Konzentrationen nicht mit verwendet, da hier Substratséattigung eingetreten war und
bei der Bestimmung des K,,-Wertes nicht mit einbezogen wurden.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,-Wertes fir NADH fur das Substrat
Hydroxypyruvat wurden 0,2 pg Protein eingesetzt und 2,5 mM Hydroxypyruvat. NADH wurde
im Bereich von 125-3000 uM eingesetzt.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.47. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 1000 uM NADH liegt. Eine Hemmung tritt bei etwa 2000 uM
NADH ein. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-Woolf ergibt sich ein gemittelter K-
Wert von 260 uM (vgl. Abb. 4.47. (b)). Trotz der Substrat-Hemmung stimmen der ermitteltet

und der aus der Substratsattigungskurve abschatzbare Ky,-Wert in etwa tber ein.
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4.4.2.2. K,-Wert fir NADH mit dem Substrat Pyruvat
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Abb. 4.48.. Abhangigkeit der spezifischen Aktivitdt der HPR2 von der NADH-Konzentration mit
Pyruvat als Substrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K-Wert ist 410 uM.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,-Wertes fir NADH fur das Substrat
Pyruvat wurden 7,6 ug Protein eingesetzt und 80 mM Pyruvat. NADH wurde im
Konzentrationsbereich von 200-2400 uM variiert.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.48. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 1000 pM NADH liegt. Eine Hemmung wurde hier nicht
beobachtet. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-Woolf ergibt sich ein gemittelter K-
Wert von 400 uM (vgl. Abb. 4.48. (b)).

-102 -



4. Ergebnisse

4.4.3. K,-Werte fur Hydroxypyruvat, Pyruvat und Glyoxylat mi t dem Cosubstrat
NADPH

4.4.3.1. K,-Wert flr Hydoxypyruvat mit dem Cosubstrat NADPH
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Abb. 4.49.. Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat der HPR2 von der Hydroxypyruvat-Konzentration
mit NADPH als Substrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K -Wert ist 731 pM. Bei der Hanes-Woolf-Auftragung wurden die beiden hdéchsten
Hydroxypyruvat-Konzentrationen nicht mit verwendet, da hier Substratsattigung eingetreten war und
bei der Bestimmung des K,,-Wertes nicht mit einbezogen wurden.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,-Wertes fir NADH fur das Substrat
Pyruvat wurden 0,2 g Protein eingesetzt und 0,625 mM NADPH. Hydroxypyruvat wurde von
125 — 1500 uM eingesetzt.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.49. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 1000 uM Hydroxypyruvat liegt. Aus der linearen Auftragung nach
Hanes-Woolf ergibt sich ein gemittelter K,-Wert von 0,711 mM. Da jedoch eine
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Substratsattigung vorherrschte, ist die Ermittelung des K.,-Wertes erschwert. Betrachtet man
sich die Sattigungskurve, kann man vermuten, dass der tatsachliche K,-Wert bei etwa
300 pM liegt (vgl. Abb. 4.49. (b)).

4.4.3.2. K,-Wert flr Pyruvat mit dem Cosubstrat NADPH
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Abb. 4.50.: Abhéangigkeit der spezifischen Aktivitat der HPR2 von der Pyruvat-Konzentration mit
NADPH als Substrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K,-Wert ist 9,3 mM.

In einem Reaktionsansatz fir die Bestimmung des K,-Wertes fir Pyruvat mit dem
Cosubstrat NADPH wurden 10,4 pg Protein eingesetzt und 0,625 mM NADPH. Pyruvat
wurde von 5-70 mM eingesetzt.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.50. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 40 mM Pyruvat liegt. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-

Woolf ergibt sich ein gemittelter K,-Wert von 10,3 mM (vgl. Abb. 4.50. (b)).
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4.4.3.3. K,-Wert flr Glyoxylat mit dem Cosubstrat NADPH
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Abb. 4.51.. Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat der HPR2 von der Glyoxylat-Konzentration mit
NADPH als Cosubstrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K,-Wert ist 3 mM.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,-Wertes fir Glyoxylat mit dem
Cosubstrat NADPH wurden 0,4 pg Protein eingesetzt und 2,5 mM NADPH. Glyoxylat wurde
von 0,5-8 mM eingesetzt.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.51. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 5 mM Glyoxylat liegt. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-
Woolf ergibt sich ein gemittelter K,-Wert von 3 mM (vgl. Abb. 4.51. (b)).
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4.4.4. K,-Werte fir Hydroxypyruvat und Pyruvat mit dem Cosub strat NADH
4.4.4.1. K,-Wert fur Hydoxypyruvat mit dem Cosubstrat NADH
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Abb. 4.52.: Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat der HPR2 von der Hydroxypyruvat-Konzentration
mit NADH als Cosubstrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K,,-Wert ist 0,85 mM.

In einem Reaktionsansatz fur die Bestimmung des K,-Wertes fur Hydroxypyruvat fur das
Cosubstrat NADH wurden 0,3 pg Protein eingesetzt und 2 mM NADH. Hydroxypyruvat wurde
von 250 bis 4000 pM eingesetzt.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.52. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 2000 uM Glyoxylat liegt. Aus der linearen Auftragung nach
Hanes-Woolf ergibt sich ein gemittelter K,-Wert von 1,1 mM (vgl. Abb. 4.52. (b)).
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4.4.4.2. K,-Wert fur Pyruvat fir das Cosubstrat NADH
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Abb. 4.53.: Abhéangigkeit der spezifischen Aktivitat der HPR2 von der Pyruvat-Konzentration mit
NADH als Cosubstrat. (a) Sattigungskurve; (b) lineare Auftragung nach Hanes-Woolf, der daraus
ermittelte K,,-Wert ist 13,7 mM.

In einem Reaktionsansatz fir die Bestimmung des K,,-Wertes fur Pyruvat fir das Cosubstrat
NADH wurden 12 pg Protein eingesetzt und 2 mM NADH. Pyruvat wurde von 5-70 mM
eingesetzt.

In der Sattigungskurve in Abb. 4.53. (a) ist zu sehen, dass der Ubergang in den
Sattigungsbereich bei etwa 50 mM Pyruvat liegt. Aus der linearen Auftragung nach Hanes-

Woolf ergibt sich ein gemittelter K,-Wert von 14,1 mM (vgl. Abb. 4.53. (b)).
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4.4.5. Temperatur-Optimum

Das Temperatur-Optimum wurde fir die Substrate Hydroxypyruvat und Pyruvat mit dem
Cosubstrat NADPH bestimmt. Fir das Temperatur-Optimum mit Hydroxypyruvat wurden
0,875 mM NADPH und 1,5 mM Hydroxypyruvat eingesetzt. Fiur das Temperatur-Optimum
mit Pyruvat wurden 0,156 mM NADPH und 60 mM Pyruvat eingesetzt. Die Messungen
fanden an einem Photometer mit temperierbaren Kivettenhalterungen statt. Es wurde
jeweils die Temperatur im Reaktionsansatz bestimmt und von etwa 22-57 € in etwa 5°C-
Abstanden gemessen. Wie in Abb. 4.54. zu sehen, liegt das Temperatur-Optimum fir beide
Substrate bei 53°C. Es sind (wie bei den K ,-Werten) exemplarische Graphen abgebildet, die
aus Doppelwerten gemittelt wurden. Die Endwerte des Temperatur-Optimums wurden aus

drei unabhéngigen Messungen ermittelt.
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Abb. 4.54.: Temperatur-Optimum der HPR2 (a) fur Hydroxypyruvat; (b) fir Pyruvat als Substrat.
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4.4.6. pH-Optimum
Das pH-Optimum wurde fiir die Substrate Hydroxypyruvat und Pyruvat mit dem Cosubstrat

NADPH bestimmt. Fur das pH-Optimum mit Hydroxypyruvat wurden 0,875 mM NADPH und
1,5 mM Hydroxypyruvat eingesetzt. Fir das pH-Optimum mit Pyruvat wurden 0,156 mM
NADPH und 60 mM Pyruvat eingesetzt. Es wurde nur das pH-Optimum in KP;-Puffer
bestimmt. Es wurden jeweils die pH-Werte in den Reaktionsansatzen bestimmt und im pH-
Bereich pH 2,3 bis pH 12,0 gemessen. Wie in Abb. 4.55. zu sehen, liegen die pH-Optima flr
Hydroxypyruvat und fur Pyruvat Gber einen breiteren Bereich von pH 7,4 bis 8,3. Es sind wie
bei den K,-Werten exemplarische Graphen abgebildet, die aus Doppelwerten gemittelt
wurden. Die Endwerte des pH-Optimums wurden aus drei unabhangigen Messungen

ermittelt.
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Abb. 4.55.: pH-Optimum der HPR2 (@) fur Hydroxypyruvat; (b) fur Pyruvat als Substrat.
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4.4.7. Zusammenfassung der Charakterisierungsdaten

In Tabelle 4.6. sind die einzelnen in der Charakterisierung ermittelten Werte tabellarisch
zusammengefasst. Zusatzlich wurden Glycerat und Lactat getestet, die beide Substrate fir
die Ruckreaktion der HPR2 sind. Sie wurden in Kombination mit den Cosubstraten NADP
und NAD angeboten. Es wurde jedoch nur Glycerat umgesetzt, Lactat nicht.

Tabelle 4.6.:

Hydroxypyruvat  Pyruvat
Temperatur-Optimum 53T 53T
pH-Optimum 7,4 7,4-8,3
K fir NADPH 0,132 mM 0,0082 mM
K fir NADH 0,260 mM 0,400 mM

NADPH NADH
K fir Hydroxypyruvat 0,711 mM 1,1 mM
K, flr Pyruvat 10,3 mM 14,1 mM
K, fur Glyoxylat 3mM nicht
ermittelt
Glycerat Lactat
NADP + -
NAD + -

Zusammenfassung der ermittelten K.,-Werte, pH- und Temperatur-Optima und
zusatzlich getesteten Substrate fiir HPR2 aus Arabidopsis thaliana.

-110 -




4. Ergebnisse

4.5. Genomische Faktoren der HPPR aus Coleus blumei

Um zu untersuchen, wie spezifisch der RNAi-Sequenzbereich der HPPR (Abb. 2.2.)
tatsachlich ist, wurde ein Southern Blot mit der RNAi-Sequenz als Sonde durchgefiihrt. Da
bisher jedoch nicht bekannt war, ob die HPPR ein Intron besitzt, wurde dies ebenfalls
geklart.

Zur Amplifikation der HPPR aus gDNA wurden die Volllangen-Primer verwendet (Kapitel
2.1.1). Es konnte ein Produkt von etwa 2100 bp Lange amplifiziert werden (Abb. 4.56.).
Dieses PCR-Produkt wurde aus dem Gel aufgereinigt und direkt fir die Sequenzierung
verwendet. Es handelte sich tatsachlich um die HPPR mit einem Intron. Die Sequenz und die
Lage der HPPR sind in Abb. 4.57. dargestellt. Das Intron ist 1150 bp lang und beginnt bei
Base 423 der HPPR, ist also ein Phase-0-, GT-AG-Intron (Rogozin et al., 2005). Ein Bereich
von etwa 200 bp konnte bis zur Fertigstellung der Arbeit nicht korrekt aufgeklart werden, da
die Sequenzierergebnisse in diesem Bereich leichte Abweichungen zeigten. Dies ist jedoch
nur auf die in den Endbereichen schlecht auswertbaren Sequenzierungen zurtickzufihren.
Eine erneute Sequenzierung zur vollstandigen Sequenzaufklarung koénnte mit im Intron

liegenden Primern durchgefihrt werden.

Marker
HPPR (gDNA)

2000 bp "lm;g
\A |||I ;. : h.,.

il i
3 +|
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Abb. 4.56.; PCR-Amplifikat der HPPR mit Volllangen-Primern aus genomischer DNA.
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at ggaggcgatt ggcgtttt gat gat gt gcccgat gagcacct act t ggagcaagagctt gacaagc
ggttcaagctctttcgttact ggact cagccggcgcagcgcgacttcctcgcet ct gcaggccgagt c
t at ccgcgeggt ggt t gggaat t cgaacgccggt gccgat gect gagt t gat cgacgcact gccgaaa
ctggagat t gt gt cgagctttagcgt gggt ct ggat aaggt t gact t gat caagt gt gaggagaagg
gggt t agggt t accaacacgcccgat gt gct gacggat gacgt cgcggat t t ggcgat cgggt t gat

tttggcggttttgaggcggattt gt gagt gt gat aagt at gt gaggagaggggcgt ggaaattt gga
gactt caagttgacgact aagGTATACTGITTGATTTCTGTGATTTTGATGCCCCTGCTTCGIGATG
TTGGGTTCTCTGCTCTTATTTTATTACATTGCAATATGGATTGAGAGAATTTTTTGCTTGGAATGT T
TTTGTTGTCATAAAAGATGAATGGGT TTCATGT TTTCCATATACACCAGGT GATCTATTCATGCACA
TGAAACATATGTGCTTGT GCAAGATTCTGGT TACATTTAATCCGT GTAATAGTI TCACCATCCGTAAC
ATTTAATGACCCGACATGAAAAGGGT GAATCTTGAGTGTCTTTGCATCTATAGCATGCTATAAGTTT
CTGTATTTACTGTGAGATCGCGAATTTCAACTCTTTAGICATTTTTTTGT TTCTCATATCTGI GAAGT
TTTTCTAGI TAGCAGGCTGCCTGAGT TGAAGTGTGTTTATTTTTTGT TCTGATGGT TAACCTCGACA
ATTTTGCACTAAAGCCTGCTAAATCTCTTGTTTGGATTTCTTTTGGGT GCTTCGTAGGGATAATTTT
ATACTTAGTAGATACTTCCCGTATTATCTTTCGATCGTGI TTTTCATGTTTAAGGGATTGAGGACTA
GCTTTATTGIGTCGTACATCTTAAGT TTCATGTGCTTGGTTTCTATTACTCATACAATTATTCTGTA
TTTGAGCATGCATATCTAGAGGAATTTATTGCCTAGAAAGT CTAAATTCAGTAGT TGGAGAGCGTTA
CATGTCTTGCAATTGAATGCATACCCAGT TGCACGGT TTATATACTAATGAATAACAATATGAATTA
CTGTCTAGTCCATTTGCTATTAGCAGT TTCAAATATTCGGAAATCTTAATGAGACT TCCTGCAATCG
AAATGACTTCATATAATGGATATTCCTGTGGTTGTGTAGCTGCTTTTGECTGCCCTGTTTCACTTCA
TGTTTATCGATAGAACAAGT TCTATGCAATAGCCATGCTCAGCCTTCATGCAGAATTGCTAGAAGCA
TCGAAGATAAAGACATTAGTCATCGAATTTAGIGTCTTTTTGTGCATTTTATTGT TGTATGCTCTCT
GTATTATTCTGCATGATTTGTTTTGCTTCCTTTTGATAGTGATCTGTAGT CATGGATGGTAATGTTT
GGACGCECTTCTTAACTCCATTTTGICATGCAGE t cagecggt aaaagagt t ggcat cat aggat t ggg
cagaat cgggtt agcagtt gct gagcgagcagaggcatttgattgtccaatcagttacttttcaaga
t ccaagaaacccaacacaaact acacat act at ggcagcgt t gt agaat t ggcgt caaacagt gaca
t cct agt cgt agcat gt cccct gact ccagaaacaact cat at t at caat cgagaagt aat cgat gc
t ct gggt ccaaagggagtt ct cat caacatt ggaaggggacct cat gt t gat gagcccgaact ggt g
tctgctcttgtggagggecgt ct gggt ggcgcet ggt ctt gat gt at t cgaaagggaaccagaggt ac
cggagaagct ct t cggt ct ggaaaat gt t gt cct gt t gccacat gt agggagt ggcaccgt ggaaac
gcgt aaagt gat ggct gat ct t gt cgt cggaaact t ggaagct cactt ct ccggcaagectctctta
actccagtagtttga

Abb. 4.57.: Sequenz der HPPR (Kleinbuchstaben) aus Coleus blumei mit Intron (Grof3buchstaben;
rot/fett sichere Sequenz; schwarz/normal = abweichende Sequenz).

Fiur den Southern Blot wurden Restriktionsenzyme verwendet, die nicht oder einmal in der
Sequenz der HPPR schneiden (Tabelle 4.7.). Dies gilt fir die in Abb. 4.57. gezeigte Sequenz
der HPPR mit Intron.

Bcll 1x
BamHI 0x
EcoRV 0x
Hindlll 0x
Bgll 0x

Tabelle 4.7.: Verwendete Restriktionsenzyme fiir den Southern Blot und die Anzahl der Schnittstellen
in der genomischen HPPR-Sequenz mit Intron aus Abb. 4.57.
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Bcll (1X)
BamHI (0x)
ECORV (0X)
Hindlll ()
Bgll (0x)
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Abb. 4.58.: Southern Blot auf Coleus blumei-DNA mit dem RNAi-Fragment (siehe Abb. 2.2.) der
HPPR (Kim et al., 2004) als Sonde. Die Zahlen, die in Klammern hinter den Restriktionsenzymen
stehen, geben an, wie oft die Enzyme in der genomischen Sequenz, inklusive Intron, der HPPR
schneiden. Da jedoch die Methode nicht optimiert wurde, kann keine Aussage uber die genaue Anzahl

der Genkopien gemacht werden.

Der Southern Blot fur die HPPR wurde aus Zeitgrinden nicht vollstandig optimiert. Es kann
also keine korrekte Aussage Uber die genaue Anzahl der Genkopien der HPPR gemacht
werden. Es ist jedoch zu sehen (Abb. 4.58.), dass mit der RNAi-Sequenz als Sonde unter
stringenten Bedingungen bei allen Restriktionsenzymen mehr als nur eine Bande zu sehen
ist. Das lasst darauf schlieRen, dass mehr als nur ein Gen von dem RNAI-Effekt betroffen ist.
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5.1. Herstellung und Analyse der RNAI- und Uberexpr  essionskonstrukte

Die Erstellung der RNAi-Konstrukte in pART27 war erfolgreich. Bei den Sequenzierungen
von HPPR RNAIi und RAS RNAI ergaben sich jedoch einige Fehler in der Basenabfolge
(Abb. 4.2. und Abb. 4.4.). Da nur die Ausbildung der Haarnadelstruktur des RNAI-
Konstruktes gewahrleistet sein muss, um eine doppelstrangige RNA zu erhalten und damit
den Mechanismus der RNAIi zu aktivieren, schienen die Sequenzen in dieser Hinsicht
ausreichend. Aulerdem ist fir den Mechanismus der RNAIi nicht unbedingt eine exakte
Ubereinstimmung der RNAi-Sequenz mit der Zielsequenz nétig (siehe Kapitel 1.1.2.), daher
wurden die erstellten Konstrukte als ausreichend fur Experimente erachtet und fir die
Transformation in Agrobakterien und anschlielBende Pflanzentransformation verwendet. Da
das Genom von Coleus blumei nicht sequzenziert ist, konnte jedoch nicht Gberprift werden,
ob mdoglicherweise andere Gene von RNAI-Effekten betroffen sind, die nicht als Ziel
vorgesehen waren. Doch ist dies in vielen Fallen ohnehin nicht vollkommen auszuschlieRen.
Die Wahrscheinlichkeit von ,off-target” Effekten kann mithilfe spezieller Datenbanken

minimiert werden (z.B. hitp://www5.appliedbiosystems.com/tools/siDesign/). Zusatzlich

werden unerwinschte Nebeneffekte der RNAiI ab einer gewissen Lange der
Doppelstrangbereiche der Haarnadelstruktur minimiert (Praveen et al., 2009). Da hier die
Arme der Haarnadel etwa 750 bp lang sind, sollten unspezifische Effekte der RNAI
weitgehend minimiert sein, trotz der auftretenden Fehler in den Sequenzen.

Die Sequenz der HPPR in dem Uberexpressionskonstrukt stimmt zu 100% mit der Original-
Sequenz des offenen Leserasters der HPPR Uberein (Abb. 4.6.). Da anhand dieser Sequenz
ein funktionales Protein heterolog exprimiert und charakterisiert wurde (Janiak, 2007), wird
erwartet, dass auch in der Pflanze ein funktionales Protein gebildet wird.

Die Sequenz der RAS fiir die Uberexpression in pflanzlichem Gewebe weist in der
Basenabfolge gegentber der Original-Sequenz zwei Punktmutationen auf (Abb. 4.8.; Basen
354 und 565). Eine davon ist jedoch eine stille Mutation und kommt in der
Aminosauresequenz nicht zum Tragen. Die zweite Punktmutation fihrt zu einem
Aminosaureaustausch von Serin zu Prolin bei Ser189. Es wurde vermutet, dass die Mutation
in der Verbindungsschleife der zwei Doménen liegt. Abb. 4.9. zeigt jedoch, dass die Mutation
sich drei Aminoséurereste vor der Schleife befindet. Da Prolin als Helixbrecher in der
Sekundarstruktur von Proteinen bekannt ist, ist nicht gewéhrleistet, dass das Protein noch
korrekt gefaltet wird und somit funktional ist. Da sich das Prolin jedoch an einem Ubergang
von einer Domane zu der Schleife befindet, ist es auch moglich, dass der
Aminosaureaustausch keine groBen Konsequenzen fir die Struktur des Proteins hat

(Doenecke et al., 2005). Um das mutierte Protein auf seine Aktivitat hin zu Gberprifen, ware
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es moglich, die fir das Uberexpressionsexperiment verwendete RAS-Sequenz in einen
Expressionsvektor einzubringen und heterolog zu exprimieren. Somit kdnnte festgestellt
werden, ob eine gesteigerte RAS-Aktivitat in der Pflanze Uberhaupt erreicht werden kann
oder ob das Protein seine katalytische Funktion verloren hat. Da diese zweite Mutation
jedoch erst spater bemerkt worden ist, wurde mit der Erstellung von transgenem

Pflanzenmaterial mit dieser mutierten RAS-Sequenz fortgefahren.

5.2. Test-Transformationen

Um die bestmdgliche Kombination fur die Erstelllung von Hairy Roots aus Coleus blumei
herauszufinden, wurden Testtransformationen mit verschiedenen Pflanzenlinien und
Agrobacterium rhizogenes-Stdammen durchgefiihrt. Dabei stellte sich anhand eigener
Beobachtungen (Korrespondenz Anke Behrens) und der Transformationsraten heraus, dass
der Agrobacterium rhizogenes-Stamm LBA15834 die hochste Transformationsrate aufwies
und die Uberlebensfahigsten Hairy Roots hervorbrachte (siehe Kapitel 4.2.1.). Diese
Ergebnisse finden sich auch in der Literatur fir Coleus blumei bestatigt (Saleh und Thuc,
2009). Der Agrobacterium rhizogenes-Stamm LBA15834 gehort dem Agropin-Typ an, TR105
dem Mannopin-Typ (Van De Velde et al., 2003). Agropin-Typ Agrobakterien besitzen zwei
getrennte T-DNAs auf dem Ti-Plasmid, genannt Tz und T.. Die Ubertragung von T, ist
essentiell fur die Ausbildung von Hairy Roots und tragt die rol-Gene. Tr kodiert fir Gene, die
bei der Auxin-Biosynthese eine Rolle spielen (Winans, 1992) und deren Integration ins
pflanzliche Genom nicht nétig ist, um Hairy Roots zu induzieren (Veena et al., 2007).
Bekannterweise tragen Auxine im Gartenbau zur Stecklingsbewurzelung bei (z.B.
Rhizopon® B mit 0,1% 1-Naphthylessigsaure (NAA)) und regen in bestimmten
Konzentrationen die Bildung von Adventivwurzeln an (Raven et al., 2000). Diese Wirkung der
Auxine tragt zu einer zusatzlichen Optimierung der Hairy Root-Bildung bei, da die infizierte
Pflanze durch die rol-Gene nicht nur sensitiver auf Auxin reagiert, was ebenfalls zur Bildung
von Adventivwurzeln beitrdgt (Winans, 1992; Visser et al., 1996), sondern die Tgr-Gene
vermehrt Auxin produziert. Durch diese zweifache Beeinflussung des Auxin-Haushaltes sind

die Agropin-Typ Agrobakterien effektiver in der Induktion von Hairy Roots als andere Typen.

Die Hairy Roots der Testtransformation wurden verschiedenen molekularbiologischen
Untersuchungen unterzogen und der Gehalt an Rosmarinsaure bestimmt. Anhand dieser
Ergebnisse sollte herausgefunden werden, welche Auswirkungen die HPPR RNAI-
Konstrukte in den Hairy Roots haben und welche Transformationsereignisse die besten

Ergebnisse liefern.
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Als erstes wurden die Suspensionskulturen auf Kontaminationsfreiheit von Agrobakterien
getestet, da weitere Untersuchungen durch die Anwesenheit von Agrobakterien beeinflusst
werden konnten. Dazu wurde genomische DNA aus den Wurzelkulturen isoliert und tber
PCR das Agrobakterien-Gen virC amplifiziert. In Abb. 4.10. ist zu sehen, dass alle Kulturen
bis auf AHR-1 kein Produkt aufweisen, also frei von Agrobakterien sind. Warum AHR-1 ein
Produkt der richtigen GrolRe zeigt, ist nicht bekannt. Die Kultur zeigt keine offensichtliche
Kontamination mit Agrobakterien, und es lieBen sich auch keine Agrobakterien durch das
Ausbringen von Hairy Roots auf YMB-Medium heranziehen. Durch Sequenzierung stellte
sich heraus, dass es sich tatsachlich um ein Amplifikat von virC handelt und nicht um ein
Falsch-Amplifikat passender GrolRe. Mdglich ware, dass virC mit der T-DNA zusammen
Ubertragen wurde, da beide auf dem Ti-Plasmid liegen. Es ist bekannt, dass dieselben Ti-
Plasmide nicht immer zu denselben Transformationsprodukten in der Pflanze fuhren
(Thomashow, 1980). Es ist in seltenen Fallen auch moéglich, dass DNA-Sequenzen des Ri-
Plasmides Ubertragen werden, die sich hinter der ,left border” auf dem Plasmid befinden
(Martineau et al., 1994; Ramanathan und Veluthambi, 1995). Da sich dort rein physikalisch
die vir-Gene befinden (Moriguchi et al., 2000), ist es moglich, dass dieses Gen bei AHR-1
zusammen mit der T-DNA ins Pflanzengenom integriert worden ist. Mithilfe einer RT-PCR
wurde festgestellt, dass virC exprimiert wird. Ob ein funktionales Protein translatiert wird, ist
allerdings nicht bekannt. Es wurde jedoch entschieden, die virC-positiven Transformanten
von weiteren Tests auszuschlieRen.

Eine weitere Moglichkeit zur Uberpriifung, ob virC von versteckten Agrobakterien stammt
oder tatsachlich ins Pflanzengenom integriert wurde, ware die Amplifikation eines weiteren
Agrobakteriengens, das auf dem Bakterienchromosom liegt und nicht auf dem Ri-Plasmid.
Da jedoch nur Agrobacterium tumefaciens C58 sequenziert ist, wurde versucht ein A.
tumefaciens-Gen fur den Nachweis zu nehmen. Es stellte sich jedoch als A. tumefaciens-
spezifisch heraus, und es konnte kein PCR-Produkt mit A. rhizogenes amplifiziert werden.

Trotz personlicher Korrespondenz mit Derek Wood (www.agrobacterium.org, ein

Sequenzierungsprojekt fur die verschiedenen Agrobakterienbiovare) war es nicht mdglich,

eine geeignete Sequenz fur ein A. rhizogenes-Gen zur Primererstellung zu bekommen.

Die Hairy Roots wurden auf die Anwesenheit der eingebrachten RNAi-Expressionskassette
hin Uberprift. Dafur wurde ein Teil des 35S-Promotors aus pHANNIBAL durch PCR
amplifiziert. Die AHR-Linien, die keine Expressionskassette tragen, sind negativ fur ein 35S-
PCR-Produkt. Alle HPPR RNAI-Linien sind positiv fir ein PCR-Produkt des 35S-Promotors,
sie tragen also die RNAIi-Expressionskassette. Diese Linien sollten also ein RNAi-Konstrukt
exprimieren und eine Unterdrickung der HPPR hervorrufen. Um dies festzustellen, wurde

eine semiquantitative RT-PCR durchgefuhrt, bei der die Volllange der HPPR amplifiziert
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wurde. Bei samtlichen AHR-Linien ist ein HPPR-Produkt zu sehen, es wird also Uberall
HPPR-mRNA gebildet. Die HPPR RNAiI-Linien zeigen unterschiedliche HPPR-mRNA-Level.
HR-A zeigt mit AHR-Linien vergleichbare Mengen an HPPR, die Linien HR-I, HR-L und HR-
R zeigen im Vergleich zu den AHR-Linien geringere Gehalte an HPPR-mRNA. Bei diesen
Linien ist die Funktion des RNAi-Konstruktes nur eingeschrankt wirksam. Die restlichen
HPPR-RNAI-Linien zeigen kein HPPR-Amplifikat, dort ist also das HPPR RNAi-Konstrukt
wirksam und verringert die Menge an HPPR-mRNA in der Pflanze bis auf nicht detektierbare
Mengen (Abb. 4.13.). Die unterschiedliche Auspragung des RNAI-Effekts ist in der Literatur
mehrfach belegt (Wang et al., 2008; McGinnis et al. 2007). Welchen Effekt die
unterschiedliche Unterdriickung letztendlich auf die Rosmarinsaurebiosynthese hat, muss
anhand der Rosmarinsaureakkumulation in den einzelnen Hairy Root-Linien Gberprift
werden. Die erhaltenen Werte sind in Abb. 4.14. dargestellt. Die Graphen sind nach dem
urspriinglich verwendeten Pflanzenmaterial aufgeteilt, um die Rosmarinsauregehalte mit
dem der sterilen Pflanzen zu vergleichen, die zur Induktion der Hairy Roots verwendet
wurden. Die Rosmarinsauregehalte sind in den AHR-Hairy Roots, den sogenannten Wildtyp-
Transformationen, geringfligig hoher als in den sterilen Pflanzen. Dies ist eine haufige
Beobachtung, da die rol-Gene sich auf den Sekundarstoffwechsel fordernd auswirken
kénnen (Bonhomme et al., 1999; Bulgakov et al., 2004). Es ist jedoch auch das Gegenteil
bekannt, und die Bildung gewisser Metabolite wird negativ beeinflusst (Bulgakov et al.,
2005). Dies war in unseren Experimenten nicht der Fall. Der erhfhte Rosmarinsauregehalt
konnte jedoch auch der normale Gehalt in Wurzeln sein, da bei Untersuchungen von
verschiedenen Pflanzenteilen von Coleus blumei festgestellt wurde, dass der
Rosmarinséuregehalt dort etwa um ein Drittel hoher ist als in den anderen Pflanzenteilen
(Szabo, 1993).

Die Rosmarinsauregehalte der AHR-Linien stimmen weitgehend mit denen der sterilen
Pflanzen Uberein. Hier stellte sich bereits heraus, dass die Pflanzenkultur ColV1 die
hdchsten Rosmarinsauregehalte aufweist und hier eine mRNA-Level-abhangige
Unterdrickung der Akkumulation am besten zu beobachten ware.

Betrachtet man die Hairy Root-Abkdmmlinge einer Pflanze miteinander, fallt bei Col V1 auf,
dass die HPPR-RNAI-Linien HR-A und HR-L mit den Wildtyptransformationen vergleichbare
Rosmarinsaure-Mengen aufweisen, die Kulturen HR-E und HR-G hingegen zeigen deutlich
niedrigere Gehalte. Vergleicht man die Rosmarinsauregehalte mit den Ergebnissen der
semiguantitativen RT-PCR, stellt man fest, dass HR-A und HR-L HPPR-PCR-Amplifikate
aufweisen, HR-E und HR-G dagegen nicht. Bei Col V3 sind alle Rosmarinsduregehalte in
ahnlichen Bereichen, nur HR-K weist fast dreimal so viel Rosmarinsaure auf wie die Wildtyp-
transformation. Die Unterschiede zwischen den HR-Linien, die HPPR-PCR-Produkt
aufweisen (HR-1) und den Linien, die kein Produkt zeigen (HR-C, HR-F, HR-H) ist kein
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Unterschied zu sehen. Die Col V4-Abkdmmlinge verhalten sich &hnlich. HR-R sticht, wie
HR-K, durch eine gegeniiber dem Wildtyp erhdhte Rosmarinsaure-Menge hervor. Es ware
madglich, dass die Ursache der Agrobakterienstamm TR2105 ist, da nur diese zwei Kulturen
von TR105 stammen, die restlichen Hairy Root-Kulturen entstanden durch LBA15834.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Pflanzenlinie Col V1 als Stammpflanze fir die
Transformationen gewéahlt und Agrobacterium rhizogenes LBA15834 als aufgrund seiner

Transformationsrate.

5.3. RNAI- und Uberexpressionsuntersuchungen

5.3.1. Molekularbiologische Untersuchungen der Hair vy Root-Linien

Aufgrund der Ergebnisse aus Kapitel 4.2. wurde die Kombination aus der Pflanzenlinie Col
V1l und dem Agrobacterium rhizogenes-Stamm LBA15834 fir die RNAi- und
Uberexpressionsuntersuchungen verwendet. Es konnten die in der Tabelle 4.3. aufgefiihrten
Hairy Root-Linien als stabile Flussigkulturen etabliert werden. Diese Flissigkulturen wurden
daraufhin anhand der Amplifikation des Agrobakteriengens virC auf die Abwesenheit der
Agrobakterien Uberprift. Alle verwendeten Kulturen wiesen kein PCR-Produkt fur virC auf,
waren also frei von Kontaminationen mit Agrobakterien. Dies ist relevant, da die
Anwesenheit von Plasmid-tragenden Agrobakterien weitere  molekularbiologische
Untersuchungen verfalschen koénnten. PCR-Untersuchungen, die auf Anwesenheit der
Konstrukte prifen, kénnten falsch positiv ausfallen, da noch Plasmid-DNA aus den
Agrobakterien vorhanden ware. Zuséatzlich sind Untersuchungen an kontaminierten Kulturen
nicht aussagekréaftig, da in den Pflanzen eventuell Abwehrmechanismen aktiviert sind (Simoh
et al., 2009). Dadurch kann es zu einer Expression von Abwehrstoffen kommen, zu denen
auch die Rosmarinsaure gehort (Petersen und Simmonds, 2003).

Desweiteren wurden die Kulturen sowohl mit 35S-Primern als auch mit nptll-Primern auf die
Anwesenheit der ins Genom integrierten T-DNA mit den RNAi- bzw. Uberexpressions-
konstrukten  Gberprift. Mit den 35S-Primern  konnten nur die RNAi- und
Uberexpressionslinien positiv nachgewiesen werden, da sie den 35S-Promotor aus
pHANNIBAL tragen. Dies war auch der Fall bei den HPPR- und RAS-RNAi-Linien und bei
den HPPR- und RAS-Uberexpressionslinien. Sie waren alle positiv auf das eingebrachte
Konstrukt. Mit dem nptll-Primern hingegen konnten zusatzlich die pART27-Kontrollen als
positive Transformanten bestéatigt werden, da hier das nptll-Gen aus dem pART27-Vektor
amplifiziert wird. Far die ,Wildtyp“-Transformationen ohne pART27-Plasmid und ohne

pHANNIBAL-Expressionskassette waren beide Nachweise negativ.
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Um unspezifische Effekte der rol-Gene auf das Pflanzenmaterial auszuschliel3en
(Bonhomme et al., 1999; Bulgakov et al., 2004; Bulgakov et al., 2005), wurden die rol-Gene
A, B und C durch PCR nachgewiesen. Die rol-Gene sind nétig, damit die Hairy Roots
zustande kommen (Veena und Taylor, 2007), sie beeinflussen jedoch den
Pflanzenmetabolismus. Daher sollten alle rol-Gene in den Pflanzen vorhanden sein, damit
eventuelle Effekte auf die Rosmarinsaurebiosynthese bei allen Kulturen gleich ausgepragt
sind. Abb. 4.18. zeigt, dass in allen Kulturen rolA, B und C vorhanden sind, also alle Kulturen
gleich durch die rol-Gene beeinflusst werden sollten.

Die mRNA-Level von HPPR, RAS und HPR1 wurden durch semiquantitative RT-PCR
ermittelt. Sie dienten der Kontrolle Uber die Funktionsweise der RNAi- und
Uberexpressionstransformationen. Die Kontrollen ohne Vektor und mit pART27-Vektor ohne
Expressionskassette zeigten zum Vergleich die ,hormalen” Expressionslevel dieser drei
Gene. Aktin wurde als interner Standard als Duplex-PCR mit amplifiziert, um eventuelle
Fehler bei der vorangegangenen Quantifizierung festzustellen. Interne Standards sollten
bestimmte Voraussetzungen erflllen, wie z.B. eine konstante Expression in verschiedenen
Geweben. Optimal ware ein konstitutiv exprimiertes Haushaltsgen. Aktin, sowie 18S rRNA
und Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) kommen dem am né&chsten
(Applied Biosystems (Ambion), Technical Bulletin #151
http://www.ambion.com/techlib/tb/tb _151.html). Die HPPR-mRNA-Level waren in den Linien
LBA, pART27, RAS RNAI und 35S RAS vergleichbar. Drei der HPPR RNAiI-Linien (1, 2, 5)
zeigten verringerte HPPR-mRNA-Level gegeniber den Kontrollen, die HPPR RNAiI-Linien 7

und 8 wiesen kein Amplifikat auf. Die 35S HPPR-Linien 3 und 5 zeigten gegenuber den
Kontrollen deutlich hohere HPPR-Level, 35S HPPR 6 hingegen eine eher verringerte Menge.
Das heif3t, dass zwei der HPPR RNAi-Linien (7, 9) optimal auf RNA-Ebene herunter reguliert
(,silenced”) und zwei 35S HPPR-Linien (3, 5) Uberexprimiert sind (vgl. Abb. 4.19.). Bei den
anderen Linien dieser Konstrukte missen weitere Ergebnisse betrachtet und mit den
semiquantitativen RT-PCR-Ergebnissen verglichen werden, um zu sehen, ob sie sinnvoll
korrelieren.

Fur die RAS war eine semiquantitative RT-PCR etwas schwierig durchzufihren, da eine
Amplifikation der RAS erst ab 36 Zyklen zu sehen war. Dies ist fir das PCR-Produkt Aktin
nicht mehr im linearen Bereich der Amplifikation. In Abb. 4.20. ist zu sehen, dass die RAS-
MRNA-Level der Linien LBA und pART27 in vergleichbaren Bereichen liegen. Die Amplifikat-
Menge der HPPR RNAI-Linien hingegen scheint gegenlber den Kontrollen leicht erhéht zu
sein. Die HPPR-Uberexpressionslinien 35S HPPR zeigen hingegen ahnliche Mengen an
RAS-mRNA wie die Kontrollen. Von den RAS RNAI-Linien ist nur in Linie 8 ein Produkt zu
sehen, bei den anderen Linien (5, 6, 7, 10) nicht. Es zeigen also vier RAS RNAi-Linien

optimales Silencing. Die RAS-Uberexpressionslinien zeigen gegeniiber den Kontrollen
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verringerte RAS-mRNA-Level. Es konnte also keine Uberexpression der RAS erzielt werden.
Es scheint sogar der Fall der Cosuppression eingetreten zu sein und einen der RNAI
ahnlichen Effekt erzielt zu haben. Dies ist ein bekanntes Problem fiir die Uberexpression von
Genen (Napoli et al., 1990). Sehr hohe Konzentration eines Transkripts im Cytoplasma kann
zu dessen sequenzspezifischem Abbau fihren (Que et al., 1997). Es ware mdglich, dieses
Problem zu umgehen, indem man einen Promotor verwendet, der nicht so stark
Uberexprimiert wie der 35S Promotor. Am besten ware es, einen induzierbaren Promotor zu
verwenden, um durch eine geringere Uberexpression den Effekt der Cosuppression zu
vermeiden (Que et al., 1997). Aus diesem Grund spielt es in diesem Fall kaum eine Rolle,
dass die Sequenz der RAS einen Aminosaure-Austausch enthélt, da ohnehin keine
Uberexpression zustande gekommen ist.

Die ermittelten mRNA-Level der peroxisomalen HPR1 sind in allen Linien in vergleichbarer,
sehr geringer Menge vorhanden. Obwohl die HPR1 ein Enzym der Photosynthese ist und in
Wurzeln deshalb nicht erwartet wird, decken sich diese Ergebnisse mit der Literatur, da die
HPR1 auch in geringen Mengen in photosynthetisch nicht aktiven Geweben exprimiert ist
(Wang et al., 2009). Das bedeutet aber auch, dass durch die HPR1 eventuell in vitro
dieselbe Reaktion katalysiert wird wie durch die HPPR. Es allerdings nicht bekannt, ob die
HPR1, so wie die cytoplasmatische HPR2 (siehe Kapitel 5.7.), das Substrat 4-
Hydroxyphenylpyruvat wirklich akzeptiert. Die Sequenzen der HPR1 aus Coleus blumei und
Arabidopsis thaliana sind zwar beide bekannt, wurden aber nicht als heterolog exprimiertes
Enzym charakterisiert.

Zur  Bestimmung der Anzahl der ins Genom integrierten RNAi- und
Uberexpressionskonstrukte wurden Southern Blots durchgefiihrt. Die abgeschatzten
Kopienzahlen sind in Tabelle 4.4. aufgefiihrt. Es ist zu sehen, dass immer mehrere Kopien (2
bis 12) des Konstrukts in das Genom integriert wurden. Es ist nicht untblich, dass mehr als
nur eine Kopie der T-DNA an verschiedenen Stellen in das Pflanzengenom integriert werde
(Slightom et al., 1985; Thomashow et al., 1980). Die Integration erfolgt meist zufallig Uber
das gesamte Genom verteilt und kann sowohl in hochrepetitiven Regionen als auch in wenig
repetitiven Regionen stattfinden, die jedoch meist AT-reich, vor allem aber T-reich sind. Bei
Arabidopsis findet man T-DNA-Insertionen oft in Intronbereichen, Promotorregionen und 5'-

und 3’- untranslatierten Regionen (Filipenko et al., 2007).

5.3.2. Kulturcharakterisierung zur Bestimmung eines Erntezeitpunkts

Die Kulturcharakterisierung der verschiedenen Hairy Root-Linien wurde durchgefihrt, um
einen geeigneten Erntezeitpunkt fur die verschiedenen Messungen festzulegen. Es wurde

Tag 12 als Erntezeitpunkt ausgewahlt, da zu diesem Zeitpunkt gentigend Pflanzenmaterial
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fir Messungen herangewachsen war (Minimum 1 bis 1,5 g Pflanzenmaterial), die
Rosmarinsédureakkumulation ihren Hohepunkt erreichte, und vor allem die HPPR und die
RAS ausreichende Aktivitaten aufwiesen. Die Aktivitdten der TAT und der PAL zeigen ihre
hochste Aktivitat zwar schon friher im Kulturverlauf (Tag 3 bis 9), doch weisen sie auch an
Tag 12 noch eine ausreichende Aktivitat fir Messungen auf. Die Bestimmung der PAL und
TAT-Aktivitditen war auch nicht das Hauptaugenmerk dieser Arbeit. Deshalb wurde der

Erntezeitpunkt nach der HPPR- und vor allem der RAS-Aktivitat gewahilt.

Die Untersuchungen der verschiedenen Hairy Root-Linien wurden zur Evaluierung der
Rosmarinsaurebiosynthese-Enzyme HPPR und RAS durchgefiohrt. Durch die
Untersuchungen sollte herausgefunden werden, ob die heterolog exprimierten und
charakterisierten Enzyme HPPR (Kim et al., 2004) und RAS (Berger et al., 2006) fur die
Rosmarinsaurebiosynthese spezifisch sind. Zusétzlich ware es méglich, durch die RNAi und
Uberexpression der Gene Hinweise auf die Regulationsmechanismen zu finden.

Im Folgenden werden immer die gemittelten Werte der Ergebnisse von Kapitel 4.3.4 erortert.

5.3.3. Rosmarinsauregehalte der verschiedenen Hairy Root-Linien

Die Rosmarinsduregehalte der verschiedenen Hairy Root-Linien vom zwdlften Kulturtag sind
in Abb. 4.34. zusammengefasst. Die Werte der LBA- und pART27-Kontrollen liegen um 1,3
bis 2 % Rosmarinsdure im Trockengewicht. Verglichen mit dem Ausgangspflanzenmaterial
Col V1, dessen Rosmarinséuregehalt bei etwa 0,8 % liegt, ist dieser Wert etwas erhoht. Die
Ursache kann in der Transformation durch die Agrobakterien begriindet liegen, da durch die
Anwesenheit der Ubertragenen rol-Gene manche Sekundarmetabolite vermehrt produziert
werden kdnnen (Bulgakov et al., 2004). Andererseits ist bekannt, dass Wurzelmaterial
erwachsener Pflanzen gegentber anderen Pflanzenteilen erhthte Rosmarinsduregehalte
aufweisen (Szabo, 1993). Betrachtet man sich die Werte der HPPR RNAi-Linien, fallt auf,
dass die Linien 1, 2 und 5 mit den Kontrollen vergleichbare Rosmarinsduregehalte
aufweisen. Die Linien 7 und 8 hingegen zeigen einen deutlich verringerten Gehalt an
Rosmarinséure von lediglich 0,2 bis 0,4 %; das ist etwa nur ein Zehntel bis ein Drittel des
Rosmarinsauregehalts der Kontrollen. Durch die RNAi der HPPR verringert sich der
Rosmarinsauregehalt. Die HPPR tragt offensichtlich zum Biosyntheseweg bei. Dass in den
RNAI-Linien die Biosynthese nicht komplett ausgeschaltet wurde und noch immer geringe
Mengen der Sekundarmetabolite produziert werden, ist in der Literatur vielfach belegt.
Kaplan und Guy (2005) haben die B-Amylase in Arabidopsis durch RNAI herunterreguliert,
konnten aber noch immer geringe Mengen an Maltose nachweisen. Coleman et al. (2008)

machten RNAi-Untersuchungen der ,4-Cumaroyl-CoA 3’-Hydroxylase“ (katalysiert die 3'-
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Hydroxylierung der 4-Cumaroyl-Shikimat und -Chinat) in Pappel und stellten unter-
schiedliche Grade des Silencing in mRNA- und Lignin-Gehalt fest. Ding et al. (2009)
versuchten, die Glutathion Reduktase in Arabidopsis durch RNAi herunterzuregulieren und
erreichten eine Verringerung der Enzymaktivitat um 30 bis 70 %. Deshalb wird die Methode
der RNAI auch als ,knock down* und nicht als ,knock out* bezeichnet. Dies reicht jedoch
meist aus, um Schlisse aus den so gewonnenen Ergebnissen ziehen zu kénnen. Bei den
Uberexpressionslinien der HPPR zeigen nur die Linien 3 und 5 einen héheren Rosmarin-
sauregehalt von 2,5 bis 3 %. Dies entspricht einer Steigerung des Gehalts auf das 1,5- bis 2-
Fache. Diese Steigerung des Gehaltes ist nicht sehr ausgepragt, in der Literatur findet man
Beispiele, in denen eine Steigerung um das 10- bis 1000-Fache fur andere
Sekundarmetabolite erreicht wurde (Moyano et al., 2003; Siebert et al., 1996). Vermutlich
liegt hier ein unbekannter limitierender Faktor in der Rosmarinsaurebiosynthese vor, der
nicht durch die Uberexpression der HPPR aufgehoben werden kann. Deshalb konnte nur
eine geringe Steigerung des Rosmarinsauregehalts erzielt werden.

Die RNAi-Linien der RAS zeigen im Allgemeinen Werte, die kaum 1 % Rosmarinsaure im
Trockengewicht erreichen, teils sogar darunter liegen, wie bei den Linien 5, 6 und 7. Diese
Linien zeigen bei der semiquantitativen RT-PCR kein Amplifikat fir RAS. Die beiden anderen
Linien hingegen zeigen kleine Mengen an RAS-Amplifikat, jedoch weniger als die Kontroll-
Linien. Dadurch ist zu sehen, dass die RAS-mRNA-Menge und die Rosmarinsauregehalte in
etwa korrelieren. Zu sehen ist dies auch an den RAS-Uberexpressionslinien, die in der
semiquantitativen RT-PCR verringerte Mengen an RAS-Amplifikat gezeigt haben. Diese
Linien haben ebenfalls verringerte Rosmarinsduregehalte von maximal 1 %. Obwohl die
Uberexprimierte RAS einen Aminosaureaustausch in der Sequenz enthalt, scheint dies bei
der Expression keine Rolle zu spielen. Es ist jedoch anhand dieser Ergebnisse nicht zu
sehen, ob nur die native RAS oder auch die Uberexprimierte RAS fir die Reaktion
verantwortlich ist. Vermutlich liegen beide Enzymformen vor. Sollte ein Enzym nicht
funktionieren, sollten die Rosmarinsduregehalte eventuell sogar noch niedriger ausfallen,
wenn man sie mit den nur teilweise verringerten RAS-mRNA-Gehalten und den daraus
resultierenden Rosmarinsauregehalten vergleicht. Hier wird vermutet, dass entweder ein
Gemisch der beiden RAS-Enzyme vorliegt, bei dem beide Enzyme funktional sind, oder nur
das native funktionale Enzym. Da jedoch keine Uberexpression der RAS auf mRNA-Ebene
erreicht wurde, konnte folglich auch keine Steigerung des Rosmarinsauregehalts erzielt

werden.

5.3.4. TAT-Aktivitat der verschiedenen Hairy Root-L__inien
Die Aktivitaten der TAT (Abb. 4.36.) schwanken vor allem bei den Kontroll-Linien LBA und
pPART27 stark. Die niedrigsten Werte liegen bei etwa 18 pkat/kg, die hochsten bei 35 pkat/kg.
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Die Aktivitaten der konstrukttragenden Linien zeigen etwas weniger Schwankungen
innerhalb ihrer Gruppen. Die TAT-Aktivitdten der RNAi-Linien HPPR und RAS, sowie der
RAS-Uberexpressionslinien befinden sich eher im unteren Bereich der Kontrollaktivitaten,
wéahrend die HPPR-Uberexpressionslinien sich mehr in den hoheren Aktivitatsbereichen der
Kontrollen bewegen. Herausstechend sind die niedrigen TAT-Aktivitaten der Linien RAS
RNAI 8 und 10. Es ist zu beobachten, dass hohere Rosmarinsduregehalte oft mit einer eher
niedrigeren TAT-Aktivitat einhergehen. Eine weitere auffallige Korrelation mit den Rosmarin-
sauregehalten (Abb. 4.34.) konnte jedoch nicht festgestellt werden. Da die TAT jedoch nicht
spezifisch fir die Rosmarinsaurebiosynthese ist, sondern auch an der Bildung der
Tocopherole und Plastochinone beteiligt ist und eventuell eine Rolle beim
Tyrosinkatabolismus spielt (Dixon und Edwards, 2006), ist es schwer festzustellen, ob die
Unterschiede in der TAT-Aktivitat mit der Rosmarinsaureakkumulation zusammenhangen.
Mdglich ware es auch, dass erhdhte TAT-Aktivitaten mit Zellalterung in Verbindung stehen
und dadurch Tocopherole vermehrt gebildet werden (Hollander-Czytko et al., 2005). Da die
Hairy Root-Kulturen unterschiedlich schnell wachsen und damit auch unterschiedlich
wahrend der Kultur altern (Abb. 4.27.), ware dies eine Mdglichkeit, die variierenden TAT-
Aktivitdten der Kontroll-Linien zu erklaren. Da die Tocopherolgehalte jedoch nicht bestimmt
wurden, kann ein Zusammenhang nicht bestatigt werden. Es wurden jedoch die
Tocopherolgehalte in Hairy Roots von Silybum marianum Hairy Root-Kulturen wahrend des
Kulturverlaufs von Hasanloo et al. (2009) bestimmt. Die héchsten Tocopherolgehalte wurden
in den ersten zwei bis drei Kulturtagen gemessen, danach nahm der Gehalt um 75 % ab.
Dies wirde mit den Werten der Charakterisierung Ubereinstimmen, da die TAT ihre hdchste
Aktivitat an Kulturtag 3 hat (Abb. 4.30.). Daher ist es auch gut moglich, dass die TAT-Aktivitat
und die Tocopherolsynthese enger zusammenhangen als die TAT-Aktivitdt und die
Rosmarinsaurebiosynthese.

Desweiteren ist auch nicht bekannt, ob eine fir die Rosmarinsaurebiosynthese spezifische
TAT existiert oder ob ein gemeinsamer Pool an 4-Hydroxyphenylpyruvat von einer oder
mehreren TAT-Enzymen gebildet wird, welches dann in die verschiedenen
Stoffwechselwege Eingang findet.

Zusatzlich ist die TAT vielfach durch Methyljasmonat induzierbar, was darauf hindeutet, dass
die TAT durch unterschiedliche biotische und abiotische Stressfaktoren induziert wird, wie
z.B. Verletzungen, starken Lichteinfall und Seneszenz, bei denen reaktive Sauerstoffspezies
entstehen und damit Tocopherole als Antioxidantien zum Einsatz kommen (Antognoni et al.,
2009). Bei der Kaultivierung ist es nicht auszuschlie3en, trotz der gleichen Bedingungen fir
alle Kulturen, dass diese unterschiedlich auf eventuellen mechanischen Stress reagieren und

deshalb die TAT-Aktivitaten mehr oder minder starken Schwankungen unterliegen.
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Dass die TAT-Aktivitdt als Eingangsenzym nicht ebenfalls durch die RNAi von HPPR oder
RAS vermindert wird wie es teilweise bei anderen Sekundarstoffwechselwegen beobachtet
wurde (Verdonk et al., 2005; Kempe et al., 2009), kann an der starken Beteiligung der TAT
im Primarstoffwechsel (Plastochinone) liegen. Falls es eine fur die Rosmarinsdure-
biosynthese spezifische TAT geben sollte, wére es schwierig, ihre Aktivitat von der Aktivitat

anderer TAT-Enzyme in Enzymrohextrakten aus Pflanzenmaterial abzugrenzen.

5.3.5. PAL-Aktivitdt der verschiedenen Hairy Root-L  inien

Auch die PAL-Aktivitaten weisen starke Schwankungen von 1,8 pkat/kg bis 4 pkat/kg
innerhalb der Kontroll-Linien LBA und pART27 auf. Die Aktivitaten der Linien HPPR RNAI,
35S HPPR, RAS RNAi und 35S RAS liegen weitgehend ebenfalls in diesen
GroRRenordnungen. Besonders niedrige Werte, im Vergleich zu den anderen Kulturen ihrer
Linie, zeigen RAS RNAI 8 (1,9 pkat/kg) und 10 (1,5 pkat/kg), besonders hohe Werte die
Kultur RAS RNAI 7 (5 pkat/kg) und 35S RAS 1 (6 pkat/kg). Es scheint sich auch hier, wie bei
der TAT, die PAL-Aktivitat nicht auf die Rosmarinsdureakkumulation der verschiedenen
RNAI- und Uberexpressions-Konstrukte auszuwirken. Auffillig ist jedoch, dass die Linien
RAS RNAI 7 und 8 sowohl eine geringe PAL- als auch TAT-Aktivitat aufweisen, jedoch auf
Ebene der RAS-mRNA und Rosmarinsdure keinen vollstandigen RNAI-Effekt erfahren.
Vermutlich ist dies keine Auswirkung der RAS RNAI, sondern liegt in den Aktivitaten der TAT
und PAL begriindet, die hier aus unbekannten Griinden niedriger liegen. Im Fall der PAL
ware es mdglich, dass diese durch die Anwesenheit ihres Reaktionsproduktes t-Zimtsdure
gehemmt wird (MacDonald und D’Cunha, 2007). Es ist durchaus mdglich, dass t-Zimtsaure
in den RAS RNAI-Linien akkumuliert wird, wenn die Folgeverbindungen nicht weiter zu
Rosmarinsaure reagieren. Bei Ermittlung der t-Zimtsaure-Gehalte aus gefriergetrocknetem
Pflanzenmaterial konnte jedoch bei keiner der Linien t-Zimtsaure nachgewiesen werden
(Tabelle 4.5.). Ein Uberschuss an nicht zu bestimmten Sekundarstoffen umgesetzten
Zwischenverbindungen kann sich auf die Ligninzusammensetzung oder den
Chlorogensauregehalt auswirken (Blount et al., 2000; Coleman et al.,, 2008). Die
Ligninzusammensetzung wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, und Chlorogensaure
kommt in Coleus blumei nicht vor.

Die  PAL-Aktivitat  korreliert laut Razzaque und Ellis (1977) mit der
Rosmarinsaureakkumulation. PAL ist jedoch kein spezifisches Enzym der Rosmarinséure-
biosynthese, sondern ist in Pflanzen das Schlisselenzym des Phenylpropanstoffwechsels
(MacDonald und D’Cunha, 2007), der fur die Synthese vieler Pflanzenverbindungen wie
Ligninen und Flavonoiden verantwortlich ist. Die Expression der PAL ist ebenfalls stark vom

physiologischen Status der Pflanze abhéngig und wird durch verschiedene Stressfaktoren
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aktiviert (Jones, 1984). lhre Aktivitaiten aus Enzymrohextrakten konnen deshalb aus

verschiedenen, nicht nachvollziehbaren Griinden stark variieren.

5.3.6. HPPR- Aktivitat der verschiedenen Hairy Root  -Linien
Die Aktivitditen der HPPR wurden nur fir die Kontroll-Linien LBA und pART, sowie fir die
HPPR RNAi- und HPPR-Uberexpressionslinien bestimmt. Die Aktivititen der Kontrollen

liegen bei 1 bis 2 pkat/kg. In diesem Bereich bewegen sich auch die Aktivitaten der HPPR
RNAI-Linien. Eine Ausnahme bildet die Kultur HPPR RNAI 8, deren Aktivitat bei 3,8 pkat/kg
liegt. Die Aktivitaten der Uberexpressionslinien 35S HPPR sind gegeniiber den Kontroll-
Linien deutlich erh6éht und erreichen Werte von beinahe 10 pkat/kg, also das Fiunffache der
Kontroll-Aktivitaten. Betrachtet man dazu die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR fir
HPPR (Abb. 4.22)), stellt man fest, dass die HPPR RNAIi-Kulturen 1, 2 und 5 noch PCR-
Produkt aufweisen, also mRNA von HPPR vorhanden ist. Es ist also, wie zu erwarten, eine
HPPR-Aktivitdt zu messen, die mit den Kontrollen vergleichbar ist. Auch die
Rosmarinséduregehalte dieser Linien liegen in demselben Bereich wie die der Kontrollen
(Abb. 4.34.). Es hat also kein bzw. nur sehr geringes Silencing stattgefunden. Dies ist jedoch
eine normale Beobachtung bei der Anwendung der RNAi (Wang et al. 2008). Im Southern
Blot (Abb. 4.23.) dieser Linie féallt auf, dass diese drei Linien ein gleiches Bandenmuster von
etwa 8 Banden aufweisen. Es wéare moglich, dass hier drei Hairy Roots aus demselben
Transformationsereignis ausgewahlt wurden. Beim Ernten wurden mehrmals im Abstand von
einigen Tagen von demselben Pflanzenmaterial neue Hairy Roots entnommen. Es ist
madglich, dass in dieser Zeit aus demselben Transformationsereignis erneut eine Wurzel
ausgewachsen war. Eine spatere ,Aufteilung” einer Ursprungswurzel in drei Kulturen ist
auszuschlief3en, da auf jeder Platte immer nur eine Wurzel individuell gezogen wurde bis sie
als Flussigkultur angesetzt werden konnte. Durch die relativ hohe Anzahl der integrierten
Kopien des HPPR-RNAIi-Konstrukts, Ublicher bei diesen Kulturen ist drei bis funf, ist es
mdglich, dass diese Transformation ungewohnlich verlaufen ist. Mdglich ware die Bildung
von Konkatameren (Castel et al., 1993) und ein daraus resultierender Verlust der optimalen
Funktion der RNAI.

Die HPPR RNAi-Linien 7 und 8 zeigen normale bis erhéhte HPPR-Aktivitaten im Vergleich
zu den Kontrollen. Beide Linien zeigen jedoch kein HPPR-Produkt in der semiquantitativen
RT-PCR und weisen auch einen um etwa 60 % reduzierten Rosmarinsauregehalt auf. Dass
sich dies nicht im in vitro-Enzymtest mit Rohproteinextrakt widerspiegelt, konnte daran
liegen, dass noch andere, nicht herunter regulierte Enzyme die im Enzymtest angebotenen
Substrate zu pHPL umsetzen kdnnen. In Frage kdme die HPR1, da HPR1 und HPPR/HPR2

in vivo die gleiche Reaktion katalysieren (Timm et al., 2008). Da die sehr stark mit der HPPR
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verwandte HPR2 aus Arabidopsis thaliana ebenfalls pHPP umsetzt (siehe Kapitel 5.7.), wére
es moglich, dass auch HPR1 dazu in der Lage ist. Die Nukleotidsequenz der HPR1
unterscheidet sich deutlich von der der HPPR (bzw. HPR?2), wird also durch die RNAi nicht
betroffen (Abb. 5.1.). Die Sequenzen fur die HPR1 sind fir Coleus blumei und Arabidopsis
thaliana bekannt. Untersuchungen zur Substratspezifitat der HPR1 wurden bis jetzt nicht
durchgefiuhrt, werden in Zukunft aber stattfinden. Durch RT-PCR konnte festgestellt werden,
dass HPR1-mRNA in geringer Menge amplifiziert werden konnte (Abb. 4.22.), also Protein
fur eine mogliche Reaktion vorhanden sein kdnnte. Wie bereits in Kapitel 5.3.1. erwahnt, ist
HPR1 auch in photosynthetisch nicht aktivem Gewebe zu finden (Wang et al., 2009). Da die
HPPR-Aktivitaiten ohnehin sehr gering sind, kann es sein, dass kleine Unterschiede in den
Aktivitaten durch die verwendete Methode nicht festgestellt werden kénnen. Die verwendete
HPLC-Methode an sich ist fir den Nachweis des pHPL nicht optimal geeignet, da das im
Uberschuss zugegebene Substrat pHPP ebenfalls ausgeschiittelt wird und die Detektion des
pHPL stéren kann (Weitzel, 2009).

Anhand von Southern Blots wurde festgestellt, dass mit der fur die RNAIi verwendeten
Sequenz nicht spezifisch nur ein Gen detektiert wird (Kapitel 4.5.), sondern mehrere. Daher
kann man nicht mit Bestimmtheit sagen, ob die von Kim et al. (2004) isolierte HPPR wirklich
an der Rosmarinsaurebiosynthese beteiligt. Es kénnte auch eines der zuséatzlich von der
RNAi betroffenen, noch nicht bekannten Gene/Proteine flr die verringerten
Rosmarinséuregehalte verantwortlich sein.

Interessant wére es zu sehen, ob durch die Reduktion der Rosmarinsaurebiosynthese das
eventuell Gberschiissige pHPP Einfluss auf die Tocopherolbiosynthese hat und vermehrt
Tocopherole gebildet werden. Da die Wurzeln keine Photosynthese betreiben, wird vermutet,
dass ein Uberschuss nicht in die fiir die Photosynthese notwendige Plastochinon-Synthese
einflie3t. Es ist aber auch mdglich, dass bereits vorher eine Regulation stattfindet und nur so
viel pHPP gebildet wird wie es fir die Tocopherol-Synthese ndétig ist, auch wenn hier keine
Unterschiede diesbeziiglich in der TAT-Aktivitat beobachtet werden konnten. Da die TAT
jedoch hauptsachlich stressbedingt induziert ist (Antognoni et al., 2009), wird auch nicht
erwartet, dass eine Regulation durch die Rosmarinsaurebiosynthese stattfindet.

Die Uberexpression der HPPR ist sowohl auf mRNA-Ebene, in der erhéhten Enzymaktivitat
als auch dem gesteigerten Rosmarinsauregehalt zu beobachten. Es wurde durch die
Uberexpression der HPPR also eine vermehrte Rosmarinsdureakkumulation erreicht.
Allerdings ist die Korrelation von Enzymaktivitat, die auf das Drei- bis Flnffache erhoéht ist,
und dem Rosmarinsduregehalt, der lediglich um ein Drittel hdher liegt als bei den Kontrollen,
nicht ganz Ubereinstimmend. Aufgrund der Enzymaktivitat wilrde man einen héheren Gehalt
an Rosmarinséure erwarten. Limitierende Faktoren sind dabei vermutlich die nachfolgenden

Enzyme bzw. die von L-Phenylalanin ausgehende Menge an Substrat fur die weiteren
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Reaktionen. Dies bedeutet jedoch auch, dass die HPPR-Aktivitat und die von ihr gelieferte
Produktmenge kaum Einfluss auf die anderen Enzyme der Rosmarinséurebiosynthese hat.
Diese Vermutung wird zusatzlich von den Ergebnissen der Supplementationsversuche
(Kapitel 4.3.6.) unterstitzt, da eine Zufltterung der Aminosauren L-Phenylalanin und L-
Tyrosin keinen Einfluss auf die Rosmarinséuregehalte der verschiedenen Hairy Root-Linien

hat. Also ist auch der Uberschuss von Ausgangsverbindungen kein regulatorischer Faktor fiir

die Rosmarinsaurebiosynthese.
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GCATAGGATCTGCCTATGCAAGAAT GATGGT TGAAGGGT TCAAAATGAACT TAATCTACT
GAATCGGGTTAGCAGT TGCT- GAGCGA: - - - - GCAGAG- - - - - - - - GCATTTGAT- - - - -

* Kk Kk ok kK kxkk Kk Kk * kk K * Kk kK Kk

ACGATCTCTACCAGTCCACTCGTCTGGAGAAGT TCGTGACAGCTTATGGTCAGTTCTTGC
------------ TGTCCAATCA-- - --- -~ - -~ - - GTTACTTTTCAAGATG: - - - CAAGA

kkkkk Kk *k kk * K Kk Kk *

AAGCCAACGGCGAGCAGCCAGT CACGT GGAAACGGEGCT TCATCCATGGATGAGGT GCTGC
AACCCAACA- CAAACTACACATACTATGGCAGCG: - - TTGTAGAAT TGGCGT CAAACAGT

kk kkkkk ok Kk Kk ok * kkk Kk kK *x *k ok ok * x

GAGAGGCTGATGT GATAAGT CTTCACCCGGT GCTCGATAAAACGACCTATCATCTCGTCA
GACATCCTA- - GTCGTAGCATGTCCCCTGACTCCAGAAACAAC- TCATATTATCAA- TCG

*x ok kK *k kK *k Kk ok *  kk k kkk  x kkk Kkk * %

ACAAGGAGAGGECT GGCGAAGAT GAAGAAGGAAGCCATACT GGT GAACT GCAGCAGGEGEEC
AGAAGTAATCGATG- CTCTGGGTCCAAAGGGAG - - TTCTCATCAACAT TGGAAGGGGAC

* kkk ok * kk K * kkkk Kk * Kk ok kkk * kkkkx *

CGGTTATTGATGAGGTAGCTCTAGT- TGAGCACTTGAAACAAAATCCTATGI TTCGAGTT
CTCATGTTGATGAG&IIBAACTGGTGTCTGCTCTTGTGGAGGG&ISTCTGGGTGGCGCT

* Kk kkkkkk Kk kk Kk K kk kkkk * ok Kk ok Kk Kk ok

GGCCTTGATGT CTTTGAGGAT GAGCCATACAT GAAGCCCGGGCTCGAAAAGAT GAAGAAT
GGTCTTGATGTAT TCGAAAGGGAACCAGAGGT ACCGGAGAAGCTCTTCGGT CTGGAAAAT

kk kkkkkkkk kk kk *k kkk Kk ok * ok ok k *k ok kkk

GCTATAATTGT GCCTCACATAGCCT CTGCTTCAAAGT GGACT CGT GAAGGAAT GGCGACG
GTTGTCCTGI TGCCACAT GTAGGGAGT GGCACCGT GGAAACGCGT AAAGT GATGGCTGAT

* kK Kk kkkx kK Kkk * % * * kk Kk kkk  kkkkk

CTCGCTGCACTCAATGT TTTGGGAAAAAT TAAAGGATAT CCGAT TTGGGGT GATCCCAAC
CTTGTCGTCGGAAACT TGGAAGCT CACTTCTCCGGCAAGCCTCTCT- - - - TAACTCCAGT

*k ok ok *k ok * * *k Kk k% Kk ok * ok kkk

AACGTG
AGITTG

* *k

Abb. 5.1.: Sequenzvergleich von HPR1 mit HPPR (HPR2) aus Coleus blumei. Der Bereich fir das

RNAI-Konstrukt ist rot/fett markiert.
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5.3.7. RAS-Aktivitat der verschiedenen Hairy Root-L __inien

Die RAS-Aktivitaten, wie alle gemessenen Enzymaktivitaten, variieren innerhalb der Kontroll-
Linien stark von 200 bis 400 pkat/kg. Die Aktivitaten der konstrukttragenden Linien hingegen
bewegen sich weitgehend in den Bereichen von 400 bis 600 pkat/kg, sind also den
Kontrollen gegeniiber erhdht. Es wurde jedoch erwartet, dass zumindest bei den RAS RNAI-
Linien eine deutlich verringerte Aktivitat zu finden ist, da zumindest die Linien RAS RNAI 5, 6
und 7 bei der semigquantitativen RT-PCR kein Produkt lieferten, also kein RAS-Enzym
vorhanden sein sollte. Warum dennoch RAS-Aktivitdt zu messen ist, ist nicht bekannt. Der
verringerte Rosmarinsauregehalt ware moglicherweise noch auf einen Abbau der
Rosmarinsdure in der Pflanze erklarbar.

Die Hydroxycinnamoyltransferasen (HCT) des Phenylpropan-Stoffwechsels, genauer gesagt
der Ligninbiosynthese, sind ebenfalls BAHD-Acyltransferasen. Aus Coleus blumei ist eine
Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase (HST) bekannt. Sie weist
keine RAS-Aktivitat auf, doch sie besitzt eine Identitat von 65,7 % auf Nukleotidebene mit der
RAS (Abb. 5.2.). Es ware mdglich, dass sie ebenfalls durch den RNAI-Effekt betroffen ist und
dadurch der ganze Phenylpropanstoffwechsel beeinflusst wird. Dies konnte anhand von
semiquantitativer RT-PCR geklart werden. Es wurde jedoch bei der Wahl der RNAi-Sequenz
darauf geachtet, dass das DFGWG-Motiv, ein in BAHD-Acyltransferasen hoch konserviertes
Motiv, nicht enthalten ist (Abb. 2.3.). Aus Coleus blumei wurde jedoch eine weitere partielle
Nukleotidsequenz isoliert, die starke Ahnlichkeit mit der RAS besitzt. Da jedoch noch keine
Charakterisierung dazu durchgefiihrt wurde, ist nicht bekannt, ob es sich um eine weitere
funktionelle RAS handelt. Es ist auch nicht bekannt, ob diese RAS durch die RNAI betroffen
ist oder nicht. Auf jeden Fall ist es wahrscheinlich, dass mehr als eine RAS in Coleus blumei
existiert, allein aufgrund der amphidiploiden Natur der Pflanzen. Wenn dies der Fall ist, dann
ist es unmdglich, eine bestimmte RAS-Aktivitat aus dem Enzymrohextrakt zu bestimmen. Die
in unseren Versuchen gemessene RAS-Aktivitat kénnte dann von der ,alternativen RAS*
herstammen.

Die ebenfalls erhohten RAS-Aktivitditen der 35S HPPR-Linien lieRen sich durch eine
tatsachlich erhohte RAS-Aktivitat erklaren, da hier eine vermehrte Produktion von
Rosmarinséure stattfindet. Dies wirde jedoch auch bedeuten, dass die HPPR bzw. deren
Katalyseprodukt pHPL in geringem Mal3e regulatorisch auf die RAS-Expression wirken. Auf
MRNA-Ebene konnte dies jedoch nicht eindeutig bestatigt werden (Abb. 4.20.). Bei den
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65. 7% identity in 1307 residues overlap; Score: 4709.0; Gap frequency: 2.8%

1 ATGAAGATAGAAGT CAAAGACT CGACTATGATAAAGCCGT CGGCGGAGACGCCGEEEEEG
1 ATGAAAATCCACGT GAGAGAT TCAACGCT! G;T GCGECCGT CGECEECGACGCCEECCGTC

Kkkkk kk Kk Kkk Kk kkk Kk kk Kk Kkkkkkhkkhkk hhkkhkhkk

61 AGTTTGTGGCTCTCAAATTTGGACT TGT TGTCGCCGECCAACTACCACACCCTCAGCGTG
61 AGCCTTTGGAATTCCAATGITGACTTGGTGGTGCC- - - CAATTTCCACACCCCAAGCGTC

*k ok kkk Kk kkk K kkkkkk Kk kkk Kkk ok kkkkkkkk  kkkkk

121 CACTTCTACAGCCACGACGGCTCCGACAACTTCT TCGACGCGGCGEGEGT TGAAGGAGT CG
118 TACTTCTACCGCCCCTCCGGGGECGGACAACT TCT TCGACACGGCGGT GATGAAGGCGECG

Kkkkkkkk kkk k  kkk K kkkkkkkkkkkkkkk kkkkkk Kk kkkkkk * kx

181 CTCAGCCGAGCTCTGGT TGAGI TCTACCCT TACGCGGGGAGGT TGAAGCTGAACGGCAAC
178 CTCGGTCGGECGTTGGTGTCTTTCTACCCCAT GGCAGGGAGECT! GAAGAGGBATGAAGAT

Kkk ok kk Kk kkkx Kok ok kK ok k K Kk kkkkkk kkkkk Kk Kk K

241 CGCC- - - TCGAGATCGACTGTAACAACGAGGGGT TGCTGT TGGT GGAGGECGGAGT GCGAC
238 GGGm;TI’ GAGATCGACT GCAACGCCGAGGGAGT GCTGT TTGT GGAGGECGGAGT CCGAC

Kk kkkkkkkkkkk Khk  Kkkkkkh  kkkkkkk Kkkkhkhkkkhhk Kk kK

298 GGCGCGT TGGATGAGCT CGGCGACT TCGCCCCCCGCCCGRAGCT CAACE- - - TCATCCCC
298 GGCACGGTTGACGATTACGGCEA GCCCCCTCTTTGGAGCTCCGCCGCCTCATTCCG

Kkk kk K Kk Kk Kkkkkk Kk kkkkkk Kkkkkkk  kk Kkkk Kk

355 AAAGTGGATTATTCTCGAGGAATTTCCACATACCCTCTCATGGT TTTTCAGCTAACTCGC
358 GCTGTGGATTATTCTCAGGGAATATCGGCTTACCCGCTGCTCGTATTGCAGGT TACATTT

Kkkkkkkkkkkkk  kkkkk Kk ok kkkkk Kk ok kk Kk kkk K kK

415 TTCAAATGCGGECGGAGT CGCTCTAGGCGT CGCAAACGAGCACCACT TATCCGACGGCGTC
418 TTCAAATGCGGAGGT GTTTCCT TAGGCGT TGGAAT GCAGCACCACGCAGCCGACGGATTT

Kkkkkhkkhkk Khk kk Kk kkkkkkk K Kk Kkkkkkkk Kk kkkkkkk K

475 GCCGCCCTCCACTTCATCAACACAT GGECCCACCT CAGCCGCAGCGCCCCCGCCCCTACC
478 TCCGGCCTTCACTTCATCAATACATGGTCCGA- - TATGGCTC- GTGGACT GGAOATOACC

Kkk kkk kkkkkkkhkkk kkkkkk kk X Kk Kk Kk K* Kk *x K *kk

535 CCGCTGCCGCACT TCGACCGCAGCT CCCTCTCCGCT CGCAACCCACCGCAGCCGCAGITC
535 CTCCCGCCCTTCATAGACCGGACCCTTCTCTCTGCGCGTGATCCCCCTCAGCCGCAGTTC

* ok kkk * ok kkkkk Kk K Kkkkk kk Kk ok kk kk Kkkkkkkkkkkxk

595 AGCCACGCCGAGTACCAGCCTCCTCCCACTCTCGAAAACCCT CTTCCCCACACCGACATC
595 AAGCACGTGGAGTACCAGCCCCCTCCAGC- CATGAAAACCTACGAACCAGCTGAAACA- -

% kkkk  kkkkkkkkkkk kkkkk K K kkkkkkk K *k x *k ok

655 GCCCACTCCCGGT TCAAGCT CACCCGCGACCAGCT CAACTCCCTCAAGT CCAAATTCAAA
652 GTI' GTCTCCATATTCAAGCTCACCAAGGAT CAGCTCACAACTCTTAAAGCCAAGTCCAAG

*k kK Kk kkhkkkkkk Kk kkkkk Kk * Kk kk  kkkk K kK%

715 ACCGCCCCCGCCGACGECGECGCCGEECAAATCCTACAGCACGT TCGAGGT TCTTGCCGEC
712 --------- GAGGATC{-DAAOAC(‘AC(‘A— - - CTTACAGCTCCTACGAGATGCTCTCAGGC

*  kk kkk % Kk kkkkkk K Kk kkkk kx kk Kk kkk

775 CATATCTGGCGCAGCGT CTGCAT CGCCCGECGECCT GCCGRAGGGT CAAGAGACCAAGCTC
760 CACGTATGGCGCTGCACTTGTTTGGCTCGTGGT CTGCCCGAAGAGCAAGAGACTAAGCTG

Kk ok kkkkkk kk Kk ok kk Kk kk kkkkk Kk Kk kkkkkkkk kkkkok

835 CACATCCCCTTCGACGGCCGCGECAGECTGCAGE: - - - - - TGCCGCCGGEGATTCTTCGEC
820 TACATAGCTACTGACGGCCGGT CCAGGCT GCAGCCT CAACTCCCACCAGGCTACTTCGGC

kkkKk Kk Kok okok ok ok kK Kokkokokokk ok ok kK Kk Kk Kk kk Kk kkkkkkk

889 AACGCCATCTTCTTCGCCACTCCCATCGCCACGT GCGGECGAGAT CGAGTCGAACTCCCTG
880 AACGTGATCTTCACAGCCACGCCACT TGCCGT GGOCGEEGACCTAGGATCGAAGCCAGTG

Kkkk  kkkkk*k Kkkkk kk Kk Kkkk Kk kkk kk K kx  kkkkx Kk k%

949 AATTACGCCGT GCGTAGAGT CAGCGACGGECGT GAGCCGGCT GGATGAGGACTACCTGCGA
940 TGGTATGCTGCAAGT. AAAATCOACGACC-DATTAC-DCCGAATGGAOAACGACI’ ACTTGAGG

*k kk ok Kkk Kk kk kkkkok Kkk  kkkk ok kkkkkk kk *

1009 TCGTCGATCGATTTCT TGGAGCT GCAGGAAGATATAAGCAAGCT GGCGCAGGGAGCTCAC
1000 TCAGCTCTGGATTTCTTGGAGCTGCAGCCTGATCTCAAGGCACT CGTCCGAGGAGCTCAC

Kk ok K kkkkkkkkkkkkkkkkk ok kkk Kk ok Kk Kk kkkkkkkkok

1069 AGTTTCAGGTGCCCTAATCTGT GGGTGATCAGT TGGGT GTGGCTGCCGATTTACGAGCCG
1060 AC AGGT GCCCGAAT CTTGGTATAACCAGT TGGGT TAGGCTTCCTATACATGATGCT

Kk kkk kkkkkkkk kkkkk Kk k Kk kkkkkkkkk  kkkk Kkk kk Kk Kk *x

1129 GATTTCGGGTGEEEGAAGGCGGT GTATAT GGEECCGT GGECGECEE- - CGTTTGAAGEGA
1120 GACTTTGGGIGEGGTAGGCCGATCTTCATGGGEGECCG - GGCGGCATAGCGTACGAGGECC

Kk kk kkkkkkkk Kk Kk kk Kk Kk kkkkkkkkk  kkkkk* kkk  kk k%

1187 AGAGCTACCTTCTGCCTAACCCGGAAAAAGATGGECAGCTTGT TCGTCTCCATCACTCTGC
1178 TGAGCTTCGTIGCTGCCCAGT CCCACAAACGACGGGAGCTTATCTGTGGCAATATCCCTGC

Kkkkk Kk k kkkkk k  kk Kkk kk Kk kkkkk k Kk ok kk Kk kkkk

1247 ATAAGCAACACATGGAGAGATTTGAGAAGITG] ATGAGATTTGA
1238 AGGCAGAGCATATGAAACT CTTTGAGAAGCTGCTCTATCAGATTTGA

* kK kkk *x Kkkkkhkkk Kkk Kk kkk Kkkhkkkk

Abb. 5.2.: Nukleotidsequenzvergleich von RAS und HST aus Coleus blumei.
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HPPR RNAi-Linien konnte im Vergleich zu den Kontroll-Linien geringfiigig mehr RAS aus
cDNA amplifiziert werden. Dieses Ergebnis wiirde zu der erhohten RAS-Aktivitat passen.

Eventuell wird RAS auch durch das Endprodukt Rosmarinsdure reguliert, da bei einer
geringeren Menge an Rosmarinsaure vermehrt RAS-Aktivitdt zu messen ist, vielleicht ein
Kompensationseffekt der Pflanze, mehr 4-Cumaroyl-CoA aus dem Phenylpropan-
stoffwechsel abzuziehen. Da Rosmarinsdure ein in der Vakuole auf Vorrat gespeicherter
Abwehrstoff ist, ware dies eine durchaus nachvollziehbare Regulation, um so den

Rosmarinsauregehalt konstant zu halten.

5.4. Fitterung von Vorstufen und mogliche Akkumulat ion von

Zwischenstufen

Die Uberexpressionslinien von HPPR und RAS wurden im Medium mit den Aminosauren L-
Tyrosin und L-Phenylalanin supplementiert, um zu sehen, ob dies Auswirkungen auf den
Rosmarinsauregehalt hat. Bei der Bestimmung des Rosmarinsduregehalts konnte kein
Unterschied zwischen den Kontroll- und den Test-Kulturen festgestellt werden (Abb. 4.44.)).
Dies lasst darauf schlieRen, dass die fehlenden oder geringen Uberexpressionseffekte nicht
auf einen Mangel an Vorstufen zuriickgefihrt werden kann und dass die beteiligten Enzyme

nicht durch die Anwesenheit der Ausgangsverbindungen reguliert werden.

Exemplarisch wurden von jeweils einer Linie der Kontrollen und konstrukttragenden Linien
die moglicherweise angehauften Zwischenprodukte der Rosmarinsdurebiosynthese bzw.
deren Derivate bestimmt (Tabelle 4.5.). Es konnte bis auf Kaffeeséure keine der Vorstufen
der Rosmarinsaure gemessen werden. Eine Korrelation zwischen dem Rosmarinsauregehalt
und dem Kaffeeséuregehalt konnte nicht festgestellt werden (Abb. 4.43.). Es werden also
keine Zwischenprodukte akkumuliert und auch keine Derivate aus vermehrt vorhandenen
Zwischenprodukten synthetisiert.

Der HPLC-Nachweis von pHPL gestaltete sich schwierig. Eine definitive Aussage Uber die

Akkumulation von pHPL kann daher nicht getroffen werden.

5.5. Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse au s HPPR und RAS

RNAI- und Uberexpressionsexperimenten
Die RNAI hat in einigen Kulturen (HPPR RNAIi 7 und 8; RAS RNAI 5, 6 und 7) gezeigt, dass

durch Silencing der entsprechenden Rosmarinsaurebiosyntheseenzyme der Gehalt an

Rosmarinsaure deutlich reduziert werden konnte. Diese Linien zeigten auch auf mRNA-
Ebene ein Silencing. Die Linien HPPR RNAI 1, 2 und 5 sowie RAS RNAIi 8 und 10 zeigten
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diesen Effekt in weniger ausgepragter Form. Die Uberexpression kam nur bei der HPPR
zustande und konnte anhand der vermehrten mRNA, der gesteigerten Enzymaktivitat und
dem erhohten Rosmarinsauregehalt bestatigt werden. Bei den RAS-Uberexpressionslinien
kam es durchweg zur Cosuppression. Es konnte also nicht beobachtet werden, welchen
Effekt eine Uberexpression der RAS auf die Biosynthese hat. Es trat ein ahnlicher Effekt wie
bei den nicht vollstandig gesilencten RAS RNAI-Linien auf, was sich in einem gegeniber den
Kontrollen leicht verminderten Rosmarinsauregehalt widerspiegelt.

Bei den Uberexpressionslinien der HPPR zeigen nur die Linien 3 und 5 einen deutlich
héheren Rosmarinsauregehalt von 2,5 bis 3 %. Dies entspricht einer Steigerung des Gehalts
auf das 1,5- bis 2-Fache. Vergleicht man dies mit den mRNA-Gehalten, ist jedoch zu sehen,
dass die Transkript-Menge deutlich mehr ist als nur das Doppelte der normalen mRNA-
Menge. Der limitierende Faktor hierfir kdnnte in der RAS-Aktivitat begriindet sein, da sich
ihre mMRNA-Menge nicht mit erhéht und auch ihre Aktivitat in Proteinrohextrakten nicht hdher
wird. Dies bedeutet auch, dass die normale RAS-Aktivitat nicht am Limit ihrer Kapazitéat
arbeitet, sondern durchaus auch mehr Produkt bilden kénnte. Regulatorisch bedeutet dies,
dass eine vermehrte HPPR-Menge und damit einhergehendes Katalyseprodukt, das 4-
Hydroxyphenyllaktat, keinen regulatorischen Einfluss auf die RAS hat. Es wére mdglich,
dass der limitierende Faktor die Ausgangsprodukte der Rosmarinsédurebiosynthese sind, die
Aminosauren L-Phenylalanin und L-Tyrosin. Da aber bei Supplementationsexperimenten die
Ausbeute an Rosmarinsaure nicht erhéht werden konnte, scheint auch dies nicht der
limitierende Faktor zu sein. Vermutlich sind an der Regulation die Enzyme beteiligt, die das
L-Phenylalanin zu 4-Cumaroyl-CoA umsetzen. Hier ware es interessant zu sehen, ob sich
der Rosmarinsauregehalt durch Elicitierung der Uberexpressionslinien deutlicher steigern

liele.

5.6. Charakterisierung der rekombinanten cytosolisc hen Hydroxypyruvat
Reduktase (HPR2) aus Arabidopsis thaliana

Die Hydroxypyruvat Reduktase (HPR) ist ein Enzym der Photorespiration. Die HPR ist
beteiligt an der Ruckfuhrung des C2-Kdrpers 2-Phosphoglycolat in den Calvin-Zyklus, das
bei der Sauerstoff-Fixierung der RubisCO entsteht und das Produkt einer Nebenreaktion der
Kohlendioxidfixierung der Photosynthese ist. Aus Arabidopsis thaliana sind zwei HPR-
Enzyme bekannt, ein peroxisomales (HPR1, Mano et al.,, 1997) und ein cytosolisches
(HPR2, Timm et al., 2008). Im Gegensatz zu Cucurbita sc. cv. Kurolawa Amakuri Nankin, bei
dem beide Enzyme durch alternatives Spleilien derselben pre-mRNA zustande kommen,

sind bei Arabidopsis thaliana zwei verschiedene Gene der Ursprung fir die beiden HPRs
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(Mano et al., 1997 und 1999). Die beiden HPRs aus Arabidopsis weisen auch nur 44,7%
Identitat in ihren offenen Leserastern der cDNA und 30,5 % auf Proteinebene auf. Beide
gehdren jedoch der Familie der D-Isomer-spezifischen 2-Hydroxyséure Dehydrogenasen an
(Sequenzvergleiche mit der InterPro Datenbank). Sie zeigen das bekannte GxGxxG-Motiv

fur die Bindung des Cosubstrates sowie andere hochkonservierte Aminosauren (Abb. 5.3.).
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Abb. 5.3.: Alignment der Proteinsequenzen verschiedener D-lsomer-spezifischer 2-Hydroxyséaure
Dehydrogenasen. At HPR1 (HPR1 aus Arabidopsis thaliana; NP_176968, NCBI ); At HPR2 (HPR2
aus Arabidopsis thaliana; AT1G79870.1, tair); Col_HPR1 (HPR1 aus Coleus blumei; AT1G68010.1,
tair); Col_ HPR2_HPPR (HPPR aus Coleus blumei); (Alignment  mit  MultAlin:
http://bicinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html). Das GxGxxG-Motiv ist durch einen schwarzen Kasten
markiert. Die Aminosauren an Stelle 174 der HPPR sind mit einem griinen Kasten markiert; bei Serin
ist das Protein NADPH-abhangig, bei Asparagin NADH-abhangig.

In Abb. 5.4 ist auch zu sehen, dass die Proteinsequenzen der Arabidopsis thaliana HPR2
(Timm et al., 2008) und der Coleus blumei HPPR (Kim et al., 2004) ahnlich sind und eine
Identitat von 76,7% aufweisen. Die von Kim et al. klonierte HPPR ist bereits charakterisiert,
und es wurde von Janiak (2007) die Struktur aufgeklart. Aus diesem Grund wurde die HPR2
aus Arabidopsis thaliana in dieser Arbeit ebenfalls charakterisiert, um sie in ihrem
enzymatischen Verhalten vergleichen zu kénnen. Die HPPR von Kim et al. (2004) aus
Coleus wurde der Rosmarinsaurebiosynthese zugerechnet. Doch bereits bei der
Charakterisierung des rekombinanten Proteins durch Janiak (2007) wurde vermutet, dass die
HPPR kein spezifisches Enzym der Rosmarinsaurebiosynthese ist, da die Photorespirations-
Substrate Hydroxypyruvat und Glyoxylat deutlich kleinere K,-Werte aufwiesen als 4-
Hydroxyphenylpyruvat und 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat, die Substrate der Rosmarinséure-

biosynthese.
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76. 7% identity in 313 residues overlap; Score: 1254.0; Gap frequency: 0.0%

At _HPR2, 1 MESI GVLMMCPMSSYLENEL EKRFNLLRFWISPEKSVLLETHRNSI RAVVGNASAGADAQ

Col _HPR2_H 1 MEAI GVLMVCPMSTYLEQEL DKRFKLFRYV\TQDAQQDFLALQAESI RAVVGNSNAGADAE
*k k*kkkkkkkkkk *kk*k *k*k *kk*k*k *x *x **k *x *kkkkkk*x * k k k%

At _HPR2, 61 LI SDLPNLEI VSSFSVGLDKI DLGKCKEKG RVTNTPDVLTEDVADLAI GLI LALLRRLC

COI__HPRZ_H 61 LI DALPKLEI VSSFSVGA.DKVDLI KCEEKGVRVTNTPDVLIRSYAb WANE RRWAVRE e

* % *kk kkhkkkkkkkhkkkhkkhkkk *k k*k k*kk kkhkkkkkkhkkkk k*khkkkkkkkkkkk*k *k*k *x

At _HPR2, 121 ECDRYVRSGKVWKQGEFQLTTKFSGKSVA | GLGRI GTAI AKRAEAFSCPI NYYSRTI KPD

(G ]I s =272 & BN A M- CDK 'Y VRRGAVKFGDFKL TTKFSGKRVG | LAVAERAEAFDCPI SYFSRSKKPI
kkk k*kkk Kk *kk *k *k kkhkkkkkkk kkhkkkkkkkkk *x * *kkkk*k *kk*k * %% * %

At _HPR2, 181 VAYKYYPTVVDLACONSDI LVVACPLTEQTRH VDRQVMVDALGAKGVLI NI GRGPHVDEQE

(Gl I o = 27200 - IR RN TNYTYYGSVVELASNSDI LVWWACPLTPETTHI | NREVI DALGPKGV!

* k% **k *k*k kkkkkkkkkkk*k * k% * Kk kkkk kkhkkkkkkkkkkkkkk %

At _HPR2, 241 LI KALTEGRLGGAAL DVFEQEPHVPEEL FGLENVVLLPHVGSGTVETRNAMADL VVGNLE
Col_tPR2_H 241 (SN e NS G  CCTVET RAVVADL VAL E

* Kk Kkkhkkkhkkhkkk kkhkkkk *k k*kk kkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*k *kkkkkkkkk*

At _HPR2, 301 AHFSGKSLLTPWW
Col _HPR2_H 301 AHFSGKPLLTPWW

*kkkkkk*k *kkkkk*kx

Abb. 5.4.: Vergleich der Proteinsequenzen der Arabidopsis thaliana HPR2 (At HPR2) und der Coleus
blumei HPPR (Col_HPR2_H). Die schwarze Markierung zeigt die Substrathindedomane, die graue
Markierung die katalytische Doméane. Das GxGxxG-Motiv und ein Rossmann-Fold, die beide an der
Cosubstrat-Bindung beteiligt sind, sind in rot/fett dargestellt.

Zusétzlich unterschieden sich die K,-Werte von nativem (Hausler et al., 1991; H&usler,
1989) und rekombinantem Protein stark voneinander, so dass nicht sicher ist, ob es sich bei
der isolierten cDNA tatsachlich um die HPPR der Rosmarinsaurebiosynthese handelt. Einen
weiteren Hinweis liefern Datenbankabgleiche, da die sequenzdhnlichen Proteine aus
Pflanzen aus unterschiedlichsten Familien stammen (Janiak, 2007). Einige dieser Pflanzen
produzieren Rosmarinsdure (z.B. Salvia miltiorrhiza), andere hingegen nicht (z.B.
Arabidopsis thaliana). Hier stellt sich die Frage, ob die HPPR nicht eine andere Funktion als

die vermutete hat.

Erschwert wird jedoch die Isolation der HPPR aus Coleus blumei dadurch, dass die Pflanze
amphidiploid ist und daher mehrere Versionen eines Gens und damit auch Proteins
vorhanden sein kénnen. Bei eigenen Versuchen wurde festgestellt, dass bei einem Southern
Blot mit einer Teilsequenz der HPPR von Kim et al. (2004) mehrere Gene (2 bis 4) detektiert
werden konnten. Falls diese sowohl in der DNA- als auch in der Proteinsequenz sehr dhnlich
sind, ist es schwierig, spezifisch durch funktionelle Aufreinigung das gesuchte Protein zu
isolieren, da unter Umstanden die Proteine &hnliche physikalische und chemische
Eigenschaften zeigen. Es ist daher mdglich, dass von Kim et al. (2004) ein Proteingemisch

aufgereinigt wurde und zufallig durch die auf Proteinsequenzen basierenden Primer eine der
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Sequenzen isoliert werden konnte, die nicht die HPPR ist. Dennoch scheint die HPPR sehr

nah mit der HPR verwandt zu sein, darauf deuten die RNAIi-Untersuchungen hin.

rek. At HPR2 rek. Col HPR2_HPPR Native HPPR
Temperatur-Optimum 53<C 40 bis 55 C 35 bis 37 C
pH-Optimum 7,4 6,5 bis 7,0 6,5 bis 7,0

Tabelle 5.1.: Temperatur- und pH-Optima von HPR-Enzymen im Vergleich. Rek. At HPR2
(rekombinante HPR2 aus Arabidopsis thaliana), rek. Col HPR2_HPPR (rekombinante HPR2 bzw.
HPPR aus Coleus blumei), native HPPR (native HPPR aus Coleus blumei-Zellkultur aufgereinigt).

Die Temperatur- und pH-Optima liegen bei allen Enzymen in &hnlichen Bereichen,
Ausnahme ist das Temperatur-Optimum der nativen HPPR (Tabelle 5.1.). Die pH-Optima
liegen in normalen physiologischen Bereichen (Roberts et al., 1980). Das Temperatur-
Optimum der beiden rekombinanten Enzyme ist mit etwa 50 T verhaltnismafiig hoch. Das
konnte eventuell mit der Funktion der HPR als Enzym der Photorespiration
zusammenhangen. Pflanzen zeigen vor allem eine hohe Photorespirationsrate, wenn der
Sauerstoffpartialdruck auf3erhalb oder auch innerhalb der Pflanze steigt, also die Sauerstoff-
Fixierung der RubisCO sehr hoch ist (Foyer et al., 2009). Dies geschieht vor allem, wenn
hohe AulRentemperaturen und starker Lichteinfall vorherrschen und die Pflanzen
photosynthetisch stark aktiv sind. Ferner ist bei hohen Temperaturen oft der Wasserhaushalt
der Pflanzen negativ betroffen, und der Gasaustausch ist durch geschlossene Stomata
unterbunden. Daher ist es flr die Enzyme der Photorespiration sinnvoll, vor allem bei
héheren Temperaturen ihre starkste Aktivitat zu entfalten, da hohe Temperaturen die
Photorespiration nétig machen. Dies kdnnte auch ein Hinweis darauf sein, dass die
rekombinante HPPR von Kim et al. (2004) nicht ein spezifisches Enzym fir die
Rosmarinsaurebiosynthese ist, sondern ein Homolog zum Photorespirationsenzym HPR2

aus Arabidopsis.

rek. At HPR2 rek. At HPR2 rek. Col HPR2_HPPR native HPPR
Kn NADPH | 0,132 mM (HP) 0,008 mM (P) 0,02 mM (P) 0,095 mM (pHPP)
K NADH 0,260 mM (HP) 0,400 mM (P) 0,50 mM (P) 0,190 mM (pHPP)

Tabelle 5.2.: K,-Werte der HPR/HPPR fir NADPH und NADH (mit Pyruvat als Substrat) im Vergleich.
Rek. At HPR2 (rekombinante HPR2 aus Arabidopsis thaliana), rek. Col HPR2_HPPR (rekombinante
HPR2 bzw. HPPR aus Coleus blumei), native HPPR (native HPPR aus Coleus blumei-Zellkultur
aufgereinigt), HP (Hydroxypyruvat als Substrat), P (Pyruvat als Substrat), pHPP (4-Hydroxy-
phenylpyruvat als Substrat).
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Die K,-Werte der rekombinanten Coleus HPPR zeigen eine deutliche Préferenz fir NADPH,
wahrend die Arabidopsis HPR und die native HPPR NADPH nur mit doppelt so hoher
Affinitat akzeptieren wie NADH. Dies deckt sich mit bisherigen Ergebnissen, da die HPR2 ein
NADPH-abhangiges Enzym. Es ist jedoch auch in der Lage, NADH fir die Reaktion zu
verwenden (Kleczkowski und Edwards, 1989). Da aber Uber die Datenbank BRENDA fir
kein pflanzliches HPR-Enzym die K,-Werte fur die Cofaktoren zu finden sind, ist es schwer
zu beurteilen, ob die HPR1 nun tatsachlich NADH bevorzugt oder nicht. Strukturell lasst sich
jedoch sagen, dass die NADH-bevorzugenden Proteine wie die HPR1 einen
Asparaginsaurerest, die HPR2 und HPPR hingegen einen Serinrest (Ser174) tragen (Tabelle
5.3.) (Booth et al. 2006). Dieser Asparaginsaurerest verhindert, dass die negativ geladene

Phosphatgruppe des NADPH am Enzym binden kann.

rek. At HPR2 |rek. Col HPR2 HPPR | Native HPPR
Km Hydroxypyruvat 0,71 mM 1,00 mM -
Km Pyruvat 10,30 mM 25,00 mM Hemmung!
Km Glyoxylat 3,00 mM 2,00 mM -
Km pPHPP (1,20 mM) 16,60 mM 0,01 mM
Km DHPP - - 0,13 mM

Tabelle 5.3.: K,-Werte der HPR/HPPR flr verschiedene Substrate. — (nicht gemessen).

Um die Substratspezifitdten der verschiedenen HPRs optimal vergleichen zu kénnen, fehlen
leider einige Werte, die entweder aus Substratmangel (DHPP) oder aufgrund mangelnden
Wissens nicht gemessen wurden. Es ist jedoch deutlich, dass das rekombinante Enzym aus
Arabidopsis recht &hnliche Substratspezifitdten aufweist wie das rekombinante Coleus-
Enzym. Dabei wird definitiv Hydroxypyruvat bevorzugt akzeptiert (K., 0,71 mM bzw. 1,0 mM).
Zusétzlich konnte beobachtet werden, dass die spezifische Aktivitat fir Hydroxypyruvat viel
hoher ist als fur Pyruvat, daher ist Hydroxypyruvat das bevorzugte und damit vermutlich das
natirliche Substrat.

Vergleicht man jedoch die K,-Werte fur pHPP, sind deutliche Unterschiede festzustellen.
Das rekombinante Coleus-Enzym nimmt pHPP nur sehr schlecht als Substrat (K., 16,6 mM),
die native HPPR jedoch sehr gut (K, 0,01 mM). Diese Werte legen den Verdacht nahe, dass
die native HPPR ein anderes Enzym ist als die rekombinante HPPR aus Coleus. Durch die
Km-Werte zeigt sie ein ahnliches katalytisches Verhalten wie die HPR2 aus Arabidopsis. Sie
sind deshalb vermutlich ndher miteinander verwandt, eventuell sogar homologe Enzyme. Es
zeigt auch, dass die HPR2 aus Arabidopsis durchaus in der Lage ist, die Reaktion der HPPR
durchzufilhren, wenn sie auch eine geringere Affinitatt zu pHPP aufweist als zu

Hydroxypyruvat. Die Affinitat gegeniber Pyruvat ist jedoch noch geringer.
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Obwohl die HPR2 aus Arabidopsis mit Lactat keine Ruckreaktion zu Pyruvat zeigt, wird
Pyruvat wird jedoch als Substrat fur die Hinreaktion akzeptiert, wenn auch mit viel geringerer
Affinitat als Hydroxypyruvat oder Glyoxylat. Glycerat hingegen wird zu Hydroxypyruvat
umgesetzt. Dies lasst ebenfalls darauf schlieBen, dass Hydroxypyruvat das natirliche
Substrat dieses Enzyms ist.

Die HPPR aus Coleus wurde von Janiak (2007) nicht auf die Oxidationsreaktionen getestet.
Bei der nativen HPPR ist eine kompetitive Hemmung durch die Zugabe von Lactat zu
beobachten. Vermutet wird hier, dass Lactat zwar umgesetzt wird, aber das Produkt Pyruvat
das aktive Zentrum des Enzyms nicht verlassen kann und somit jede weitere Reaktion
unterbindet. Eine Zugabe von Pyruvat zu einem Reaktionsansatz mit DHPP flihrte bei
Konzentration von 4 mM Pyruvat zu einer kompletten Blockierung der Reduktionsreaktion,
die native HPPR wird durch Pyruvat irreversibel gehemmt (Hausler et al., 1991). Dieser
Effekt wurde bei den beiden rekombinanten Enzymen nicht untersucht. Auf3erdem
akzeptieren beide Enzyme Pyruvat als Substrat und es ist unwahrscheinlich, dass genau

derselbe Effekt zu beobachten ist.

5.7. Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten RNAi- und Uberexpressionsversuche wurden mit der

Pflanze Coleus blumei durchgefiihrt, da an Zellkulturen dieser Pflanze die Rosmarinsaure-
biosynthese aufgeklart wurde (Petersen et al., 1993). Seitdem konnten die cDNA-Sequenzen
der HPPR (Kim et al., 2004) und der RAS (Berger et al., 2006) aus Coleus blumei gewonnen
und die heterolog exprimierten Enzyme charakterisiert werden. Ziel der RNAi- und
Uberexpressionsuntersuchungen war es, abzuklaren, ob die erhaltenen Sequenzen
tatsachlich einen Beitrag zur Rosmarinsaurebiosynthese leisten. Da jedoch nicht bekannt ist,
wie viele Kopien der HPPR und der RAS im Genom von Coleus blumei tatséchlich existieren
und die Pflanze amphidiploid ist, sind die Ergebnisse der RNAi-Studien schwer zu beurteilen.
Zumindest fur die HPPR-RNAI steht fest, dass mehr als nur ein Gen mit dem ausgewéhlten
RNAi-Bereich herunterreguliert werden kénnte, da dieser Sequenzbereich, in Southern Blots
als Sonde verwendet, auf bis zu vier Genkopien schlieen lasst (Abb. 4.58.). Fur die RAS
wurde kein Southern Blot durchgefihrt, bei dem die verwendete RNAI-Sequenz als Sonde
getestet wurde. Es ist jedoch zu vermuten, dass ebenfalls mehrere Gene damit detektiert
werden kdnnten. Zuséatzlich lasst auch eine klonierte Teilsequenz auf ein weiteres RAS-Gen
schlielen (mindliche Mitteilung, Johannes Benner). Aus diesen Grinden erscheint es
sinnvoll, die RNAI-Experimente an der diploiden Art Melissa officinalis zu wiederholen, da

hier zumindest fir die RAS eine cDNA-Sequenz vorhanden ist und nur eine Kopie des Gens
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vorliegt (Weitzel, 2009). Noch interessanter wére diese Wiederholung jedoch fiir die HPPR,
aber hierzu liegen in Melissa officinalis noch keine Daten zu cDNA und Genkopienzahl vor.
Wirde man die Rosmarinsédurebiosynthese und deren Regulation an Coleus blumei
weiterverfolgen, wéare es ndétig, nach alternativen Sequenzen sowohl von HPPR als auch von
RAS zu suchen. Durch Southern Blot und eventuell auch Northern Blot kénnte man die
Anzahl der Genkopien ermitteln und eventuell auch Sequenzen gewinnen, in dem man
gezielt die auf dem Blot erhaltenen Banden durch PCR vervielfaltigt und sequenziert (Sheikh
und Lazarus, 1997). Eine weitere Mdglichkeit ware es, eine fraktionierte Ammoniumsulfat-
Fallung des Enzymrohextraktes durchzufiihren und nicht nur die HPPR-Aktivitat zu testen,
sondern auch die HPR-Aktivitat, um zu sehen, ob sich diese beiden Aktivitaten trennen
lassen. So konnten eine NADH-bevorzugende HPR und eine NADPH-bevorzugende HPR
aus Mais voneinander getrennt werden (Kleczkowski und Edwards, 1989). Vielleicht gelange
es auf diesem Weg, eine HPPR zu finden, die spezifisch fur die Rosmarinsaurebiosynthese
ist.

Die Uberexpressionexperimente der Gene HPPR und RAS waren nur teilweise erfolgreich.
Nur die HPPR konnte tatsachlich Uberexprimiert werden, wobei es jedoch nur zu einer
geringfuigig vermehrten Akkumulation von Rosmarinsaure kam. Die Uberexpression der RAS
fuhrte zu einer Cosuppression, und es konnte folglich keine Steigerung des
Rosmarinséuregehalts erzielt werden. Hierfir ware die Verwendung eines induzierbaren
Promotors interessant, da dadurch zumindest die Cosuppression der RAS umgangen
werden konnte (Que et al., 1997). Es kdonnten auch mehrere Gene der Rosmarinsaure
zusammen als Uberexpressionskonstrukte in die Pflanzen eingebracht werden, um zu sehen
ob eine Kombination verschiedener Uberexprimierter Gene zu einer stérkeren
Rosmarinsédureakkumulation fiihrt. Moglich wére es auch, die Kulturen zu elicitieren, da
dadurch auch die Eingangsenzyme der Rosmarinsaurebiosynthese TAT und PAL induziert
werden und auf diese Weise vermehrt Zwischenprodukte gebildet wirden, die von HPPR
und RAS umgesetzt werden kdnnten. So wirde man maoglicherweise limitierende Faktoren
der Rosmarinsaurebiosynthese in begrenztem Ausmafll verringern und hohere
Rosmarinséauregehalte erzielen kénnen. Dies tréfe jedoch nur zu, wenn die HPPR- oder
RAS-Aktivitaten die limitierenden Faktoren in der Rosmarinsaurebiosynthese sind.

Sinnvoll erscheint es, regulatorische Studien an Melissa officinalis weiter zu fihren, da sie
eine diploide Pflanze ist und keine amphidiploide wie Coleus blumei, wodurch entsprechende

Untersuchungen einfacher und aussagekraftiger waren.
Die HPR1 und HPR2 (HPPR) aus Coleus blumei und Arabidopsis thaliana betreffend, ware
es notig, die rekombinanten Enzyme auf ihre Substratspezifititen hin ausfihrlich zu

untersuchen und zu testen, wie gut sie die Substrate fir die Rosmarinsdurebiosynthese
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tatsachlich akzeptieren und welche Unterschiede bestehen. Die HPR2 aus Arabidopsis
thaliana besitzt eine sehr &hnliche DNA-Sequenz wie die HPPR aus Coleus blumei und kann
pHPP umsetzen, doch ist Arabidopsis thaliana keine Pflanze die Rosmarinsdure akkumuliert.
Es fehlen in Arabidosis jedoch nur wenige Enzyme (RAS, 3'-H und 3-H), um Rosmarinsaure
zu bilden. Es wurden bereits Versuche gestartet, die RAS aus Coleus blumei in Arabidopsis
einzubringen und die Transformanten auf den Rosmarinsauregehalt bzw. auf die Vorstufen
der Rosmarinsaure hin zu untersuchen (mundliche Mitteilung Maike Petersen). Damit kbnnte
man auch klaren ob, abgesehen von der RAS, hauptsachlich Enzyme der Ligninbiosynthese
(PAL, CAH, 4CL, eventuell 3- wund 3'-Hydroxylasen), der Tocopherol- bzw.
Plastochinonbiosynthese  (TAT) und der Photorespiration (HPR) an  der
Rosmarinsaurebiosynthese beteiligt sind. Dies sind sehr grundlegende Stoffwechselwege,
die in allen Pflanzen vorliegen. Somit wére eventuell nur die RAS ein spezifisches Enzym,
welches sich mdglicherweise aus einer HCT des Phenylpropanstoffwechsels entwickelt hat
(Petersen et al., 2009).
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6. Zusammenfassung

Die Rosmarinsaurebiosynthese ist an Zellkulturen von Coleus blumei (Lamiaceae) aufgeklart
worden. Die beteiligten Enzyme sind bekannt und wurden charakterisiert und die meisten
entsprechenden  Gene kloniert. Unter diesen Enzymen befinden sich die
Hydroxyphenylpyruvat Reduktase (HPPR) und die Rosmarinsaure Synthase (RAS), von
denen vermutet wird, dass sie spezifisch fir Rosmarinsaurebiosynthese sind. Um dies
abzuklaren und eventuell regulatorische Mechanismen festzustellen, sollten diese beiden
Enzyme durch die Technik der RNAi herunterreguliert und der Effekt auf die
Rosmarinsédureakkumulation beobachtet werden. Zusatzlich sollte durch die jeweilige
Uberexpression der Gene geklart werden, ob sich der Rosmarinsiuregehalt dadurch
steigern lasst.

Zur Klonierung der RNAI- bzw. Uberexpressionskonstrukte wurde der pHANNIBAL-Vektor in
Kombination mit dem binaren Vektor pART27 verwendet.

Die RNAI- und die Uberexpressions-Konstrukte in pART27 wurden durch die Transformation
von sterilem Pflanzenmaterial mit Agrobacterium rhizogenes stabil in das Genom von Coleus
blumei eingebracht. Die Untersuchungen wurden an den durch die Transformation mit
Agrobacterium rhizogenes erhaltenen Hairy Roots in Flissigkultur durchgefihrt. Da
verschiedene sterile Pflanzenkulturen und verschiedene Agrobacterium rhizogenes-Stamme
zur Verfigung standen, wurde zuerst eine Testtransformation mit verschiedenen Coleus
blumei/Agrobacterium rhizogenes-Kombinationen durchgefihrt. Dazu wurden Kontroll-
Transformationen mit Agrobakterien ohne zusatzliche Plasmid-DNA gemacht und
Transformationen mit HPPR-RNAi-Konstrukt transformierten Agrobakterien. Als beste
Kombination stellte sich die Pflanzenlinie ColV1 mit dem Agrobacterium rhizogenes-Stamm
LBA15834 heraus. Sie lieferte die vitalsten Wurzeln und zeigte einen akzeptablen
Rosmarinséauregehalt von etwa 1,5 % im Trockengewicht der Hairy Roots. Zusatzlich zeigten
die daraus gewonnen Hairy Root-Kulturen den deutlichsten RNAI-Effekt. Diese
Pflanzen/Agrobakterien-Kombination wurde fur die Transformation der Pflanzen mit den
HPPR- und RAS-RNAi- und Uberexpressionskonstrukten und den entsprechenden
Kontrollplasmiden verwendet. Fir die Kontrollen wurde Pflanzenmaterial mit Agrobakterien
mit Expressionsvektor ohne Fremd-DNA oder ohne Vektor transformiert.

Die gewonnenen Hairy Root-Flussigkulturen wurden molekularbiologisch untersucht und auf
die Anwesenheit der Konstrukte, die Abwesenheit von Agrobakterien, die Anwesenheit der
Agrobakterien-Gene rolA, rolB und rolC und die mRNA-Gehalte von RAS und HPPR
getestet. Zur Bestimmung der Anzahl der Transformationsereignisse wurden Southern Blots
durchgefuhrt. Dazu wurden einmal 35S Promotor des pHANNIBAL und einmal das nptll-Gen
des pART27 mit einer entsprechenden Sonde nachgewiesen. Es lagen jeweils mehrere
Transformationsereignisse vor.

AnschlieBRend fand eine kurze Kulturcharakterisierung statt, um einen optimalen
Erntezeitpunkt flr die zu messenden Enzyme und die Rosmarinsauregehalte zu ermitteln.
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Dabei stellte sich der zwdlfte Kulturtag als gunstig heraus. Folglich wurde fir die
Untersuchungen an den Hairy Root-Linien am zwolften Kulturtag Pflanzenmaterial geerntet.
Fur diese Untersuchungen wurde der Rosmarinsauregehalt bestimmt und die Aktivitaten der
Enzyme Tyrosin Aminotransferase (TAT), Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL), HPPR und
RAS bestimmt. Die Auswirkungen der RNAi und Uberexpression machten sich vor allem in
den Rosmarinséduregehalten bemerkbar. Die RNAI-Linien zeigten einen deutlich verringerten
Gehalt, die HPPR-Uberexpressionslinien einen erhohten Gehalt. Die Enzymaktivitaten aus
Proteinrohextrakte  zeigten bei den RNAi-Linien keine Reduktion, bei den
Uberexpressionslinien hingegen konnte bei HPPR eine deutlich hthere Aktivitat gemessen
werden. Die RAS-Uberexpressionslinien zeigten Cosuppression und verhielten sich &hnlich
wie die RAS-RNAI-Linien oder die Kontrollen.

Die Hairy Root-Linien wurden auf eine Akkumulation von Zwischenprodukten der
Rosmarinsaurebiosynthese hin untersucht, es konnte jedoch nur Kaffeesdure nachgewiesen
werden, die jedoch in keinem Bezug zur verminderten oder erhdhten Rosmarinsaure-
akkumulation stand.

L-Tyrosin und L-Phenylalanin sind die Ausgangsverbindungen der Rosmarinsaure-
biosynthese. Bei Supplementationsversuchen wurde dem Kulturmedien von Kontroll-Linien
ohne Vektor und Uberexpressionslinien von HPPR und RAS die Aminosauren L-Tyrosin und
L-Phenylalanin zugesetzt. Die supplementierten Kulturen zeigten jedoch gegeniber den
unsupplementierten Kontrollen keine vermehrte Rosmarinsdureakkumulation. Die Ausgangs-
verbindungen sind also kein limitierender Faktor fir die Rosmarinsdaureakkumulation dieser
Kulturen. Der Rosmarinsaurebiosyntheseweg scheint auch nicht durch vermehrtes
Vorhandensein der Aminoséauren induziert zu werden.

Da die HPPR aus Coleus blumei sehr nah mit der Hydroxypyruvat Reduktase (HPR2) aus
Arabidopsis thaliana verwandt ist, wurde das bereits in einem Expressionsvektor vorliegende
Enzym in Escherichia. coli exprimiert und charakterisiert. Die gewonnen Daten wurden mit
den vorhandenen Daten der heterolog exprimierten HPPR und der nativen HPPR aus
Coleus blumei verglichen. Die Unterschiede zeigten sich vor allem in den K,-Werten des
Rosmarinsaurebiosynthese-Substrats (4-Hydroxyphenylpyruvat) pHPP: hier zeigten die
native HPPR und die HPR2 aus Arabidopsis eine hdhere Affinitdt als die rekombinante
HPPR aus Coleus.

Fur die HPPR aus Coleus blumei konnte aus genomischer DNA eine Sequenz durch
Volllangen-Primer amplifiziert werden. Durch Sequenzierung konnte die Lage und Sequenz
eines Introns ermittelt werden. Die Zahl der Genkopien der HPPR in Coleus blumei konnte
durch Southern Blot nicht genau bestimmt werden; es sind jedoch mehrere Kopien
vorhanden.
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7. Summary

Rosmarinic acid biosynthesis has been elucidated in cell cultures of Coleus blumei
(Lamiaceae). The involved enzymes are known and have been characterised and some of
the corresponding genes have been cloned. Among the enzymes that have been
heterologously expressed are hydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR) and rosmarinic acid
synthase (RAS), which might be specific for rosmarinic acid biosynthesis. For the evaluation
of those enzymes’ function and their possible regulatory mechanisms RNAi down-regulation
experiments have been performed. The RNAI effect on the rosmarinic acid content has been
measured. The effect of overexpression of both genes on rosmarinic acid accumulation was
also evaluated.

The pHANNIBAL vector in combination with the binary vector pART27 was used for the
cloning of the RNAI and overexpression constructs.

The RNAIi and overexpression constructs were integrated into the genome of Coleus blumei
with help of Agrobacterium rhizogenes resulting in hairy root liquid cultures. Since there were
different Agrobacterium rhizogenes strains and different Coleus blumei sterile plant cultures
available, first test transformations were performed to find the best Coleus
blumei/Agrobacterium rhizogenes combination. For the test transformations agrobacteria
without additional vector DNA and agrobacteria transformed with the HPPR RNAI construct
were used. The best combination was the plant line Colvl with the Agrobacterium
rhizogenes strain LBA15834. They generated the most viable hairy roots and showed an
acceptable rosmarinic acid content of 1.5 % in the dry weight. Additionally those hairy roots
demonstrated the most obvious RNAI effects. This plant/agrobacterium combination has
been used for further transformation of Coleus blumei with RNAi and overexpression
constructs of HPPR and RAS and the controls. As controls there was plant material
transformed with the acrobacteria carrying the empty binary vector pART27 and
untransformed agrobacteria.

The obtained hairy root liquid cultures were analysed by molecular biological methods for the
absence of agrobacteria, the presence of the inserted construct, the presence of the
agrobacterial genes rolA, rolB, rolC and the transcript levels of HPPR and RAS. Southern
blots were executed to determine the number of T-DNA insertions of the constructs. The 35S
promoter of the pHANNIBAL vector and the nptll gene of the pART27 vector were used as
probes. Several transformation events were observed in all the hairy root lines.

The hairy root cultures were characterised to determine the best harvest time for the
measurements of enzyme activities and rosmarinic acid content. Day twelve of the cultivation
period was the best option. The hairy roots were analysed with respect to their rosmarinic
acid content, the enzyme activities of tyrosine aminotransferase (TAT), phenylalanine

ammonia-lyase (PAL), HPPR and RAS. The RNAI and overexpression effects were most
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7. Summary

pronounced in the rosmarinic acid contents. The RNAI lines showed a reduced and the
HPPR overexpression lines an elevated content. The enzyme activities in protein extracts of
the RNAI lines showed no reduction. The HPPR overexpression lines had an increased
HPPR activity. RAS overexpression lines exhibited co-suppression and showed similar
results as the controls or RAS RNAi lines.

The hairy root lines have been analysed for the accumulation of intermediates of rosmarinic
acid biosynthesis. Only caffeic acid could be detected but showed no correlation to the
reduced or elevated rosmarinic acid content.

L-Tyrosine and L-phenylalanine are the precursors for rosmarinic acid biosynthesis. Control
lines and overexpression lines of HPPR and RAS were supplemented with these two amino
acids. There was no change in the rosmarinic acid content compared to non-supplemented
controls. The amino acids are not limiting for rosmarinic acid accumulation and the

biosynthesis is not induced by the oversupply of these aromatic amino acids.

HPPR of Coleus blumei is closely related to the cytosolic hydroxypyruvate reductase (HPR2)
of Arabidopsis thaliana and was available as heterologously enzyme. The enzyme was
characterised and the obtained data was compared with the data of the heterologously
expressed HPPR and the native HPPR of Coleus blumei. The most obvious difference was
the K, value for the rosmarinic acid biosynthesis substrate 4-hydroxyphenylpyruvate. The
native HPPR of Coleus blumei and the HPR2 of Arabidopsis thaliana displayed a higher

affinity for this substrate than the heterologously expressed HPPR of Coleus blumei.

A genomic sequence of HPPR from Coleus blumei could be amplified with full-length
primers. The sequence and position of an intron could be identified. The number of genomic
copies of the HPPR could not be determined exactly by Southern blotting but more than one

copy were observed.
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9. Anhang

9. Anhang

9.1. Abkirzungen

% (V/V) Volumenprozent

% (W/v) Gewichtsprozent

3'-H Hydroxycinnamoyl-Hydroxyphenyllaktat 3'-Hydroxylase
3-H Hydroxycinnamoyl-Hydroxyphenyllaktat 3-Hydroxylase
4CL Hydroxyzimtsdure:CoA-Ligase

A Ampere

Abb. Abbildung

bp base pair/ Basenpaare

BSA bovine serum albumin/Rinderserumalbumin

c Konzentration

C4H Zimtsaure 4-Hydroxylase

CaffCoA Caffeoyl-CoA

Caff-pHPL Caffeoyl-4'-Hydroxyphenyllaktat

cDNA copy DNA, komplementire DNA

CIAP calf intestine alkaline phosphatase

CoA Coenzym A

d Schichtdicke der Kuvette

DHPL 3,4-Dihydroxyphenyllaktat

DHPP 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat

DNA deoxyribonucleic acid/Desoxyribunukleinsiure

dNTP desoxy-Nukleosidtriphosphat

DTT 1,4-Dithiothreitol

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

g Gramm

HCS/IQT Hydroxcinnamoyl-CoA:Chinat/Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase
HCT Hydroxycinnamoyltransferase

HPLC High Perfromance Liquid Chromatography/Hochdruckflissigkeitschromatographie
HPPR Hydroxyphenylpyruvat Reduktase

HPR Hydroxypyruvat Reduktase

HST Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat Hydroxycinnamoyltransferase
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactosid

kDa Kilodalton

KPi Kaliumphosphat-Puffer

I Liter

m Meter

M mol/l

min Minute

MRNA messenger RNA

NADH Nicotinamid Adenin Dinucleotid, red.

NADPH Nicotinamid Adenin Dinucleotid Phosphat, red.

nm Nanometer

oD optische Dichte

p.a. Pro analysi/fur die Analyse

PAL Phenylalanin Ammoniak-Lyase

PCR Polymerase chain reaction/Polymerasekettenreaktion
pHPL 4-Hydroxyphenyllaktat

PLP Pyridoxalphosphat

RAS Rosmarinsaure Synthase
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9. Anhang

RNA ribonucleic acid/Ribonukleinséure

RT reverse Transkriptase

S Sievert

S Sekunden

SDS Sodium dodecyl sulphate/Natriumlaurylsulfat
t Messzeit

TAT Tyrosin Aminotransferase

U Unit/Einheit

UpM Umdrehungen pro Minute

\Y Volt

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galactosid

9.2. Abkirzungen der Aminosauren und Nukleotide

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln 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 Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V

Nukleotid Einbuchstabencode
Adenin Ala
Guanin Glg
Cytosin Clc
Thymin Th
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9.3. Vektorkarten

Nofl (5818)
QCS berminator
Xhbal .
Bam HI "f"_-} T
Mg 1Y
Cral

IMTROMN Amp resistance

Kpn [ pHANNIBAL
EcoRl
Xhol

'
)
|
i
|
L

B

Nof (2859)

RNAi-Klonierungsvektor pHANNIBAL

pPART2
(10.9kb)
gall

o7
SpR/SER

Binarer Vektor pART27
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9. Anhang

Bpu1102 1(267)
EcoR lis708) BamH I(319)
Aat l5635) (

Ssp l(5517)

Xba lia28)
Bal ll(494)

SagrA lisas)

Sph l{ga1)
EcoN [(751)

Sca lj5183)
Pvu |{5083)

Pst I(4958)

Bsa lj4774)
Ahd 1(4713)

Miu lj1218)
Bel 1(1230)

BstE ll{1337)

pET-15b

AlwN 1i4238) (E708bp)

Apa l(1427)

BssH llj1627)
Hpa li1722)
BspLU11 lizszn)
Sap l(3704)
Bst1107 li3se1) PshA lzo81)
Acc l{2590)
Bsah li2572)

Eag li2284)
Nru l{z319)
BspM l(2399)

Tth111 l{3585)

Bsm li2704)
Msc l(2781)

Bpu10 l{2328)

Expressionsvektor pET-15b
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