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Zusammenfassung 

Bezüglich der Cimicifugasäure- und Fukinolsäurebiosynthese gibt es nach 

aktuellem Forschungsstand erste Einblicke. Es wurde kürzlich ein Enzym aus 

Actaea racemosa isoliert und charakterisiert, welches die Fähigkeit besitzt 

verschiedene Cimicifugasäuren aus Piscidinsäure und verschiedenen 

Hydroxyzimtsäure-CoA-Thioestern als Substraten zu katalysieren 

(Cimicifugasäure-Synthase). Im Hinblick auf die Fukinsäure- bzw. 

Fukinolsäurebiosynthese verbleiben jedoch offene Fragen bezüglich der 

Ursprünge der Hydroxygruppe in Kombination mit einer Kohlenstoff-Einheit in 

Piscidin- bzw. Fukinsäure. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Cimicifugasäure- und 

Fukinolsäurebiosynthese in Actaea racemosa und Petasites japonicus 

durchgeführt. Es gelang die Isolierung und Charakterisierung einer 

Hydroxy(phenyl)pyruvat Reduktase (H(P)PR) aus A. racemosa (ArH(P)PR). Die 

Bestimmung der kinetischen Parameter ergab, dass NADPH das bevorzugte 

Co-Substrat und ɓ-Hydroxypyruvat das präferierte Substrat darstellen. Dem 

Enzym kann somit sowohl eine HPPR, als auch eine Hydroxypyruvat Reduktase-

Aktivität zugeschrieben werden. Expressionsanalysen der ArH(P)PR ergaben, 

dass dieses Enzym in den oberirdischen Pflanzenorganen zu finden ist. 

Die ArH(P)PR könnte, zusammen mit der Tyrosin Aminotransferase (TAT), eine 

wichtige Rolle bei der Biogenese der Fukinolsäure und der Cimcifugasäuren 

spielen. Für nähere Analysen zu dieser Hypothese wurde in dieser Arbeit 

zusätzlich die TAT aus A. racemosa (ArTAT) charakterisiert. Für die Substrate 

2-Oxoglutarat und L-Tyrosin konnten die kinetischen Parameter bestimmt 

werden. Weiterhin konnte bestätigt werden, dass die ArTAT Prephenat, Pyruvat 

und Oxalacetat umsetzt.  

Daneben wurden weitere Untersuchungen bezüglich der gebildeten 

Fukinolsäuremengen in in vitro-Kulturen in unterschiedlichen Nährmedien, durch 

Elicitierung und im zeitlichen Verlauf durchgeführt. Hierbei zeichnete sich deutlich 

ab, dass die Fukinolsäuremenge aus frischem Blattmaterial (A. racemosa, 

P. japonicus) im Vergleich zu den Zellkulturen stets größer war. Weiterhin 

erbrachte die Elicitierung mit Suberoylhydroxamsäure (in DMSO), einem Histon 



Deacetylase-Hemmstoff, selbst keinen Einfluss auf die Fukinolsäuremenge in 

A. racemosa, jedoch ließ die Behandlung nur mit dem Lösungsmittel die 

Fukinolsäurebildung zunehmen. 

 

 

Summary 

Current research has provided initial insights into the biosynthesis of cimicifugic 

acid and fukinolic acid. An enzyme from Actaea racemosa (cimicifugic acid 

synthase) has been isolated and characterized recently. This enzyme has the 

ability to catalyze the formation of various cimicifugic acids using piscidic acid 

and various hydroxycinnamic acid CoA-esters as substrates. On the other hand, 

with regard to fukiic and fukinolic acid biosynthesis, the origins of the hydroxyl 

group connected to a carbon moiety in piscidic and fukiic acid remains unclear.  

In this work, studies on cimicifugic acid and fukinolic acid biosynthesis in 

A. racemosa and Petasites japonicus have been performed. The isolation and 

characterization of a hydroxy(phenyl)pyruvate reductase (H(P)PR) from 

A. racemosa (ArH(P)PR) was successful. The determination of the kinetic 

parameters revealed that NADPH is the preferred co-substrate and 

ɓ-hydroxypyruvate is the preferred substrate. Thus, both, HPPR and 

hydroxypyruvate reductase activities can be attributed to the enzyme. Expression 

analyses of ArH(P)PR showed the presence of this enzyme in flower, flower stalk, 

leaf and stem plant material, while it could not be detected in roots.  

ArH(P)PR, together with tyrosine aminotransferase (TAT), could play an 

important role in the biogenesis of fukinolic acid and cimicifugic acids. For further 

analysis of this hypothesis, TAT from A. racemosa (ArTAT) was additionally 

characterized in this work. The kinetic parameters for the substrates 

2-oxoglutarate and L-tyrosine could be determined. Furthermore, it was 

confirmed that ArTAT converts prephenate, pyruvate and oxaloacetate.  

In addition, further studies were carried out on the amounts of fukinolic acid 

formed in in vitro cultures in different culture media, by elicitation and over time. 

This clearly showed that the amount of fukinolic acid from fresh leaf material 

(A. racemosa, P. japonicus) was always higher compared to the amount in cell 

cultures. Furthermore, elicitation with suberoylhydroxamic acid (in DMSO), an 

inhibitor of histone deacetylase, had no effect on the amount of fukinolic acid in 

A. racemosa, but treatment with the solvent increased the formation of fukinolic 

acid.  
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Einleitung 1 

   

 

1. Einleitung 

1.1 Actaea (Cimicifuga) racemosa: Klassifizierung, Morphologie, 

Etymologie und traditionelle Verwendung  

Actaea racemosa (dt: Traubensilberkerze) aus der Familie Ranunculaceae ist 

eine mehrjährige, ausdauernde, dikotyle, krautige Pflanze, die eine Wuchshöhe 

von etwa zwei Metern erreichen kann. Aufgrund molekularbiologischer 

Phylogenie-Daten erfolgte im Jahr 1998 die Aufnahme der früheren Gattung 

Cimicifuga in die Gattung Actaea, da sich hieraus ein Monophylum der Gattungen 

Actaea, Cimicifuga und Souliea erwies (Compton et al. 1998). Der veraltete 

Name Cimicifuga findet seinen Ursprung in der lateinischen Sprache und leitet 

sich ab von cimex (Wanze) und fuga (Flucht). Begründet ist die Namensgebung 

durch den unangenehmen Geruch der Blüten, welcher Insekten vertreibt 

(Blaschek 2016). Nachfolgend wird in dieser Arbeit ausschließlich der aktuelle 

Name Actaea verwendet.  

 

 

Abbildung 1: Übersicht des Habitus von A. racemosa. (a) Gesamtpflanze, (b, c) Blütenstand, 

(d) Blüten (Aufnahmen von Prof. Maike Petersen).  

 

Die Traubensilberkerze ist in der nördlichen Hemisphäre beheimatet, speziell in 

Nordamerika. Sie wurde traditionell zur Heilung von Rheuma, sowie 

Lebererkrankungen angewendet (Qiu et al. 2014). Die Blütezeit tritt im späten 

Sommer bzw. frühen Herbst ein. Die kleinen weißen Blüten sind dicht gepackt 

und weisen eine lange, schmale, komplexe Infloreszenz auf (Abbildung 1). Diese 
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Infloreszenz ist durch zahlreiche endständige Blütenstände gekennzeichnet, 

welche traubenförmig angeordnet sind. Die Blüte weist einen vierblättrigen 

kronblattartigen Kelch mit grünlich-weißen kreisrunden Kelchblättern auf, die 

unmittelbar nach dem Aufblühen abfallen. Darüber hinaus sind sie durch ihre 

radiärsymmetrisch angeordneten, zahlreich vorhandenen, weißen Staubblätter 

charakterisiert. Die ellipsoiden, schmalen, flachen Samen entwickeln sich im 

Herbst. A. racemosa besitzt einen aufrechten Stängel und große, lang gestielte, 

gefiederte Endblätter (Jahn und Petersen 2022). Die faserigen, zylindrischen 

Wurzeln sowie die kriechenden Rhizome sind durch eine dunkelbraune Farbe 

und eine robuste Konsistenz gekennzeichnet (Blaschek 2016, Guo et al. 2017). 

Bis heute werden verschiedene Arten der Gattung Actaea (Ranunculaceae) in 

der traditionellen chinesischen Medizin zur Therapie von bspw. Masern, sowie 

Kopf-, Zahn- und Halsschmerzen angewendet (Guo et al. 2017). In der 

Volksrepublik China sind Rhizome und Wurzelstöcke verschiedener Spezies der 

Gattung Actaea (Cimicifugae rhizoma) zugelassen: A. foetida, A. heracleifolia, 

A. dahurica (Guo et al. 2017, Pharmacopoeia of the Peopleôs Republic of China). 

Im Unterschied hierzu wird im europäischen Arzneibuch ausschließlich 

A. racemosa als therapeutisch wirksam beschrieben (European Union herbal 

monograph on Cimicifuga racemosa (L.) Nutt. rhizoma 

EMA/HMPC/48745/2017).  

 

1.2 Petasites japonicus: Klassifizierung, Morphologie, Etymologie und 

traditionelle Verwendung 

Die Herkunft von Petasites japonicus (Asteraceae) lässt sich auf Ostasien, im 

Speziellen China, Japan und Korea, zurückführen. P. japonicus wird im 

Volksmund als Japanische Pestwurz (engl.: butterbur) bezeichnet, vermutlich 

deswegen, weil die enorm großen Blätter zur Lagerung von Butter herangezogen 

wurden. In Japan dienten die Blätter als Nahrungsquelle sowie als 

Therapeutikum in der traditionellen Medizin. Hierbei wurden der Pflanze 

fiebersenkende, hustenstillende und wundheilende Eigenschaften 

zugeschreiben. In den USA hingegen erfolgt die Verwendung als 

Nahrungsergänzungsmittel (Tys et al. 2015; Lee et al. 2019).  

Die Pestwurz ist eine mehrjährige, ausdauernde, dikotyle, krautige Pflanze mit 

dicken Rhizomen mit einer Blütezeit im April und Mai. Die Pflanze ist 

charakterisiert durch ihre basalen, enorm großen, grünen Blätter, die an 

Rhabarberblätter erinnern (Abbildung 2). Diese sind glatt und oberseits kahl, 
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während die Blattunterseite mit dichten Trichomen versehen ist. Die Blattstiele 

sind hohl und behaart und besitzen eine hellgraue Färbung. P. japonicus ist eine 

diözische Pflanze mit grünlich weißen Blüten. Der Blütenkorb stellt die primäre 

Infloreszenz dar, wohingegen die sekundäre Infloreszenz durch eine Traube 

charakterisiert ist (Tys et al. 2015, Sakai et al. 2008).  

 

 

Abbildung 2: Blatt und Blütenstände von Petasites spec. (a) vermutlich männliche 

Einzelblüten und (b) Blütenstand von Petasites spec. (eigene Aufnahmen im Roten 

Moor, Rhön). (c) Übersicht des Blattes von P. japonicus unsteriler Anzucht 

(Aufnahme August 2019) und (d) steriler Anzucht als Suspensionskultur in CBM. 

 

1.3 Charakteristische Inhaltsstoffe 

1.3.1 Actaea racemosa 

Triterpenglykoside mit einem Cycloartan-Gerüst stellen die am besten 

charakterisierten Verbindungen der Actaea-Arten dar. Zu dieser Gruppe werden 

unter anderem die Verbindungen Cimigenol und Actein (Acetylacetol-3-D-xylosid) 

gezählt (Li und Yu 2006). Aufgrund der strukturellen Beschaffenheit des an C3 

angehängten Zuckerrests resultieren hieraus zwei Untergruppen: 

Triterpenglykoside mit 3-O-ɓ-D-Xylopyranosyl und 3-O-Ŭ-L-Arabinopyranosyl-

Resten (Abbildung 3, Qiu et al. 2014). Die weiteren Variationen der Triterpen-

Aglyka ergeben sich durch die Substitution diverser Seitenketten an den 

Positionen C16 und C17, sodass die folgenden Strukturen entstehen können: 
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23-O-Acetylshengmanol, Acteol, 23-epi-Acteol, Cimicidanol, Cimicidol, 

Cimigenol, Cimiracemoside, Dahurinol, 25-Dehydrocimigenol, Hydroshengmanol 

und Neocimigenol (Qiu et al. 2014). 

 

 

Abbildung 3: Übersicht der aus Actaea spec. isolierten Triterpenglykoside. Über die 

Zuckervariationen an C3 und diversen Seitenketten, die an den Positionen C16 und 

C17 angefügt werden, entstehen verschiedene Cycloartan-Derivate (Abb. nach Qiu 

et al. 2014). 

 

Weiterhin konnten in Actaea-Arten eine große Varietät stickstoffhaltiger 

Verbindungen detektiert werden. Zum einen erfolgte die Detektion von Alkaloiden 

des Guandin-Typs wie Guanidinalkaloid, Cimipronidin, Cyclocimipronidin und 

des methylierten Cimipronidinmethylesters (Qiu et al. 2014). Zusätzlich wurden 

auch Dopargin und Salsolinol als stickstoffhaltige Komponenten isoliert 

(Abbildung 4). Weiterhin konnten Alkaloide des Isochinolin-Typs nachgewiesen 

werden wie bspw. Norsalsolinol und N-Methylserotonin (Gödecke et al. 2009; 

Nikoliĺ et al. 2015, Powell et al. 2008). Unter den 73 weiteren stickstoffhaltigen 

Primär- und Sekundärverbindungen aus A. racemosa befanden sich auch 

Aporphinalkaloide, Betaine, ɓ-Carbolinalkaloide, Cholinderivate, Guanidine, 

Hydroxyzimtsäure-Amide, Isochinolinalkaloide, Protoberberinalkaloide, 

Protopinalkaloide und Pyridoxinderivate (Nikoliĺ et al. 2012). Eine detaillierte 

Zusammenstellung der beschriebenen Naturstoffe verschiedener Actaea-Arten 

ist im Artikel von Guo et al. (2017) zu finden.  
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Abbildung 4: Beispiele für Guanidin-Alkaloide aus Actaea racemosa. 

 

Neben den bereits genannten Stoffgruppen wurden auch (poly-)phenolische 

Strukturen aus A. racemosa isoliert. Diese Verbindungen umfassen zum einen 

die Cimiracemate (Phenylpropan-Ester) sowie die Hydroxyzimtsäuren. Zu den 

Hydroxyzimtsäuren und ihren Derivaten werden Ferulasäure, Isoferulasäure und 

Kaffeesäure gezählt (Abbildung 5), aber auch deren Ester mit Fukinsäure oder 

Piscidinsäure (Kapitel 1.6), die sogenannten Cimicifugasäuren und Fukinolsäure 

(Jiang et al. 2011; Chen et al. 2002, Gödecke et al. 2009). Das Vorkommen 

dieser Hydroxyzimtsäureester wird in Kapitel 1.7 näher beschrieben. Daneben 

konnten vereinzelt Flavonoide, Chromone und Steroide isoliert werden (Li und 

Yu 2006).  

 

 

Abbildung 5: Hydroxyzimtsäuren aus Actaea racemosa. 

 

1.3.2 Petasites japonicus 

Aus Petasites-Arten konnten bislang die folgenden Stoffgruppen isoliert werden: 

Sesquiterpene, Pyrrolizidin-Alkaloide, Flavonoide, ätherisches Öl und Tannine 

(Tys et al. 2015). Zu den isolierten Sesquiterpenen gehören bspw. Petasitin, 

Petasitolon und Fukinon (Naya et al 1968; Naya et al. 1971; Tagkagi et al. 1977) 

(Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Sesquiterpene aus Petasites japonicus. 

 

Als Hauptkomponente des ätherischen Öls wurde ɓ-Caryophyllen beschrieben, 

gefolgt von Valencen (Miyazawa et al. 2003). Als weitere Inhaltsstoffe werden 

Triterpenoide genannt, darunter Rosamutin und Pedunclosid (Bang et al. 2005). 

Unter den extrahierten Alkaloiden sind Fukinotoxin (Petasitenin), Petasinosid, 

Petasinin, Senkirkin und Neopetasinin verzeichnet (Smith und Culvenor 1981) 

(Abbildung 7). Flavonoide und Lignane wurden ebenfalls aus P. japonicus isoliert 

(Kim et al. 2017; Min et al. 2005). 

 

 

Abbildung 7: Alkaloide aus Petasites japonicus. 

 

Daneben wurde erstmals die Isolierung von Fukinolsäure, einem 

Hydroxyzimtsäureester (Abbildung 8), und dessen Vorläuferkomponente 

Fukinsäure (Sakamura et al. 1969) beschrieben. Mit Ausnahme der 

Cimicifugasäure D konnten bislang interessanterweise keine chemischen 

Analoga der Cimicifugasäuren in P. japonicus detektiert werden. Auch in 

weiteren Petasites-Arten blieb bislang der Nachweis von Cimicifugasäuren 

erfolglos sowie darüber hinaus die Detektion von Fukinolsäure (Lee et al. 2019).  
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Abbildung 8: Hydroxyzimtsäureester aus Petasites japonicus. 

 

 

1.4 Pharmazeutische Relevanz und klinische Forschung 

Die Hauptgruppe der wirksamkeitsbestimmten Inhaltsstoffe von A. racemosa 

stellen die Triterpenglykoside dar. Hierbei sind vor allem Triterpene mit einem 

Cylcoartan-Gerüst pharmazeutisch relevant, wie bspw. Actein 

(Acetylacteol-3-O-D-xylosid; Abbildung 9). Dieser Inhaltsstoffgruppe konnten 

bislang antiproliferative, antitumorale, antivirale und zytotoxische Wirkungen 

zugeschrieben werden (Watanabe et al. 2002; Sakurai et al. 2003 & 2004, 

Henneicke-von-Zeppelin 2017). Die etablierte Wirkung von A. racemosa-

Extrakten, zu Therapiezwecken bei Hitzewallungen und Schweißausbrüchen 

während der Menopause, sind ebenfalls primär auf die Triterpenglykoside 

zurückzuführen (EMA/HMPC/48745/2017). Die Analyse von A. racemosa-

Extrakten ergab, dass hier eine Aktivierung des Östrogenrezeptors beobachtet 

werden konnte, wodurch sich die Linderung von Hitzewallungen ergeben könnte 

(Tsoumani et al. 2022). Die Untersuchungen von Poschner et al. (2020) erfolgten 

ebenfalls mit Extrakten aus den Rhizomen von A. racemosa. Hier wurde 

festgestellt, dass die Extrakte weder die Förderung des Brustzellwachstums, 

noch die Beeinflussung des Östrogenspiegels bewirken. Es konnte jedoch eine 

Stimulation der Androgenbildung verzeichnet werden, sodass diese einen 

positiven Einfluss auf die Wechseljahresbeschwerden haben könnte. Darüber 

hinaus schlussfolgerten Cordaro et al. (2022), dass den Rhizomen von 

A. racemosa eine Wirkung gegen Parkinson in vivo zugeschrieben werden kann, 

diese Wirkung jedoch nicht auf einen speziellen wirksamkeitsbestimmenden 

Inhaltsstoff zurückführen ist. 
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Abbildung 9: Das Triterpen Actein als wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe in 

Extrakten aus Actaea racemosa. 

 

Für P. japonicus sind die Sesquiterpene als aktive Hauptgruppe beschrieben 

worden, vor allem aufgrund des Wirkstoffes Petasin und seinen Isomeren, wie 

Isopetasin (Tys et al. 2015; Abbildung 10). Petasin und dessen Isomeren sind 

bislang anti-inflammatorische, neuroprotektive und spasmolytische Wirkungen 

zugeschrieben worden (Thomet et al. 2001; Wang et al. 2013; Aydin et al. 2013). 

Neben diesen Wirkstoffen sind auch risikobehaftete Metabolite in der Pestwurz 

detektiert worden, die sich zur Gruppe der Pyrrolizidin-Alkaloide 

zusammenfassen lassen. Dieser toxischen Wirkstoffgruppe sind karzinogene 

und hepatotoxische Eigenschaften zuzuweisen (Kitajima et al. 2019). Im Kontrast 

dazu gibt es Hinweise, dass ethanolische Extrakte von P. japonicus eine 

antiadipogene sowie entzündungshemmende Wirkung aufweisen, was auf 

polyphenolische Verbindungen zurückzuführen ist (Ahn et al. 2020). Für wässrige 

Extrakte aus Blättern von P. japonicus ist zusätzlich die Therapiemöglichkeit von 

Osteoporose dokumentiert, da hier ein Anstieg der Osteoblastendifferenzierung, 

der Kollagensynthese, der Mineralisierung und der Osteocalcinproduktion 

verzeichnet wurde. Allerdings ging hier nicht hervor, welche die 

wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe darstellen (Kim et al. 2021). 

 

 

 

Abbildung 10: Wirksamkeitsbestimme Sesquiterpene aus Petasites japonicus. 
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Während die biologische Wirksamkeit der Triterpen-Glykoside etabliert ist, ist die 

Wirkung einer weiteren in A. racemosa und P. japonicus vorkommenden 

Naturstoffgruppe, der Hydroxyzimtsäureester, noch nicht ausreichend erforscht. 

Seit der erstmaligen Beschreibung der Fukinolsäure aus P. japonicus, wurde 

auch deren medizinisches Potential untersucht (Sakamura et al. 1969). Auch die 

chemischen verwandten Cimicifugasäuren, sind hinsichtlich ihrer biologischen 

Wirksamkeit charakterisiert worden. Nach dem heutigen Wissensstand könn(t)en 

Fukinolsäure und/oder Cimicifugasäuren die nachfolgenden Eigenschaften 

aufweisen: anti-inflammatorische (Löser et al. 2000, Lee et al. 2019; Wang et al. 

2017a), anti-oxidative (Watanabe et al. 2007; Nuntanakorn et al. 2006 & 2007; 

Burdette et al. 2002), antitumorale (Jiang et al. 2008b), antivirale (Ma et al. 2019; 

Powers und Setzer 2016), zytotoxische (Ma et al. 2019; Burdette et al. 2002; Yim 

et al. 2012b), östrogene (Kruse et al. 1999), vasoaktive (Noguchi et al. 1998), 

wundheilungsfördernde (Kusano et al. 2001b) und antiallergische Wirkungen 

(Shimoda et al. 2006). Daneben sind inhibierende Effekte dieser 

Hydroxyzimtsäureester gegenüber Cytochrom P450-Enzymen (Huang et al. 

2010), Kollagenasen (Iwanaga et al. 2010a & b) und der Keimung von 

Pflanzensamen (Kusano et al. 1998) dokumentiert worden. Als weiteren Effekt 

lässt sich im Speziellen bei Cimicifugasäure A und B eine Beeinflussung des 

Serotonin 5HT7-Rezeptors vermerken (Farnsworth et al. 2008). Eine detaillierte 

Übersicht der biologischen Wirksamkeiten von Fukinolsäure und der 

Cimicifugasäuren ist bereits von Jahn und Petersen (2022) zusammengetragen 

und die biologische Wirksamkeit diskutiert worden. Darüber hinaus wurde im 

Rahmen einer Studie, die den Einfluss eines wässrigen Extraktes von 

A. dahurica auf die Entwicklung von Tumorzellen untersuchte, gezeigt, dass 

speziell für Cimicifugasäure B die höchste Bindungsaffinität zum 

TLR4-NF-əB-Rezeptor verzeichnet werden konnte (Qian et al. 2022). Dies legt 

nahe, dass Cimicifugasäure B den wichtigen Mechanismus der Aktivierung des 

TLR4-NF-əB-Signalweges steuern und damit die Hemmung des 

Melanomwachstums bewirken könnte. Bezüglich der Fukinolsäure wird anhand 

von Docking-Analysen zusätzlich vorgeschlagen, dass diese ein Potential zur 

Therapie von Knochenschwund und -schäden haben könnte (Belal et al. 2023). 
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1.5 Klassifizierung von Fukinolsäure und Cimicifugasäuren 

Nach dem heutigen Wissensstand wurden bislang, neben Fukinolsäure, 14 

Cimicifugasäuren beschrieben (Abbildung 11). Während die Benzyltartrateinheit 

fast ausschließlich auf Piscidinsäure und Fukinsäure limitiert ist, bietet die 

Hydroxyzimtsäureeinheit eine größere Variabilität. Chemisch betrachtet stellen 

Cimicifugasäuren und Fukinolsäure einen Hydroxyzimtsäureester dar, mit 

Ausnahme der Cimicifugasäure H (Benzoesäureester). Die Verknüpfung der 

Säuren erfolgt aus einem mit Glykolsäure verknüpften 

Hydroxyphenylmilchsäureteil und einem Hydroxyzimtsäure- oder 

Benzoesäureteil (Cimicifugasäure H). Die Hydroxyphenylmilchsäureeinheit 

entstammt entweder der Fukinsäure ((3,4-Dihydroxybenzyl)tartrat) oder der 

Piscidinsäure ((4-Hydroxybenzyl)tartrat). Im Beispiel der Cimicifugasäure M ist 

jedoch Benzyltartrat mit der Hydroxyzimtsäureeinheit verestert, da hier keine 

Hydroxylierung am aromatischen Ring stattgefunden hat (Iwanaga et al. 2010b, 

Gödecke et al. 2009, Jahn und Petersen 2022). 

 

 

Abbildung 11: Nomenklatur der Cimicifugasäuren und Fukinolsäure. Die ursprüngliche 

Abbildung entstammt aus Gödecke et al. (2009) und wurde nach Jahn und Petersen 

(2022) modifiziert. Die ɚmax und Ůlog Werte sind aus Yannai (2012) entnommen. 
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Die Isolierung von Fukinolsäure wurde erstmals aus P. japonicus beschrieben 

und die Struktur als ein Ester aus Kaffeesäure und Fukinsäure bestimmt 

(Sakamura et al. 1973). Ihre strukturellen Analoga, welche aus Actaea-Arten 

isoliert wurden, erhielten den Namen Cimicifugasäuren, deren Nummerierung 

(Cimicifugasäuren A-N) in der Reihenfolge ihrer Entdeckung erfolgte. Da sich aus 

dieser Nomenklatur kein Aufschluss über die strukturellen Eigenschaften ergibt, 

wurde eine weitere Nomenklatur eingeführt (Gödecke et al. 2009). Zur 

Erläuterung der Kondensationsprodukte erfolgte die Benennung der 

Cimicifugasäuren (CA) wie folgt: Piscidinsäure (P) oder Fukinsäure (F) verestert 

mit Zimtsäure (C), 4-Cumarsäure (P), 4-Methoxyzimtsäure (M), Kaffeesäure (K), 

Ferulasäure (F), Isoferulasäure (I), 3,4-Dimethoxyzimtsäure (D) oder 

Sinapinsªure (S). Qiu et al. (2014) verwendeten dagegen die Abk¿rzung ĂCñ f¿r 

Kaffeesäure, wodurch Fukinolsäure hier mit CA KC (Qiu et al. 2014) und nicht 

mit CA KK (Gödecke et al. 2009) abgekürzt wird. 

 

1.6 Vorkommen von Piscidinsäure und Fukinsäure 

Fukinsäure und Piscidinsäure weisen eine strukturelle Ähnlichkeit zu 

Benzyltartrat auf (Abbildung 12). Die beiden Säuren sind nahezu identisch, da 

sie die gleiche Stereochemie, sowie die gleichen Seitenketten aufweisen und 

sich nur durch eine Hydroxygruppe am aromatischen Ring unterscheiden 

(Yoshihara et al. 1974). Auffällig ist, dass Fukinsäure und Piscidinsäure in 

diversen Gattungen verschiedener Pflanzenfamilien detektiert wurden, ohne 

dass in diesen Gattungen deren veresterter Metabolit Fukinol- oder 

Cimicifugasäure auftaucht. Eine Übersicht des Vorkommens der beiden 

Hydroxyzimtsäuren ist in Tabelle 1 dargestellt, wohingegen die Übersicht der 

davon abgeleiteten Hydroxyzimtsäureester im anschließenden Kapitel 

aufgegriffen wird (1.7).  

 

 

Abbildung 12: Piscidin- und Fukinsäure als Bausteine für Cimicifuga- und Fukinolsäuren. 



12 Einleitung 

Das Vorkommen von Piscidinsäure wurde in den monokotylen Pflanzenfamilien 

Amaryllidaceae, Asparagaceae, Dioscoreaceae und Xanthorrhoeaceae sowie in 

den eudikotylen Pflanzenfamilien Cactaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae und 

Quillajaceae beschrieben. Die Analyse von Piscidinsäure ergab, dass diese an 

der Phosphataufnahme in den Wurzeln von Cajanus cajan beteiligt ist (Ae et al. 

1990, Otani et al. 1996, Ishikawa et al. 2002). Weiterhin konnte diese chemische 

Verbindung als aktive Komponente in Dioscorea nipponica beschrieben werden 

aufgrund ihrer Einsatzmöglichkeit zur Behandlung von Bronchitis (Toshima et al. 

1999). 

 

Tabelle 1: Vorkommen von Piscidin- und Fukinsäure in diversen Pflanzenfamilien. Die 

Tabelle wurde nach Jahn und Petersen (2022) erstellt. 

Verbindung Pflanzenfamilie Spezies Referenz 

P
is

c
id

in
s
ä
u

re
 

Amaryllidaceae 

Galanthus nivalis Krogh (1969) 

Hippeastrum 

solandriflorum 

Carvalho et al. (2015) 

Narcissus poeticus Okumura et al. (1955) 

Asparagaceae Agave americana 
Nordal und Ogner 

(1964), Krogh (1967) 

Cactaceae 

Opuntia ficus-indica 

Nordal et al. (1966a)  

Teles et al. (1994) 

Missaoui et al. (2020) 

Gómez-Maqueo et al. 

(2019) 

Alexandre et al. (2021)  

Sallam et al. (2022) 

Coryphantha macromeris 
Cabañas García et al. 

(2020) 

Dioscoreaceae Dioscorea nipponica 
He et al. (1980) 

Ho et al. (1980) 

Euphorbiaceae Euphorbium resinifera Krogh (1967) 

Fabaceae 

Piscidia erythrina 

Freer und Clover (1901) 

Bridge et al. (1948)  

Moore und Eng (1956) 

Nordal et al. (1966b)  

Heller und Tamm (1975) 

Cajanus cajan 

Ae et al. (1990) 

Otani et al. (1996)      

Ishikawa et al. (2002) 

Sophora tonkinensis Ding und Chen (2008) 
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P
is

c
id

in
s
ä
u

re
 

Fabaceae 

Sophora alopecuroides 
Wang und Ma (2009) 

Wang et al. (2020) 

Sophora flavescens  Zhang et al. (2013) 

Retama sphaerocarpa Touati et al. (2017) 

Aspalathus pendula  Stander et al. (2017) 

Vicia faba  Valente et al. (2018) 

Albizia anthelmintica Sobeh et al. (2020) 

Cyclopia spec. Stander et al. (2019) 

Retama raetam Saada et al. (2018) 

Quillajaceae Quillaja saponaria  Maier et al. (2015) 

Xanthorrhoeaceae Aloe zebrina Krogh (1969) 

F
u

k
in

s
ä
u

re
 

Asteraceae Petasites japonicus 
Sakamura et al. (1969) 

Sakamura et al. (1973) 

Fabaceae 
Piscidia erythrina Heller and Tamm (1975) 

Vicia faba Abu-Reidah et al. (2017) 

Myrtaceae Myrtus communis 
D²az de Cerio et al. 

(2018) 

 

 

Neuere Untersuchungen zeigen, dass Piscidinsäure in vitro einen positiven Effekt 

gegen Hypercholesterinämie sowie eine entzündungshemmende Wirkung 

aufweist (Ressaissi et al. 2017, Gómez-Maqueo et al. 2019). Weitere 

Erkenntnisse könnten darauf hindeuten, dass Piscidinsäure eine antioxidative 

Wirkung besitzen könnte. In Extrakten, in denen die Menge von Piscidinsäure am 

größten war, wurden dazu die höchsten antioxidativen Aktivitäten und analog 

dazu die höchste antimikrobielle Aktivität verzeichnet (Alexandre et al. 2021). 

Im Gegensatz zur Piscidinsäure ist das Vorkommen von Fukinsäure in einer 

geringeren Anzahl von Pflanzenfamilien beschrieben worden. Die Säure wurde 

aus verschiedenen Spezies der dikotylen Pflanzenfamilien Asteraceae, 

Fabaceae und Myrtaceae isoliert. Für P. japonicus konnte nachgewiesen 

werden, dass Fukinsäure eine Hauptverbindung bei der Verbräunung des 

Pflanzengewebes darstellt, wie er bspw. nach der Verletzung auftritt (Sakamura 

et al. 1973). Untersuchungen bezüglich der biologischen Wirksamkeit belegten, 

dass synthetisch hergestellte racemische Fukinsäure in vitro eine Aktivität gegen 

die HIV-1-Integrase aufwies (IC50 = 0,25 µM). Dagegen konnte in MT-4-Zellen 

keine antivirale Aktivität dieser synthetisierten Fukinsäure detektiert werden 

(Queffelec et al. 2008). 
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1.7 Vorkommen von Hydroxyzimtsäureestern 

Während die Verbreitung von Fukin- und Piscidinsäure über verschiedenste 

Pflanzenarten reicht (1.6), ist das Vorkommen von Fukinolsäure und 

Cimicifugasäuren auf spezielle Gattungen begrenzt. Diese 

Hydroxyzimtsäureester wurden in zahlreichen Arten der Gattung Actaea 

(Ranunculaceae) dokumentiert (Tabelle 2).  

Die Fukinolsäure wurde erstmals aus Blattmaterial von P. japonicus (Asteraceae) 

isoliert (Sakamura et al. 1969) und ist seitdem auch in einem Großteil der Actaea-

Arten nachgewiesen worden. Interessanterweise konnten die chemisch nah 

verwandten Cimicifugasäuren, mit Ausnahme der Cimicifugasäure D, weder in 

P. japonicus noch in anderen Petasites-Arten nachgewiesen werden (Lee et al. 

2019). Im Rahmen dessen sollte auch erwähnt werden, dass die Fukinolsäure 

und Cimicifugasäuren bislang nicht aus anderen Petasites-Arten isoliert wurden. 

 

Tabelle 2: Vorkommen von Fukinolsäure und Cimicifugasäuren in Actaea-Arten, Petasites 

japonicus, Platycodon grandiflorum und Prunus persica. Die Tabelle wurde 

nach Jahn und Petersen (2022) erstellt. FA = Fukinolsäure, CA = Cimicifugasäure, 

m = die jeweilige Cimicifugasäure wurde als 1-Methylester isoliert  

Spezies 

F 

A 

CA 
Referenzen 

A B C D E F G H I J K L M N 

K

K 

K

F 

K

I 

K

P 

P

K 

P

F 

P

I 

K

D 
 

K

S 

P

S 

P

P 

P

D 
  Gödecke et al. (2009) 

A. racemosa 

               Kruse et al. (1999) 

               Löser et al. (2000) 

               Li et al. (2003) 

               Nuntanakorn et al. (2007) 

               Tsoumani et al. (2022) 

               Stromeier et al. (2005) 

               Fabricant et al. (2005) 

A. racemosa 
               Nuntanakorn et al. (2006) 

               Gödecke et al. (2009) 

A. simplex                Takahira et al. (1998b) 

A. simplex 

 m m   m m         Takahira et al. (1998a) 

               Kusano (2001a) 

               Iwanaga et al. (2010b) 

A. japonica 
               Kusano (2001a) 

               Iwanaga et al. (2010b) 

A. rubra                
Nuntanakorn et al. (2007) 

A. pachypoda                
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A. podocarpa                Nuntanakorn et al. (2007) 

A. dahurica + 

A. heracleifolia 

               
Iwanaga et al. (2010a) 

A. heracleifolia 

               Yim et al. (2012a) 

               Ma et al. (2019) 

               Kusano (2001a) 

A. foetida                
Kusano (2001a) 

A. acerina                

A. dahurica 

               Kusano (2001a) 

               Yu et al. (2019) 

     m m         Qin et al. (2017) 

               Qian et al. (2022) 

P. 

grandiflorum 

               
Wang et al. (2017b) 

P. japonicus 

               Sakamura et al. (1969, 

1973) 

               Ahn et al. (2020) 

               Lee et al. (2019) 

P. persica                Zhao et al. (2007) 

Kwak et al. (2018) 

 

Darüber hinaus sind die Cimicifugasäuren in weiteren Pflanzenfamilien 

beschrieben worden. Cimicifugasäure D wurde als chemische Komponente in 

Platycodon grandiflorum (Campanulaceae) identifiziert (Wang et al. 2017a). Auch 

in einer Spezies der Rosaceae (Prunus persica) wurden Cimicifugasäuren 

(B und E) detektiert (Zhao et al. 2007). Aus Desmodium styracifolium (Fabaceae) 

wurde hingegen eine nicht näher spezifizierte Cimicifugasäure isoliert (Kwak et 

al. 2018). 

 

1.8 Biosynthese von Fukinolsäure und Cimicifugasäuren 

Chemisch betrachtet stellen Fukinolsäure und Cimicifugasäuren Ester aus einem 

Teil Benzyltartrat und einem Hydroxyzimtsäureteil dar (Abbildung 11). Die 

Biosynthese von Fukinolsäure wurde erstmals Anfang des 21. Jahrhunderts 

beschrieben (Hasa und Tazaki 2004). Die Untersuchung erfolgte durch 

Fütterungsexperimente von axenischen P. japonicus Suspensionskulturen mit 

den folgenden isotopenmarkierten Verbindungen: [1,2-13C2] und [2-13C] 

Natriumacetat, [2-13C] Malonsäure, [3-13C] L-Phenylalanin und [1-13C] L-Auf der 
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Basis dieser 13C-Markierungsexperimente resultierte, dass L-Tyrosin und Acetat 

in die Benzyltartrateinheit der Fukinolsäure umgewandelt werden, wohingegen 

die Hydroxyzimtsäureeinheit aus der Umwandlung von L-Phenylalanin entsteht 

(Abbildung 13). 

 

 

Abbildung 13: Postulierter Biosyntheseweg der Fukinolsäure von Hasa und Tazaki (2004, 

mod.). Verschiedene 13C-markierte Isotope wurden einer axenischen P. japonicus 

Suspensionskultur zugeführt. Darunter befanden sich auch L-Phenylalanin und 

L-Tyrosin, wobei die radioaktiv markierten Kohlenstoffe durch Dreieck und Kreis 

repräsentiert werden. Daraus ergab sich, dass L-Phenylalanin in Caffeoyl-CoA 

umgewandelt wird und schließlich die Kaffeesäureeinheit der Fukinolsäure bildet. 

Die Kaffeesäureeinheit der Fukinolsäure ist mit der Benzyltartrateinheit verestert, 

welche sich aus L-Tyrosin ableitet. L-Tyrosin wird zu Fukinsäure umgewandelt und 

zusammen mit Acetat in die Fukinolsäure eingegliedert.  

 

Das 13C-Isotopenexperiment konnte zeigen, dass die Synthese der 

Kaffeesäureeinheit auf der Umwandlung von 3-13C L-Phenylalanin zu 

Caffeoyl-CoA beruht. Dieser Vorgang erfolgt wahrscheinlich analog zum 

etablierten Rosmarinsäurebiosyntheseweg (Petersen und Alfermann 1988). Die 

Fukinsäure leitet sich von 4-Hydroxyphenylpyruvat ab, welches aus L-Tyrosin 

gebildet wird. Die Einführung der Glykolseitenkette der Fukinsäure beruhe laut 

Hasa und Tazaki (2004) hingegen auf der Einführung einer Acetyl-Einheit, die 

durch Essigsäure oder Acetyl-CoA bereitgestellt werde. Der finale Schritt sei 

schließlich die Veresterung der Kaffeesäureeinheit mit der Benzyltartrateinheit 
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(Haza und Tazaki 2004). Hierbei verbleibt jedoch unklar, welchen Ursprung zwei 

Hydroxygruppen besitzen, wovon eine für die Veresterung benötigt wird. Näheres 

zu dieser Unstimmigkeit wird im Kapitel ĂZielsetzung: Untersuchungen zur 

Fukinolsäurebiosyntheseñ (1.11) aufgegriffen. 

 

 

Abbildung 14: Enzymatische Synthese von Cimicifugasäuren durch die Cimicifugasäure-

Synthase (CAS) aus A. racemosa (Jahn und Petersen 2022, mod.). Die CAS 

katalysiert die Übertragung einer Hydroxyzimtsäureeinheit aus dem jeweiligen CoA-

Ester (hellgrauer Bereich) auf Piscidinsäure. Diese Reaktion ermöglicht die Bildung 

verschiedener Produkte, die durch die Vielfalt der CAS-Substratakzeptanz gegeben 

ist: Caffeoyl-CoA (Km 16,3 µM ± 4,6 µM) (CA PK), Feruloyl-CoA (Km 51,4 µM ± 

11,8 µM) (CA PF), Sinapoyl-CoA (Km 10,5 µM ± 2,7 µM) (CA PS), p-Cumaroyl-CoA 

(Km 6,8 µM ± 2,3 µM) (CA PP).  

 

Über die Biosynthese der Cimicifugasäuren gibt es mittlerweile einen ersten 

Einblick auf genetischer und enzymatischer Ebene. Unserer Arbeitsgruppe ist es 

gelungen eine Hydroxycinnamoyltransferase aus A. racemosa zu 

charakterisieren (Werner und Petersen 2019). Dieses Enzym, die 

Cimicifugasäure-Synthase (CAS), katalysiert die Übertragung einer 

Hydroxyzimtsäureeinheit (entstammt dem entsprechenden Hydroxyzimtsäure-

CoA-Ester) auf Piscidinsäure (Abbildung 14). Die Substratsuche ergab bislang 

eine Akzeptanz vier verschiedener CoA-Ester. Die größte Affinität der CAS 
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konnte mit p-Cumaroyl-CoA mit einem Km von 6,8 µM-2,3 µM detektiert werden. 

Im Kontrast hierzu wies die CAS gegenüber Feruloyl-CoA (Km 51,4 µM-11,8 µM) 

die geringste Substrataffinität auf. Daneben akzeptierte die CAS Caffeoyl-CoA 

(Km 16,3 µM-4,6 µM) und Sinapoyl-CoA (Km 10,5 µM-2,7 µM). Die CAS kann die 

Synthese der Cimicifugasäuren CA PK (mit Caffeoyl-CoA), CA PF (mit 

Feruloyl-CoA), CA PS (mit Sinapoyl-CoA) und CA PP (mit p-Cumaroyl-CoA) 

bewerkstelligen. 

 

1.9 Potentiell an der Fukinolsäurebiosynthese beteiligte Enzyme 

1.9.1 Tyrosin Aminotransferase 

Aminotransferasen werden in vier Untergruppen klassifiziert, wobei die 

aromatischen Aminotransferasen sowie die nicht aromatischen Aspartat und 

Alanin Aminotransferasen zur ersten Untergruppe zusammengefasst sind 

(Mehta et al. 1993). Aromatische Aminotransferasen spielen eine wichtige Rolle 

in katabolen und anabolen Stoffwechselwegen und zeichnen sich durch eine 

duale Substraterkennung aus, da sie in der Lage sind zwei Aminosäuren, die 

Seitenketten mit unterschiedlichen Eigenschaften aufweisen können, zu binden. 

Aminotransferasen (bei Tyrosin Aminotransferasen L-Tyrosin und 2-Oxoglutarat) 

¿bertragen die Ŭ-Aminogruppe der Aminosäure 1 (L-Tyrosin) auf die 2-Oxosäure 

(2-Oxoglutarat), die schließlich zur Aminosäure 2 (L-Glutamat) wird (Hirotsu et al. 

2005). Sie sind im pflanzlichen Sekundärmetabolismus am Abbau bspw. im 

Rahmen der Rosmarinsäurebiosynthese beteiligt. Aminotransferasen sind unter 

anderem in der Biosynthese von aromatischen Aminosäuren (Tyrosin, 

Phenylalanin, etc.) involviert (Schenk und Maeda 2018, Wang und Maeda 2018). 

Allgemein sind diese Enzyme durch eine breite Substratvielfalt gekennzeichnet 

(Tabelle 3).  

 

Tabelle 3: Übersicht der von Wang und Maeda (2018) verglichenen Aminotransferasen. Die 

Tabelle wurde durch weitere Aminotransferasen und Transaminasen ergänzt und 

zeigt die Hauptsubstrate und die daraus resultierenden Produkte. L-DOPA = 

3,4-Dihydroxyphenylalanin 

EC Aminosäure Enzym 2-Oxosäure 

2.6.1.5 Tyrosin Tyrosin Aminotransferase 4-Hydroxyphenylpyruvat 

2.6.1.58 Phenylalanin Phenylalanin Aminotransferase Phenylpyruvat 

2.6.1.27 Tryptophan Tryptophan Aminotransferase Indol-3-Pyruvat 

2.6.1.79 Arogenat Prephenat Aminotransferase Prephenat 



Einleitung 19 

   

 

2.6.1.49 L-DOPA L-DOPA Aminotransferase 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat 

2.6.1.1 Aspartat Aspartat Aminotransferase Oxalacetat 

2.6.1.2 Alanin Alanin Aminotransferase Pyruvat 

2.6.1.52 Phosphoserin Phosphoserin Aminotransferase Phosphohydroxypyruvat 

 

 

Die von Aminotransferasen katalysierte Reaktion ist reversibel, wobei chemisch 

betrachtet eine Transaminierung stattfindet. Wang und Maeda (2018) verglichen 

Aminotransferasen aus verschiedenen Samenpflanzen miteinander, woraus sich 

ergab, dass man anhand eines Alignments nicht auf die Substratakzeptanz 

schließen kann. Mittlerweile ist die Tyrosin Aminotransferase (TAT), die L-Tyrosin 

transaminiert, auch in dem Moos Anthoceros agrestis untersucht (Busch und 

Petersen 2021). Diese TAT weist eine breite Substratakzeptanz auf, da sie auch 

die Umwandlung von L-Phenylalanin, Oxalacetat, Pyruvat, L-3,4-

Dihydroxyphenylalanin, L-Tryptophan, L-Alanin und Prephenat katalysiert. 

 

 

Abbildung 15: Reaktion der TAT. Die TAT katalysiert die Bildung von 

4-Hydroxyphenylbrenztraubensäure und L-Glutamat unter der Verwendung der 

Substrate L-Tyrosin und 2-Oxoglutarat. Pyridoxal-5-phosphat (PLP) ist hierbei die 

prosthetische Gruppe. 

 

Die TAT (EC 2.6.1.5.) katalysiert im Speziellen die Bildung von 

4-Hydroxyphenylbrenztraubensäure und L-Glutamat- aus L-Tyrosin und 

2-Oxoglutarat (Abbildung 15). Diese Aminotransferase ist abhängig von 

Pyridoxal-5-phosphat (PLP) als prosthetische Gruppe und überträgt die 

Aminogruppe von L-Tyrosin auf 2-Oxoglutarat. Reaktionen mit 

Aminotransferasen benötigen einen Aminodonor (Aminosäure) und einen 

Aminoakzeptor (2-Oxosäure) (Maeda und Dudareva 2012). 

Im Hinblick auf die strukturelle Beschaffenheit der TAT ist bekannt, dass es sich 

hierbei um ein homodimeres Enzym handelt. Jede Untereinheit besteht aus einer 
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großen und einer kleinen Domäne. Die Schnittstellen der Domänen bilden die 

katalytischen Bereiche und formen eine Tasche des aktiven Zentrums (Hirotsu et 

al. 2005). Strukturanalysen bezüglich der pflanzlichen TAT, die Aufschluss über 

die katalytischen Bereiche liefern, sind bislang jedoch nicht erfolgt. Es lässt sich 

jedoch vermuten, dass in der TAT von Prunella vulgaris Lysin 246 mit PLP 

interagiert. Weiterhin wird beschrieben, dass Arginin 254 an der Umsetzung von 

Tyrosin beteiligt ist (Ru et al. 2017). Eine Übersicht einiger Prognosen bezüglich 

der aktiven Strukturen in Tyrosin Aminotransferasen ist in Tabelle 4 dargestellt. 

Da die Datenlage zu TATs aus Pflanzen begrenzt ist, sind hier primär TATs aus 

Bakterien oder Säugetieren aufgelistet. 

 

Tabelle 4: Vorhersagen bezüglich katalytisch relevanter Aminosäuren für die PLP-Bindung 

Spezies Aminosäuren Interaktion mit Referenz 

Trypanosoma 

cruzi 

Lys253 
PLP (Ausbildung Schiffósche 

Base) 

Blankenfeldt et al. 

(1999) 
Phe138, Ile218 

PLP-Pyridoxalring (hydrophobe 

Wechselwirkungen) 

Asp216 PLP (Stickstoffatom) 

Arg389 Tyrosin (Carboxygruppe) 

Ratte 
Lys280 

Lys280 

PLP (Ausbildung Schiffósche 

Base) 

Hargrove et al. 

(1989) 

Prunella 

vulgaris 

Lys246 PLP 
Ru et al. (2017) 

Arg254 Tyrosin 

Leishmania 

donovani 

Ser151, Tyr256, 

Pro291 

PLP (über Wasserstoffbrücken) 

Sasidharan und 

Saudagar (2019) 
Lys286 

PLP (Ausbildung Schiffósche 

Base) 

 

Anhand der tabellarischen Übersicht ist erkennbar, dass Lysin eine zentrale Rolle 

bei der Bindung von PLP besitzt. In allen dort aufgeführten Spezies wird die 

Interaktion des Lysins mit dem Pyridinring der prosthetischen Gruppe PLP 

beschrieben. Die Bindung erfolgt anhand einer Schiffôschen Base und bewirkt die 

Bildung eines internen Aldimins (Hargrove et al. 1989, Blankenfeldt et al. 1999, 

Mehere et al. 2010, Sasidharan und Saudagar 2020). Weiterhin gibt es Hinweise, 

dass Phenylalanin und Isoleucin hydrophobe Wechselwirkungen zum 

Pyridoxalring von PLP ausbilden (Blankenfeldt et al. 1999, Mehere et al. 2010). 

Bezüglich der katalytischen Strukturen für die Tyrosinbindung kann 

angenommen werden, dass Arginin eine zentrale Rolle übernimmt. In 
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Trypanosoma cruzi wurde hier im Speziellen die Interaktion mit der 

Carboxygruppe festgestellt (Blankenfeldt et al. 1999, Mehrere et al. 2010, Ru et 

al. 2017). 

Der generell ablaufende Mechanismus kann exemplarisch anhand der Aspartat 

Aminotransferase beschrieben werden und wird als Ăping pong bi biñ (Zwei-

Substrat-Reaktion) bezeichnet (Frey und Hegeman 2007). Bezüglich des 

ablaufenden Mechanismus ist bekannt, dass bei Aminotransferasen ein 

zentrales Lysin mit PLP interagiert, woraufhin sich ein internes Aldimin bildet 

(Kirsch et al. 1984). Bei der Reaktion handelt es sich um einen zweiphasigen 

Ablauf. Zunächst wird der Lysinrest des internen Aldimins durch L-Aspartat 

verdrängt, sodass das externe Aldimin resultiert. Das externe Aldimin wird 

schließlich in Ketimin umgewandelt, welches hydrolytisch Oxalacetat als 

ausgehendes Reaktionsprodukt freisetzt. Aus diesem Schritt resultiert ein 

Pyridoxaminphosphat (zurückzuführen auf den Cofaktor), welches mit 

2-Oxoglutarat zu einem weiteren Ketimin reagieren kann, sodass ein externes 

Aldimin entsteht. Dissoziiert L-Glutamat schließlich erfolgt die Bildung des 

ursprünglichen internen Aldimins und die Regeneration von PLP wird bewirkt 

(Frey und Hegeman 2007, Busch 2022). 

Die Erkennung der Substrate kann bei der TAT durch die Erkennung der beiden 

Bindemotive erfolgen (Ru et al. 2017, Huang et al. 2008, Liu et al. 2021). 

Bindemotiv 1 wird hierbei durch die Aminosäuresequenz SLSKRWMVPGWRLG 

und Bindemotiv 2 durch die stark konservierte Aminosäure Arginin repräsentiert. 

Kristallografische Untersuchungen von Mehere et al. (2010) für die Maus-TAT 

(mTAT) zeigen, dass dieses Arginin durch die Bildung einer Schiffôschen Base 

und hydrophober Wechselwirkungen mit PLP reagiert. Dies führt einerseits zur 

korrekten Positionierung von PLP und gleichzeitig zur Förderung der 

Substratbindung von L-Tyrosin im aktiven Zentrum (Mehere et al. 2010). 

Weiterhin bewirken die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Isoleucin und 

Phenylalanin die Stapelung des PLPs zwischen diesen beiden Aminosäuren. Für 

die mTAT konnte auch gezeigt werden, dass PLP anhand des Sauerstoffatoms 

mit Asparagin 219, des C2-Atoms mit Asparagin 215 sowie der Amidgruppe mit 

Cystein 144 und Serin 145 interagiert (Mehere et al. 2010).  

Bezüglich der Bindung des Substrates L-Tyrosin wurden Modellierungen des 

Substrat-Enzym-Bindekomplexes durchgeführt (Mehere et al. 2010). Dabei 

zeigte sich, dass die Katalyse von L-Tyrosin durch die 
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Wasserstoffbrückenbindungen zu Arginin 417 und die aromatische Stapelung 

durch Phenylalanin 359 geprägt werden. Aufgrund der Substratgröße wird 

L-Tyrosin weiterhin durch Arginin 417 und Phenylalanin 410 stabilisiert (Mehere 

et al. 2010). 

 

1.9.2 Hydroxyphenylypruvat Reduktase 

Die pflanzliche Hydroxyphenylpyruvat Reduktase (HPPR) ist erstmalig aus 

Plectranthus scutellarioides identifiziert, charakterisiert und kristallisiert worden 

(Petersen und Alfermann 1988, Petersen et al. 1993, Janiak et al. 2010). Die 

HPPR (EC 1.1.1.237) katalysiert die Bildung von 4-Hydroxyphenyllaktat aus 

4-Hydroxyphenylpyruvat unter dem Verbrauch des Co-Substrates NADPH, 

wobei die Beteiligung der HPPR an dieser Reaktion durch RNAi-Daten 

untemauert wird (Hücherig und Petersen, 2013; Abbildung 16). Darüber hinaus 

akzeptiert die HPPR auch NADH als Co-Substrat, wobei die höhere Spezifität der 

Reaktion jedoch bei NADPH liegt.  

 

 

Abbildung 16: Katalytische Reaktion der HPPR. Die HPPR katalysiert die Bildung von 

4-Hydroxyphenylmilchsäure unter der Verwendung des Co-Substrates NAD(P)H 

und 4-Hydroxyphenylbrenztraubensäure als Substrat. 

 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die HPPR aus P. scutellarioides ebenfalls 

die Fähigkeit besitzt 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat zu 3,4-Dihydroxyphenyllaktat 

umzuwandeln. Auch die Umsetzung von 3-Hydroxy-4-Methoxyphenylpyruvat 

zum entsprechenden 3-Hydroxy-4-Methoxyphenyllaktat wurde veröffentlicht 

(Petersen und Alfermann 1988, Häusler et al. 1991). Zusätzlich wurden auch 

katalytische Paramater oder die Akzeptanz der folgenden Substrate bestimmt: 

Pyruvat, Glyoxylat, Phenylpyruvat, DHPP, 4-Hydroxy-3-Methoxyphenylpyruvat 

und ɓ-Hydroxypyruvat (Janiak 2007, Busch 2022, Jahn und Petersen 2024).  
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Tabelle 5: Identifizierung der katalytischen Strukturen der HPPR aus P. scuttellarioides. 

Die Angaben sind aus Janiak et al. (2010) zusammengetragen. 

Katalytische Strukturen Aminosäuren Funktion 

Co-Substrat-

Bindedomäne 

Arg232 Wechselwirkungen mit Carboxylgruppe 

His279 
Protonendonor durch Glu261 (Ausbildung von 

Wasserstoffbückenbindungen) 

Leu205 - 

Substrat-Bindedomände 

Ser53 Sind zusammen mit Arg232, His279 und 

Leu205 über acht Van der Waals und einer 

Salzbrücke (Asp279 zu Arg232) verknüpft 

Gly77 

Asp79 

 

 

Die aktiven Zentren konnten über Kristallisationsexperimente untersucht werden 

(Tabelle 5). Das Enzym ist ein Homodimer, wobei jedes Monomer aus zwei 

Domänen besteht, in deren Mitte ein tiefer Spalt geformt wird (katalytisches 

Zentrum). Die NAD(P)/NAD(P)H-Bindedomäne ist an der großen Domäne 

lokalisiert, wobei die Erkennung über das konservierte 

Motiv -G-X-G-X-X-G-(X17)-D stattfindet. Die beiden Aminosäuren Arginin 232 und 

Histidin 279 formen hierbei das aktive Zentrum und Glutamin 261 bildet 

unterstützend eine Wasserstoffbrücke aus (Janiak et al. 2010).  

Lange Zeit wurde der pflanzlichen HPPR ausschließlich eine Rolle in der 

Rosmarinsäurebiosynthese zugeschrieben (Petersen et al. 1993). Nach 

aktuellem Stand gibt es jedoch keine publizierten Daten, die das Vorhandensein 

von Rosmarinsäure in A. thaliana belegen. Trotzdem besitzt A. thaliana ein 

Enzym, dessen Sequenz der der HPPR aus P. scutellarioiides sehr ähnlich ist. 

Neuere Untersuchungen legen daher nahe, dass die HPPR als Hydroxypyruvat 

Reduktase (HPR) an der Photorespiration beteiligt sein könnte (Petersen et al. 

1993, Petersen et al. 2009, Wang et al. 2017c, Xu et al. 2018). Die Isoformen 

HPPR2 und HPPR3 scheinen in Kombination mit TAT1 an einem allgemeinen 

Biosyntheseweg, abgeleitet von Tyrosin, beteiligt zu sein. Die beiden Enzyme 

HPPR und Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase stehen in Konkurrenz 

zueinander, da beide Enzyme 4-Hydroxyphenylpyruvat als Substrat verwenden. 

Folglich scheint die HPPR als Schnittstelle zwischen Primär- und 

Sekundärmetabolismus zu agieren (Xu et al. 2018). Unklar ist jedoch, ob die 

HPPR ursprünglich aus der Hydroxypyruvat Reduktase (HPR; 1.10) entstanden 

ist, oder ob die HPR im Laufe der Zeit andere Funktionen übernommen hat. 
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1.10 Photorespiration 

Die Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (RuBisCO) ist ein 

Enzym, welches im Rahmen der Photosynthese eine zentrale Rolle übernimmt. 

Bei der Photosynthese in Pflanzen katalysiert RuBisCO die Umwandlung von 

CO2 und Ribulose-1,5-Bisphosphat zu einem instabilen C6-Produkt, das in zwei 

Moleküle 3-Phosphoglycerat (3-PGA) zerfällt. Über mehrere Zwischenschritte 

können schließlich verschiedene Zucker (bspw. Saccharose) gebildet und das 

als Akzeptor verbrauchte Ribolose-1,5-diphosphat regeneriert werden (Raines 

2003, Reumann und Weber 2006). 

Ist die Pflanze Stressfaktoren (bspw. Starklicht) ausgesetzt, können Proteine 

photooxidative Schäden erleiden, da nur ein geringer Teil der Lichtenergie in 

chemische Energie (ATP, NAD(P)H) umgewandelt werden kann und zusätzlich 

Metabolite (bspw. Ribulose-1,5-Bisphosphat) limitiert sind. Unter solchen 

Bedingungen kann die RuBisCO, die im Chloroplasten lokalisiert ist, Sauerstoff 

fixieren (Abbildung 17).  

 

 

Abbildung 17: Vereinfachter Mechanismus der Photorespiration (Bauwe et al. 2010, mod.). 

Bei der Photorespiration werden phototoxische Produkte eliminiert. Hierbei findet im 

Chloroplasten zunächst die Fixierung von O2 über die Ribulose-1,5-Bisphosphat-

Carboxylase-Oxygenase (RuBisCO) statt. Das gebildete 2-Phosphoglykolat wird 

über mehrere Zwischenschritte und Zellorganellen umgewandelt und steht in Form 

von 3-Phosphoglycerat (3-PGA) wieder dem Calvin Zyklus zur Verfügung. Innerhalb 

dieses Vorgangs übernimmt die peroxisomale Hydroxypyruvat Reduktase (HPR) die 

Reduktion von Hydroxypyruvat zu Glycerat unter dem Verbrauch des Cofaktors 

NADH. 

 

Die Fixierung von O2 führt zu Bildung von 2-Phosphoglykolat. Dieses wird über 

mehrere Zwischenstufen umgewandelt und regeneriert, sodass final aus zwei 

Molekülen Phosphoglykolat 3-Phosphoglycerat (3-PGA) entsteht, welches 

schließlich in den Calvin Zyklus integriert wird. Die Photorespiration findet in drei 

unterschiedlichen Zellkompartimenten statt, beginnend im Chloroplasten, 
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fortgeführt im Peroxisom und schließlich im Mitochondrium und vice versa. 

Innerhalb dieses Mechanismus katalysiert die peroxisomale Hydroxypyruvat 

Reduktase (HPR; EC 1.1.1.81) die NADH-abhängige Reduktion von 

ɓ-Hydroxypyruvat zu Glycerat (Tolbert et al. 1970, Apel und Hirt 2004, Reumann 

und Weber 2006, Bauwe et al. 2010). 

Es konnte gezeigt werden, dass Mutanten, bei denen Enzyme der 

Photorespiration beeinträchtigt sind, nur in CO2-reicher Umgebung wachsen 

können (Murray et al. 1989, Cousins et al. 2008, Timm et al. 2008). Weiterhin ist 

dokumentiert, dass HPR- oder Malatdehydrogenase-Mutanten keinen Einbruch 

des photorespiratorischen Metabolismus aufweisen (Yu und Huang 1986). 

Erklären lässt sich dies durch die Präsenz einer zytosolischen HPR 

(EC 1.1.1.81), die neben NADH auch eine Affinität zu NADPH als Cofaktor 

aufweist. Neben ɓ-Hydroxypyruvat katalysiert Isoform 2 auch die Umwandlung 

von 4-Hydroxyphenylpyruvat. Phylogenetische Analysen deuteten darauf hin, 

dass die zytosolische H(P)PR2 die größte Übereinstimmung im Alignment mit der 

HPPR aus P. scutellarioides zeigte. Daraus lässt sich ableiten, dass die HPPR 

aus den HPRs hervorgegangen sein könnten oder es sich sogar um dasselbe 

Enzym handeln könnte (Petersen et al. 1993, Timm et al. 2011, Xu et al 2018).  

 

1.11 Zielsetzung: Untersuchungen zur Fukinolsäurebiosynthese  

Teile dieser Arbeit wurden bereits in Jahn und Petersen (2024) veröffentlicht. Der 

Fokus dieser Arbeit lag auf der näheren Aufklärung der Fukinolsäure- und 

Cimicifugasäurebiosynthese. Ein Blick auf die an der Fukinolsäure-Biosynthese 

beteiligten Metabolite (Hasa und Tazaki 2004) lässt einen Vergleich mit den an 

der Rosmarinsäure-Biosynthese beteiligten Metaboliten und Enzymen zu 

(Petersen et al. 1993). Wir schlagen daher vor, dass die Hydroxy(phenyl)pyruvat 

Reduktase (H(P)PR) und die Tyrosin Aminotransferase (TAT) eine Rolle bei der 

Fukinolsäure- und Cimicifugasäurebiosynthese spielen könnten (Abbildung 18).  

Das Ziel dieser Arbeit lag zunächst in der Amplifikation und Isolierung der 

Nucleotidsequenzen der H(P)PR und TAT, welche sich durch ein Nukleotid-

Alignment des A. racemosa-Genoms mit den besagten Enzymen aus 

Plectranthus scutellarioides vorhersagen ließen. Weiterhin erfolgte die 

Expression der beiden Enzyme, sowie die Bestimmung der Parameter und die 

Analyse der katalytischen Aktivitäten und kinetischen Parameter.  
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Darüber hinaus mussten die benötigten Substrate teilweise zunächst selbst 

synthetisiert werden. Hierbei ist vor allem die Synthese von Glycolyl-CoA, als 

potentielles Substrat zur Herstellung von Piscidin-/Fukinsäure zu nennen. Auch 

für den Nachweis von Cimicifugasäuren und Fukinolsäure mussten die 

Standards zunächst selbst synthetisiert und aufgereinigt werden. Die Standards 

sollten dann zur Nachweismethode mittels HPLC oder DC herangezogen 

werden. 

In diesem Zusammenhang wurden auch Untersuchungen geeigneter pflanzlicher 

Zellkulturen von P. japonicus und A. racemosa, primär für die Bereitstellung der 

Fukinolsäure, unternommen. Daher erfolgten verschieden Elicitierungsversuche, 

die Veränderung des Nährmediums und die Kultivierung von P. japonicus in 

verschiedenen Nährmedien, um die Auswirkungen auf die Fukinolsäurebildung 

zu beobachten. Darüber hinaus wurde die Bildung der Fukinolsäure im zeitlichen 

Verlauf der Suspensionskulturen von A. racemosa (im Licht kultiviert) und 

P. japonicus (im Licht und im Dunklen kultiviert) untersucht. 
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Abbildung 18: Hypothese zur Fukinolsäure- und Cimicifugasäure-Biosynthese in Actaea 

racemosa (aus Jahn und Petersen 2024). Caffeoyl-CoA leitet sich von 

L-Phenylalanin ab und wird über den Phenylpropanstoffwechsel bereitgestellt. 

L-Tyrosin wird zunächst über die Tyrosin Aminotransferase (TAT) in 

4-Hydroxyphenylpyruvat umgewandelt und anschließend über die 

Hydroxyphenylpyruvat Reduktase (HPPR) zu 4-Hydroxyphenyllaktat umgesetzt. Es 

schließt sich die Einführung einer C2-Einheit kombiniert mit einer Hydroxygruppe, 

bereitgestellt durch Glycolyl-CoA, an, sodass Fukin-/Piscidinsäure gebildet wird. In 

einem finalen Schritt verknüpft die Cimicifugasäure-Synthase (CAS) Caffeoyl-CoA 

mit Piscidin-/Fukinsäure, wodurch Fukinolsäure oder Cimicifugasäure D gebildet 

wird. Andere Cimicifugasäuren würden analog entstehen mit anderen 

Hydroxyzimtsäure-CoA-Estern als Donorsubstraten. 



28 Material und Methoden 

2. Material und Methoden 

2.1 Chemikalien, Bezugsquellen und Geräte 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (10.8), Kits, 

molekularbiologischen Reagenzien, Größenmarker und Enzyme (10.9), Primer 

(10.15) Bakterienstämme (10.14), Vektoren (10.6), Pflanzensamen/-extrakte 

(10.13), Analytischen Materialien (10.10), Geräte (10.11) und verwendete 

Softwares und Datenbanken (10.12) sind im Anhang (10) zu finden. 

 

2.2 Puffer für die Enzymcharakterisierung 

Puffer Zusammensetzung Konzentration  

Britton-Robinson 

(Britton und Robinson 

1931) 

Borsäure 

0,04 M Essigsäure 

Phosphorsäure 

pH 4,0-10,0 mit 0,5 oder 10 M NaOH eingestellt  

Kaliumphosphat (KPi) 

KH2PO4, K2HPO4 0,1 M oder 50 mM 

Einstellung des pH-Wertes ohne externe Säure- oder 

Basenzugabe, sondern durch Mischen der beiden Lösungen 

Tris/HCl 
Tris 1 M 

pH-Wert mit konz. HCl eingestellt 

HEPES HEPES 50 mM 

Einstellung des pH-Wertes auf 8,0 

 

 

 

2.3 Nährmedien und Puffer für Bakterienkulturen 

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration  

LB-Medium (Lysogeny Broth) 

(Bertani 1951) 

Trypton 

Hefeextrakt 

Natriumchlorid 

10,0 g/L  

5,0 g/L 

10,0 g/L 

A. dest.  ad 1000 ml 

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert des Mediums mit 

NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Bei der Herstellung von 

Festmedium erfolgte die Zugabe von 1,0 % Agar. 

TB-Medium (Terrific Broth) 

(Tartoff und Hobbs 1987) 

Trypton 

Hefeextrakt 

Glycerol 

12,0 g/L 

24,0 g/L 

4,0 ml/L 

A. dest. ad 900 ml 

Das TB-Medium wurde im Autoklaven sterilisiert.  
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TB-Puffer 

KH2PO4 

K2HPO4 

23,13 g/L 

125,40 g/L 

A. dest. ad 100 ml 

SOC-Medium (Super Optimal 

Broth + Glucose) 

Hanahan 1983) 

Trypton 

Hefeextrakt 

NaCl 

KCl 

MgSO4 

Glucose 

20,0 g/L 

5,0 g/L 

0,58 g/L 

0,19 g/L 

1,20 g/L 

3,60 g/L 

A. dest. ad 1000 ml 

Die Einstellung des pH-Wertes von 7,0 erfolgte mit NaOH. 

Nach der Sterilisation des Mediums wurden sterile MgSO4-

sowie Glucose-Lösungen entsprechend der oben 

aufgeführten Konzentrationen hinzugefügt. 

 

2.4 Nährmedien für Pflanzen in vitro-Kulturen 

CB-2-Medium (Petersen und Alfermann 1988) Zusammensetzung Konzentration  

Makroelemente 

KNO3 

MgSO4 x 7 H2O 

NaH2PO4 x H2O 

CaCl2 x 2 H2O 

(NH4)2SO4 

FeSO4 x 7 H2O 

Na2-EDTA 

2500,00 mg/L 

250,00 mg/L 

172,00 mg/L 

150,00 mg/L 

134,00 mg/L 

25,60 mg/L 

34,30 mg/L 

Mikroelemente 

H3BO3 

ZnSO4 x 7 H2O 

MnSO4 x 5 H2O 

KI 

Na2MoO4 x 2 H2O 

CuSO4 x 5 H2O 

CoCl2 x 6 H2O 

3,00 mg/L 

3,00 mg/L 

1,00 mg/L 

0,75 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

Hormone 

Kinetin 

IES 

2,4-D 

NAA 

0,20 mg/L 

0,50 mg/L 

2,00 mg/L 

0,50 mg/L 

Vitamine 

Thiaminhydrochlorid 

Pyridoxinhydrochlorid 

Nicotinsäure 

10,00 mg/L 

1,00 mg/L 

1,00 mg/L 
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Sonstiges 

NZ-Amine 

myo-Inosit 

Saccharose 

2000,00 mg/L 

100,00 mg/L 

20000,00 mg/L 

A. dest. ad 1000 ml 

Einstellung des pH-Werts auf 5,5 und autoklavieren. 

Bei Festmedium: Zugabe von 0,9 % Agar 

 

 

B5-Medium (Gamborg et al. 1968) Zusammensetzung Konzentration  

Makroelemente 

KNO3 

MgSO4 x 7 H2O 

NaH2PO4 x H2O 

CaCl2 x 2 H2O 

(NH4)2SO4 

FeSO4 x 7 H2O 

Na2-EDTA 

2500,00 mg/L 

250,00 mg/L 

172,00 mg/L 

150,00 mg/L 

134,00 mg/L 

25,60 mg/L 

34,30 mg/L 

Mikroelemente 

H3BO3 

ZnSO4 x 7 H2O 

MnSO4 x 5 H2O 

KI 

Na2MoO4 x 2 H2O 

CuSO4 x 5 H2O 

CoCl2 x 6 H2O 

3,00 mg/L 

3,00 mg/L 

1,00 mg/L 

0,75 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

Hormone 
Kinetin 

2,4-D 

0,10 mg/L 

1,00 mg/L 

Vitamine 

Thiaminhydrochlorid 

Pyridoxinhydrochlorid 

Nicotinsäure 

10,00 mg/L 

1,00 mg/L 

1,00 mg/L 

Sonstiges 

myo-Inosit 

Saccharose 

100,00 mg/L 

20000,00 mg/L 

A. dest. ad 1000 ml 

Einstellung des pH-Werts auf 5,8 und autoklavieren. 

Bei Festmedium: Zugabe von 0,9 % Agar  

 

 

MSDTZ (Murashige und Skoog 1962;  

Lata et al. 2002) 

Zusammensetzung Konzentration  

Makroelemente 

KNO3 

MgSO4 x 7 H2O 

NaH2PO4 x H2O 

2500,00 mg/L 

250,00 mg/L 

172,00 mg/L 
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Makroelemente 

CaCl2 x 2 H2O 

(NH4)2SO4 

FeSO4 x 7 H2O 

Na2-EDTA 

150,00 mg/L 

134,00 mg/L 

25,60 mg/L 

34,30 mg/L 

Mikroelemente 

H3BO3 

ZnSO4 x 7 H2O 

MnSO4 x 5 H2O 

KI 

Na2MoO4 x 2 H2O 

CuSO4 x 5 H2O 

CoCl2 x 6 H2O 

3,00 mg/L 

3,00 mg/L 

1,00 mg/L 

0,75 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

Hormone NAA 2,00 mg/L 

Vitamine 

Thiaminhydrochlorid 

Pyridoxinhydrochlorid 

Nicotinsäure 

10,00 mg/L 

1,00 mg/L 

1,00 mg/L 

Sonstiges 

Glycin 

Thidiazuron  

myo-Inosit 

Saccharose 

2,00 mg/L 

19,00 mg/L 

100,00 mg/L 

20000,00 mg/L 

A. dest. ad 1000 ml 

Einstellung des pH-Werts auf 5,7 und autoklavieren. 

Bei Festmedium: Zugabe von 0,8 % Agar 

 

 

CBM (Petersen und Alfermann 1988) Zusammensetzung Konzentration  

Makroelemente 

KNO3 

MgSO4 x 7 H2O 

NaH2PO4 x H2O 

CaCl2 x 2 H2O 

(NH4)2SO4 

FeSO4 x 7 H2O 

Na2-EDTA 

2500,00 mg/L 

250,00 mg/L 

194,40 mg/L 

150,00 mg/L 

134,00 mg/L 

25,60 mg/L 

34,30 mg/L 

Mikroelemente 

H3BO3 

ZnSO4 x 7 H2O 

MnSO4 x 5 H2O 

KI 

Na2MoO4 x 2 H2O 

CuSO4 x 5 H2O 

CoCl2 x 6 H2O 

3,00 mg/L 

3,00 mg/L 

1,00 mg/L 

0,75 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

0,25 mg/L 

Vitamine Thiaminhydrochlorid 10,00 mg/L 
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Vitamine 
Pyridoxinhydrochlorid 

Nicotinsäure 

1,00 mg/L 

1,00 mg/L 

Sonstiges 

myo-Inosit 

Saccharose 

100,00 mg/L 

10000,00 mg/L 

A. dest. ad 1000 ml 

Einstellung des pH-Werts auf 5,5 und autoklavieren. 

Bei Festmedium: Zugabe von 0,9 % Agar  

 

 

MS-Li (Murashige und Skoog 1962) Zusammensetzung Konzentration  

Makroelemente 

KNO3 

NH4NO3 

MgSO4 x 7 H2O 

CaCl2 x 2 H2O 

KH2PO4 

Na2-EDTA 

FeSO4 x 7 H2O 

1900,00 mg/L 

1650,00 mg/L 

370,40 mg/L 

440,00 mg/L 

170,00 mg/L 

37,30 mg/L 

27,80 mg/L 

Mikroelemente 

H3BO3 

ZnSO4 x 7 H2O 

MnSO4 x 5 H2O 

KI 

Na2MoO4 x 2 H2O 

CuSO4 x 5 H2O 

CoCl2 x 6 H2O 

6,20 mg/L 

10,60 mg/L 

16,90 mg/L 

0,83 mg/L 

0,25 mg/L 

0,025 mg/L 

0,025 mg/L 

Hormone NAA 0,40 mg/L 

Vitamine 

Thiaminhydrochlorid 

Pyridoxinhydrochlorid 

Nicotinsäure 

0,10 mg/L 

0,50 mg/L 

0,50 mg/L 

Sonstiges 

Glycin 

myo-Inosit 

Saccharose 

2,0 mg/L 

100,00 mg/L 

30000,00 mg/L 

A. dest. ad 1000 ml 

Einstellung des pH-Werts auf 5,6 und autoklavieren.  

 

 

2.5 Puffer für DNA-Extraktionen 

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration  

2 x CTAB-Puffer 

CTAB 

Tris/HCl pH 8,0 

EDTA 

NaCl 

2 % 

100 mM 

20 mM 

1,4 M 
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PVP 1 % 

10 x CTAB 
CTAB 

NaCl 

10 % 

0,7 M 

CTAB-Präzipitationspuffer 

CTAB 

Tris/HCl pH 8,0 

EDTA 

1 % 

50 mM 

10 mM 

High Salt TE-Puffer 

Tris/HCl pH 8,0 

EDTA 

NaCl 

10 mM 

1 mM 

1 M 

TE-Puffer 
Tris/HCl pH 8,0 

EDTA 

10 mM 

1 mM 

 

 

2.6 Puffer für die DNA-Gelelektrophorese 

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration  

TAE-Puffer  

(pH 7,5) 

Tris 

Essigsäure 

EDTA 

40 mM 

20 mM 

1 mM 

6 x Loading dye 

(Lagerung bei -20 °C) 

Bromphenolblau 

Xylencyanol 

Glycerol 

EDTA 

0,03 % 

0,03 % 

60 % 

60 mM 

 

 

2.7 Puffer und Lösungen für Arbeiten mit Proteinen 

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration  

Bindepuffer 

KPi-Puffer pH 8,0 

NaCl 

Imidazol 

50 mM 

300 mM 

10 mM 

Waschpuffer 1 

KPi-Puffer pH 8,0 

NaCl 

Imidazol 

50 mM 

300 mM 

20 mM 

Waschpuffer 2 

KPi-Puffer pH 8,0 

NaCl 

Imidazol 

50 mM 

300 mM 

50 mM 

Elutionspuffer 

KPi-Puffer pH 8,0 

NaCl 

Imidazol 

50 mM 

300 mM 

250 mM 
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Zunächst wurde der KPi-Puffer (pH 8,0) hergestellt und 

anschließend erfolgte die Zugabe von NaCl und Imidazol. Der 

pH-Wert wurde hiernach nicht erneut eingestellt. 

Bradford-Reagenz  

(Bradford 1976) 

Coomassie Brilliant Blue 

G250 

96 % Ethanol 

85 % o-Phosphorsäure 

H2O 

100 mg/L 

 

50 ml/L 

100 ml/L 

850 ml/L 

Nach dem zweimaligen Filtrieren der Lösung erfolgte die 

Lagerung bei 4 °C. 

 

2.8 Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE 

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration  

Sammelgel 

0,5 M Tris/HCl pH 6,8 

A. dest. 

Rotiphorese® Gel 30 

10 % SDS 

TEMED 

10 % APS 

625 µl/Gel 

1,40 ml/Gel 

375 µl/Gel 

100 µl/Gel 

5 µl/Gel 

20 µl/Gel 

Trenngel 

1,5 M Tris/HCl pH 8,8 

A. dest. 

Rotiphorese® Gel 30 

10 % SDS 

TEMED 

10 % APS 

1,25 ml/Gel 

1,45 ml/Gel 

2,05 ml/Gel 

200 µl/Gel 

8 µl/Gel 

35 µl/Gel 

Ladepuffer (Laemmli-Puffer) 

(Laemmli 1970) 

1 M Tris/HCl pH 6,8 

SDS 

Glycerol 

Bromphenolblau 

A. dest. 

ɓ-Mercaptoethanol 

2,4 ml/10 ml 

0,8 g/10 ml 

4 ml//10 ml 

0,01 % 

2,5 ml/10 ml 

1 ml/10 ml 

Laufpuffer 

SDS 

Glycin 

Tris/HCl pH 8,3 

0,1 % 

192 mM 

25 mM 

Färbelösung 

Coomassie Brilliant Blue 

R250 

Eisessig 

A. dest. 

Methanol 

1,25 g/L 

 

100 ml/L 

450 ml/L 

450 ml/L 

Entfärbelösung 

Eisessig 

A. dest. 

Methanol 

100 ml/L 

450 ml/L 

450 ml/L 

 



Material und Methoden 35 

   

 

2.9 Puffer und Lösungen für den Western Blot 

Bezeichnung Zusammensetzung Konzentration  

Transferpuffer (Towbin et al. 

1979) 

Tris 

Glycin 

Methanol 

optional SDS 

25 mM 

192 mM 

20 % 

0,1-0,01 % 

TBS (Tris-buffered saline) 
Tris/HCl pH 7,4 

NaCl 

10 mM 

0,9 % 

TBS-T (Tris-buffered saline 

with Tween) 

Tris/HCl pH 7,4 

NaCl 

Tween 20 

10 mM 

0,9 % 

0,05 % 

Blocking-Lösung 

Tris/HCl pH 7,4 

NaCl 

Tween 20 

Magermilchpulver 

10 mM 

0,9 % 

0,05 % 

5 % 

Substratpuffer 

Tris/HCl pH 9,5 

NaCl 

MgCl2 

100 mM 

100 mM 

5 mM 

Färbelösung 

Tris/HCl pH 9,5 

NaCl 

MgCl2 

BCIP 

NBT 

100 mM 

100 mM 

5 mM 

80 µl/10 ml 

60 µl/10 ml 

BCIP-Stammlösung 20 mg/ml in 100 % DMSO 

NBT-Stammlösung 50 mg/ml in 70 % DMSO 
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3. Anlegen, Aufrechterhaltung und Untersuchungen von 

Pflanzenkulturen 

Der Vorteil steriler Dauerkulturen liegt darin begründet, dass die kontinuierliche 

Verfügbarkeit von Pflanzenmaterial gewährleistet werden kann. Die Ernte von 

Zellmaterial ist somit unabhängig von Witterungsbedingungen und weiteren 

saisonalen Phänomenen. Zunächst erfolgte hierfür im Rahmen dieser Arbeit die 

Anzucht von Keimlingen aus Samen (Vicia faba) und das Anlegen steriler Kallus- 

und Suspensionskulturen aus Blattmaterial. Aus den Kalluskulturen von 

Actaea racemosa, die aus Blättern und Trieben angezogen wurden, erfolgte das 

Anlegen steriler Suspensionskulturen. Die Kallus- und Suspensionskulturen von 

Petasites japonicus waren bereits nach der Standardmethode in der 

Arbeitsgruppe angelegt worden. 

Die Bezugsquellen der verwendeten Samen oder Pflanzenextrakte sind im 

Anhang 10.13 zu finden. Die Kulturen wurden zwischen 22 und 26 °C im Licht 

kultiviert. P. japonicus wurde zusätzlich bei Raumtemperatur (22-26°C) im 

Dunkeln kultiviert. 

 

3.1 Sterile Kalluskulturen 

Für das Anlegen steriler Kulturen von Vicia faba aus Samen, wurden diese 

zunächst durch fünfminütiges Waschen mit reinem Ethanol entfettet. Im 

Anschluss wurden die Samen für 10 Minuten mit einer Chlorlösung (10 %) 

desinfiziert. Es schloss sich das dreimalige Waschen dieser mit sterilem Wasser 

und die Überführung der Samen auf CB-2- oder B5-Festmedium an (2.4). Für die 

Kallusinduktion mit frischem Pflanzenmaterial konnten alle Pflanzenorgane 

verwendet werden. Diese erfolgte analog zu der Induktion mit Samen. Nach der 

Desinfektion des Blattmaterials erfolgte die Zerkleinerung des Blattes in ca. 

0,5 cm x 0,5 cm große Teilstücke. Die Teilstücke wurden mit einer sterilen 

Pinzette auf das Nährmedium übertragen (s.o.). Die Kulturen wurden bei 

Raumtemperatur und im Licht gelagert. 

Die dauerhafte Kultivierung von Kalluskulturen erfolgte bei 22-26 °C als 

Hellkultur. Zur Aufrechterhaltung wurde Zellmaterial in einem Rhythmus von 4 

Wochen auf steriles Festmedium überführt.  

 

3.2 Sterile Suspensionskulturen 

Das Anlegen einer Suspensionskultur konnte erfolgen, indem Zellmaterial der 
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Kalluskulturen in einen Kolben mit 50 ml flüssigem Nährmedium (2.4) gegeben 

wurde. Die Kolben schüttelten bei Raumtemperatur und 100 rpm, entweder unter 

dauerhaftem Lichteinfluss oder in permanenter Dunkelheit. Die 

Aufrechterhaltung der Suspensionskulturen erfolgte, indem wöchentlich 5 g 

Zellmaterial in 50 ml frisches, steriles Medium überführt wurden. Das 

Standardmedium für A. racemosa und P. japonicus war MSTDZ, wohingegen 

V. faba in B5 angezogen wurde.  

 

3.3 Unsterile Anzucht von Vicia faba 

Da die sterile Anzucht von Samen erfolglos blieb, erfolgte die unsterile Anzucht 

von Keimlingen aus V. faba. Das Blattmaterial wurde schließlich von den 

ausgewachsenen Pflanzen geerntet und für die Induktion steriler Kalluskulturen 

verwendet (3.1). Zusätzlich erfolgte die Isolierung phenolischer Säuren aus 

Blattmaterial (6.5). 

 

3.4 Anzucht von P. japonicus in verschiedenen Kulturmedien 

Für die Untersuchung der Fukinolsäureproduktion erfolgte die Anzucht von 

P. japonius in weiteren Medien. Hierbei wurden 5 g Zellmaterial in steriles 

Pflanzenmedium überführt (3.2) und das Zellmaterial alle sieben Tage überimpft. 

Als Testmedien wurden B5, CBM, CB-2 und MS-Li verwendet (2.4). Als Kontrolle 

diente das etablierte Standardmedium MSTDZ. Es schloss sich die 

Dokumentation des Zellwachstumes an, sowie die Isolierung von Fukinolsäure 

(6.5). 

 

3.5 Elicitierung von Pflanzenzellkulturen 

Es wurde untersucht, ob sich die isolierbare Menge von Fukinolsäure durch die 

Zugabe verschiedener Elicitoren (sterilfiltriert) steigern lässt (Tabelle 6). Die 

Zellen wurden hierfür in Standard-Medium (MSTDZ) kultiviert. Für 

Suberoylhydroxamsäure (SBHA) wurde berichtet, dass ab Tag 6/7 eine Zunahme 

der Bildung von Sekundärmetaboliten beobachtet wurde (Nomura et al. 2021). 

Ein weiterer herkömmlicher Elicitor ist Methyljasmonat, dass die Produktion 

verschiedener Sekundärmetabolite fördern kann (Jeyasri et al. 2023). Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob SBHA oder Methyljasmonat die 
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Fukinolsäurebildung fördern. Als Kontrolle wurde ein Kolben mit der äquivalenten 

Menge Lösungsmittel behandelt. 

 

Tabelle 6: Zugabe von Elicitoren zu Actaea racemosa 

Spezies Elicitor Endkonzentration Lösungsmittel Erntezeitpunkt 

A. racemosa 
Methyljasmonat 100 µM Ethanol (50 µl) 72 h 

SBHA 20 µM DMSO (100 µl) Tage 7, 14 & 21 

 

 

3.6 Zufütterung potentieller (Co-)Substrate 

Für die Überprüfung der Hypothese, ob die Bereitstellung einer C2-Einheit, in 

Kombination mit einer Hydroxygruppe, auf Glycolyl-CoA (alternativ auch 

Glykolat) beruht, wurde Glycolyl-CoA und Glykolat zu MSTDZ-

Suspensionskulturen von P. japonicus gegeben (Tabelle 7). Eine starke 

Erhöhung der Glykolatendkonzentration führte zu einer starken Beeinflussung 

des pH-Wertes, sodas dieser Effekt bei weiteren Untersuchungen besonders 

berücksichtigt werden muss. Die Inkubation der Kolben erfolgte bei 23 ± 2 °C für 

einen Zeitraum von 96 Stunden. 

 

Tabelle 7: Zufütterung potentieller (Co-)Substrate 

Spezies (Co-)Substrat Endkonzentration Lösungsmittel Inkubationszeit 

P. japonicus 
Glykolat 20 µM A. dest. 96 h 

Glycolyl-CoA 12 nM A. dest. 96 h 

 

 

3.7 Veränderung der Zusammensetzung des MSTDZ-Mediums 

Für A. racemosa erfolgte die Etablierung entsprechend der Arbeit von Lata et al. 

(2002), wobei MS-Medium mit 0,5 mM Thidiazuron (TDZ) und der 

Endkonzentrationen von Naphthylessigsäure (NAA = 1,00 mM) versetzt wurde. 

Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten NAA-Endkonzentrationen sind in Tabelle 

8 aufgelistet. Es erfolgte die Variation der NAA-Endkonzentrationen, um 

festzustellen, ob dies Auswirkungen auf die Fukinolsäurebildung hat. Es gibt 

Untersuchungen, die einen Anstieg der phenolischen Verbindungen durch NAA 

belegen (Erst et al. 2022).  
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Tabelle 8: Veränderung der NAA-Konzentration des MSTDZ-Mediums 

Mediumsbezeichnung NAA [mM] TDZ [mM] 

Lata et al. (2002) 1,00 0,5 

0 0,00 0,5 

1 0,24 0,5 

2 0,48 0,5 

3 0,72 0,5 

4 0,96 0,5 

5 1,20 0,5 

6 1,44 0,5 

7 1,68 0,5 

8 1,92 0,5 

9 2,16 0,5 

 

3.8 Kulturcharakterisierungen 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Kulturcharakterisierung von A. racemosa 

Hellkulturen (in MSTDZ) sowie von P. japonicus Hell- und Dunkelkulturen (in 

MSDTZ) für die Bestimmung diverser Parameter. Während die Kultivierung von 

A. racemosa über 21 Tage verlief, dauerte die von P. japonicus mit 35 Tagen 

länger an. Tag Null entspricht dem Inokulationstag, an dem zunächst das 

Zellmaterial des siebten Wachstumstages in einem sterilen Gefäß vereinigt 

wurde. Daraus erfolgte das Überführen der Zellen in frisches MSTDZ-Medium. 

Je Zellerntetag wurde ein Kolben vorbereitet, von dem die Uhrzeit des Animpfens 

notiert wurde. Die Zellernte und die Bestimmung der Parameter, erfolgte zur 

selben Tageszeit wie die Inokulation. 

 

3.8.1 Zellernte, Frisch- und Trockengewicht 

Für die Zellernte wurde das Zellmaterial über Filterpapier in einer Nutsche mit 

Hilfe einer Vakuumpumpe von überschüssigem Medium befreit. Im Anschluss 

erfolgte die Bestimmung des Frischgewichts. Die Probe wurde zunächst in 

flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Nach Ablauf der 

Zellernte erfolgte die Gefriertrocknung der Proben und die Bestimmung der 

Trockengewichte. 
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3.8.2 Bestimmung der Mediumsparameter 

Das Medium wurde für die unmittelbare Bestimmung verschiedener Parameter 

verwendet. Nach der Kalibrierung der Messelektrode, erfolge die Detektion des 

pH-Wertes des zellfreien Mediums bei Raumtemperatur. Nach der Kalibrierung 

mit Wasser schloss sich die Messung des Zuckergehaltes mittels eines 

Refraktometers an (Raumtemperatur). Weiterhin wurde die Leitfähigkeit ermittelt, 

nach dem das Gerät mit Wasser kalibriert wurde bei 23 ± 1 °C. 

 

3.8.3 Analyse des Fukinolsäuregehaltes 

Das geerntete Zellmaterial (3.8.1) wurde für die Isolierung von Fukinolsäure (6.5) 

verwendet. Die Proben wurden zusätzlich über eine 

Dünnschichtchromatographie mit anschließender Färbung mit 

Naturstoffreagenz A nachgewiesen (6.7.3). Die Konzentrationsbestimmung der 

Fukinolsäure konnte mittels HPLC erfolgen (6.8.2). 
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4. Molekularbiologische Methoden 

4.1 Vorbehandlung von Geräten und Lösungen 

Um potenziell vorhandene Nukleasen zu inaktivieren, erfolgte die Sterilisation 

aller hitzebeständigen Medien, Lösungen, Puffer und Materialien für 20 min bei 

121 °C. Für molekularbiologische Arbeiten mit RNA erfolgte ein erneuter 

Sterilisationsschritt der Hilfsmittel und Flüssigkeiten, um RNAsen zu eliminieren 

(insgesamt: 40 min, 121 °C). Bei der Verwendung von Mörsern wurden diese für 

2 h bei 200 °C ausgebacken. Die hitzeinstabilen Substanzen wurden mittels 

eines Einwegfilters (Porengröße 0,2 µm) unter der Sicherheitswerkbank 

sterilfiltriert. Die Arbeitsflächen und Geräte wurden durch die Verwendung von 

80 % Ethanol desinfiziert.  

 

4.2 RNA-Isolierung nach Chomczynski und Sacchi (1987) 

Für die Amplifikation der Zielgene bietet sich die Isolierung von RNA 

(Chomczynski und Sacchi 1987) und die anschließende Synthese von cDNA an, 

da hier im Vergleich zur gDNA keine Introns vorhanden sind. Hierfür wurde 

frisches, in flüssigem Stickstoff gefrorenes oder lyophylisiertes Pflanzenmaterial 

aus Suspensionskulturen und frischem Blattmaterial verwendet. Wenn nicht 

anders angegeben, erfolgten alle Schritte auf Eis. Nach dem Aufschluss der 

Zellen (50 mg bei Petasites; 20 mg bei Actaea) in flüssigem Stickstoff durch 

Mörsern, erfolgte die Zugabe von 500 µl Lösung D. Die Proben wurden kurz bei 

Raumtemperatur inkubiert und dabei mehrmals kräftig gemischt. Es schloss sich 

zunächst die Zugabe von 50 µl 2 M Natriumacetat (pH 4,0) und die Zugabe von 

500 µl Citratpuffer-gesättigtem Phenol an. In den weiteren Schritten wurden 

100 µl eiskaltes Chloroform hinzugegeben, 10 Sekunden gemischt und die 

Proben für 15 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden nach diesem 

Inkubationsschritt zentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4 °C) und die wässrige Phase 

abpipettiert und mit einem Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt und invertiert. 

Es erfolgte das Ausfällen der RNA bei -20 °C für 15 min. Daraufhin wurden die 

Proben zentrifugiert (10 min, 12.000 x g, 4 °C), der Überstand verworfen und das 

farblose Pellet mit 70 % EtOH gewaschen. Es schloss sich ein erneuter 

Zentrifugationsschritt (5 min, 12.000 x g, 4 °C) an, sowie das Waschen des 

Pellets mit 100 % EtOH. Das Pellet wurde bei 37 °C getrocknet und in 25 µl 



42 Material und Methoden 

A. dest. gelöst. Im Anschluss erfolgten die Konzentrationsbestimmung sowie die 

Analyse der Reinheit mittels Photometer (4.6). Die Integrität der RNA wurde 

mittels Agarosegelelektrophorese (4.13) überprüft und für die cDNA-Synthese 

(4.8) verwendet. 

 

Lösung D: 4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM Citratpuffer pH 7,0, 0,5 % 

Laurylsarcosin 

 

4.3 RNA-Isolierung nach Giuliano et al. (1993) 

Die RNA-Isolierung wurde grundsätzlich auf Eis durchgeführt. In dem 

Reaktionsgefäß wurden frisch vorgelegt: 500 µl Extraktionspuffer, 3,5 µl 

ɓ-Mercaptoethanol, 400 µl Citratpuffer-gesättigtes Phenol. Im Anschluss erfolgte 

die Zugabe von 500 mg (in flüssigem Stickstoff gemörserten) Blattmaterials. Es 

wurden 100 µl Chloroform (-20 °C) hinzugegeben und die Probe 2 min 

geschüttelt und schließlich für 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte die 

Zentrifugation (20 min, 13.000 x g, 4 °C) und die Abnahme des Überstandes. 

Zum Überstand wurde 1 Volumen Isopropanol (-20 °C) gegeben und das 

Gemisch 40 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich erneut eine Zentrifugation an 

(20 min, 13.000 x g, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 

getrocknet. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 500 µl TE-Puffer auf Eis. Es 

schloss sich die Inkubation der Probe für 60 min auf Eis, unter mehrmaligem 

Schütteln, an. Weiterhin wurden 100 µl Ethanol hinzugegeben und die Probe für 

20 min auf Eis inkubiert. Die Zentrifugation fand für 20 min bei 10.000 x g und 

4 °C statt. Der Überstand wurde abgenommen und mit 200 µl 8 M LiCl versetzt. 

Die Probe inkubierte anschließend für 90 min bei 4 °C. Die Probe wurde 

zentrifugiert (20 min, 16.000 x g, 4 °C) und der Überstand verworfen. Das Pellet 

wurde zweimalig mit 500 µl 80 % EtOH gewaschen und schließlich getrocknet 

und in A. dest. gelöst. Die Reinheit und Konzentration (4.6) sowie die Integrität 

der Proben wurde überprüft (4.13). 

 

Extraktionspuffer: 4,23 M Guanidinthiocyanat, 7 mM Natriumsarcosinat, 0,225 M 

Natriumacetat pH 5,2 

 

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0, 1 mM EDTA 
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4.4 RNA-Isolierung nach Pearson et al. (2006) 

Das frische Zellmaterial wurde in flüssigem Stickstoff gemörsert, à 250 mg 

eingewogen und mit 1 ml Extraktionspuffer versetzt (25 µl 2 M DTT + 975 µl 

Extraktionspuffer). Die Probe wurde gemischt und für 15 min bei 

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Es schloss sich die Zugabe von 1 ml 

Isoamylalkohol-Chloroform-Gemisch an (80 µl Isoamylalkohol + 1920 µl 

Chloroform). Das Gefäß wurde gut geschüttelt und anschließend zentrifugiert 

(20 min, 12.000 x g, RT). Es schloss sich die Entnahme der oberen, wässrigen 

Phase in ein neues Reaktionsgefäß an. Dazu wurden 0,3 Volumina 100 % EtOH 

gegeben und die Probe invertiert. Die Probe wurde anschließend mit 1 ml 

Isoamylalkohol-Chloroform-Gemisch (s.o.) versetzt. Es erfolgte ein erneuter 

Zentrifugationsschritt (20 min, 12.000 x g, RT). Derweil wurde je Probe eine 

Fällungslösung aus 380 µl 12 M LiCl und 20 µl ɓ-Mercaptoethanol vorbereitet. Im 

Anschluss erfolgte die Zugabe von 0,25 Volumina Fällungslösung zur 

überführten oberen Phase. Die Fällung fand hier über Nacht bei 4 °C statt. Die 

Probe wurde zentrifugiert (30 min, 12.000 x g, 4 °C). Das Pellet wurde mit 70 % 

EtOH gewaschen und zentrifugiert (10 min, 12.000 x g, RT). Es schloss sich die 

Trocknung der Probe (ca. 20 min) und das Rücklösen in 30 µl A. dest. bei 

Raumtemperatur an. Die Reinheit und Konzentration (4.6) sowie die Integrität der 

Proben wurde überprüft (4.13). 

 

Extraktionspuffer: 100 mM Tris, 50 mM EDTA, 2 M NaCl, 2 % CTAB, pH 7,5  

 

4.5 RNA-Isolierung mittels Präparations-Kit 

Die RNA-Isolierung aus frischem Blattmaterial von A. racemosa wurde 

entsprechend des Herstellerprotokolls des RNeasy® Mini Plant Kits (Qiagen) 

durchgeführt. Die Reinheit und Konzentration (4.6) sowie die Integrität der 

Proben wurde überprüft (4.13). Das RNA-Material konnte im Anschluss für die 

cDNA-Synthese verwendet werden (4.8). 

 

4.6 Photometrische Analyse von Nukleinsäureproben 

Die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit erfolgte am Photometer. 

Hierfür wurde 1 µl Probe in 99 µl A. dest. verdünnt. Proben mit einem Quotienten 
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von 260 nm zu 280 nm (A260/A280) zwischen 1,8 und 2,0 werden als rein 

betrachtet. Nukleinsäuren absorbieren bei 260 nm und Verunreinigungen durch 

bspw. Phenole bei 280 nm.  

 

4.7 DNase-Vedau 

Bevor die RNA quantitativ analysiert werden konnte, erfolgte die Eliminierung der 

potentiell isolierten DNA-Fragmente. Hierfür wurde 5 µg RNA mit 5 µl DNase 

(1 U/µl) versetzt. Zusätzlich erfolgte die Zugabe von 1 µl dazugehörigem Puffer 

und das Auffüllen auf ein Gesamtvolumen von 10 µl mit A. dest.. Es schloss sich 

die Inkubation der Probe für 30 min bei 37 °C an. Im Anschluss erfolgte die 

Aufreinigung der Probe mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (4.2). Hierbei 

wurde jedoch die Zugabe von Lösung D ausgelassen und die Extraktion mit 

einem Zehntel der Volumina durchgeführt. Die extrahierte RNA wurde schließlich 

in 20 µl A. dest. gelöst und die Konzentration photometrisch bestimmt (4.6) und 

die Proben bei -80 °C gelagert. Es schloss sich die Synthese von cDNA an (4.8). 

 

4.8 cDNA-Synthese 

Die Reverse Transkriptase kann verwendet werden, um cDNA aus RNA-Material 

herzustellen (RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit). Diese intronfreien 

Nukleinsäureprodukte können nachfolgend für die Amplifikation des Zielgens 

mittels PCR (4.11) als Matrize eingesetzt werden. Die cDNA-Synthese erfolgte 

gemäß der Herstellerangaben. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung 

bei -80 °C gelagert. 

 

4.9 Isolierung von gDNA nach Rogers und Bendich (1985) 

Da die Isolierung von RNA aus A. racemosa zunächst erfolglos verlief, erfolgte 

hier zusätzlich die Isolierung genomischer DNA aus Blattmaterial und 

Suspensionkulturen (Rogers und Bendich 1985). Die Puffer und Lösungen sind 

unter 2.5 zu finden. Hierfür wurde das gefriergetrocknete Pflanzenmaterial in 

flüssigem Stickstoff zerkleinert und je 200 mg des Pulvers eingewogen. Das 

Material wurde für 10 bis 30 min bei 65 °C in 300 µl 2 x CTAB-Puffer 

resuspendiert. Danach wurde die Suspension für 30 min auf Eis inkubiert und im 

Anschluss 300 µl Chloroform hinzugegeben. Während die Suspension 

zentrifugiert wurde (5 min, 13.000 x g), erfolgte die Vorbereitung von neuen 

Reaktionsgefäßen, in denen 30 µl 10 x CTAB-Puffer vorgelegt wurden. Der 
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Überstand der Chloroform-Extraktion wurde in die vorbereiteten 

Reaktionsgefäße gegeben und erneut 300 µl Chloroform hinzugegeben. Nach 

einem erneuten Zentrifugationsschritt (5 min, 13.000 x g) erfolgte die Abnahme 

der wässrigen Phase, welche in 250 µl CTAB-Präzipitationspuffer überführt 

wurde. Für die weitere Aufreinigung wurden die Gefäße zentrifugiert (10 min, 

13.000 x g) und der Überstand vorsichtig (!) abgenommen. Das Pellet bedeckt 

oft als nahezu durchsichtiger und dünner Film die Gefäßwand und wird in 200 µl 

High Salt TE rückgelöst. Dann wird zur Fällung 400 µl 99 % EtOH zugegeben. 

Nach Inkubation für 15 min bei 20 °C erfolgte die Zentrifugation für 15 min bei 

13.000 x g. Das entstandene Pellet wurde zweimalig mit 70 % EtOH gewaschen 

und an der Luft trocknen gelassen. Die Aufnahme des Pellets erfolgte in 40 µl 

0,1 x TE-Puffer + RNAse A (100 µg/ml). Um das Pellet vollständig zu lösen, 

wurde der Ansatz für 15 bis 30 min bei 50 °C inkubiert. Die Konzentration der 

gDNA wurde photometrisch bestimmt (4.6), und die Lagerung erfolgte bis zur 

weiteren Verwendung bei -20 °C. 

 

4.10 Isolierung von DNA nach Cove et al. (2009) 

Dieses Protokoll wurde für die PCR-Analyse von gDNA aus Physcomitrium 

beschrieben. Für die Isolierung von DNA wurde Suspensionsmaterial von 

A. racemosa, welches an Tag 11 und 13 geerntet wurde, in flüssigem Stickstoff 

gemörsert und à 100 mg eingewogen. Im Anschluss erfolgte zügig die Zugabe 

von 200 ml EB Puffer und das Mischen für 5 Sekunden. Es schloss sich die 

Zentrifugation (3 min, 13.000 x g) an. 150 µl des Überstandes wurden in ein 

frisches Reaktionsgefäß überführt und die äquivalente Menge Isopropanol 

hinzugegeben. Daraufhin schloss sich die Inkubation der Probe bei 

Raumtemperatur an (2 min). Die Probe wurde erneut zentrifugiert (10 min, 

13.000 x g). Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet bei 50 °C 

getrocknet. Die Lagerung erfolgte über Nacht bei -20 °C. Am darauffolgenden 

Tag wurde das Pellet in 100 µl A. dest. versetzt und 30 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Im Anschluss konnte die Probe als Template für die PCR-Analyse 

(4.11) verwendet werden. 

 

EB-Puffer: 200 mM Tris/HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS 
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4.11 Polymerasekettenreaktion 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der gezielten in vitro Amplifikation von 

DNA-Sequenzen. Als Matrize für die PCR dienten die aufgereinigten gDNA- (4.9) 

oder cDNA-Präparationen (4.8) von A. racemosa und P. japonicus. Die 

Vorbereitung des PCR-Ansatzes erfolgte auf Eis. Die entsprechenden 

Primersequenzen sind dem Anhang zu entnehmen (Anhang 10.15). Für die 

Amplifikation der Zielgene wurden verschiedene Polymerasen gemäß der 

Herstellerangaben verwendet (AccuPrimeTM, GoTaq®, Phusion®). Nachfolgend 

aufgeführt sind die zwei Polymerasen, mit denen die Amplifikation der TAT und 

der HPPR erfolgreich verlief. Zur Prüfung der Funktionalität der cDNA/gDNA 

erfolgte die Amplifikation der CAS aus A. racemosa (Werner 2018). 

 

PCR-Ansatz GoTaq  PCR-Programm GoTaq 

cDNA/gDNA (unverdünnt) 1 µl  Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl 

5 x GoTaq buffer (green) 5 µl  94 2 1 

Primer (intern) forward (1:10) 0,5 µl  94 1 

40 Primer (intern) reverse (1:10) 0,5 µl  58-63 (ƴ) 1 

dNTPs (10 mM) 0,5 µl  72 1-1,5 (ǒ)  

GoTaq 0,1 µl  72 5 1 

A. dest. ad 25 µl  10 hold 1 

 

PCR-Ansatz Phusion  PCR-Programm Phusion 

cDNA/gDNA (unverdünnt) 1 µl  Temperatur [°C] Zeit [sec] Zyklenanzahl 

10 x HF buffer Phusion 5 µl  94 120 1 

Primer (intern) forward (1:10) 0,5 µl  94 30 

40 Primer (intern) reverse (1:10) 0,5 µl  58-63 (ƴ) 30 

dNTPs (10 mM) 0,5 µl  72 1-1,5 (ǒ) 

Phusion 1 µl  72 300 1 

A. dest. ad 25 µl  10 hold 1 

 

 

Die Amplifikation des Zielgens erfolgte gemäß der Herstellerangaben im 

ThermoCycler. Hierbei wurde die Anlagerungstemperatur unter Berücksichtigung 

der spezifischen Primerschmelztemperatur sowie des Polymerase-

Toleranzbereiches gewählt (ƴ = HPPR 58 °C, TAT 63 °C). Die Elongationszeit 

wurde entsprechend der spezifischen Genlänge und der Umsatzgeschwindigkeit 

der Polymerase angepasst (ǒ = HPPR 1 min, TAT 1,5 min). 
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4.12 RACE-PCR 

Die rapid amplification of cDNA ends (RACE-)PCR kann genutzt werden, um 

ausgehend von einer unvollständigen kodierenden Sequenz die Volllänge zu 

amplifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die kodierende Sequenz 

der TAT aus A. racemosa, sowie eine potentielle Fukinolsäuresynthase (FAS) 

aus P. japonicus zu amplifizieren. Durchgeführt wurde der Versuch auf 

Grundlage der Herstellerangeben des SMARTer® RACE 5ó/3ó Kits. 

Für die cDNA-Synthese des 3ó- und 5ó-Endes erfolgte zunächst die Herstellung 

des Ansatzes wie folgt: 

 

5ó-RACE 3ó-RACE 

5,0 µl RNA 5,0 µl RNA 

1,0 Õl 5ôCDS Primer A 1,0 Õl 3ôCDS Primer A 

5,0 µl A. dest. 5,0 µl A. dest. 

 

Es schloss sich eine 3-minütige Inkubation bei 72 °C und 2-minütige Inkubation 

bei 42 °C an. Nach kurzer Zentrifugation (13.000 x g, 30 s) erfolgte die Zugabe 

der folgenden Komponenten zum 5ó- oder 3ó-Assay: 

 

SMARTer II A Oligonukleotide 

(nur bei 5ó-RACE cDNA-Synthese) 

1,0 µl 

5 x First Strand Buffer 4,0 µl 

DTT (100 mM) 0,5 µl 

dNTPs (20 mM) 1,0 µl 

RNAse Inhibitor (40 U/ml) 0,5 µl 

Reverse Transkriptase  2,0 µl 

 

Im Anschluss erfolgte die Inkubation des Ansatzes für 90 min bei 42 °C und eine 

Hitzeinaktivierung für 10 min bei 70 °C. Der PCR-Ansatz sowie das 

PCR-Protokoll sind nachfolgend aufgelistet: 

PCR-Ansatz SeqAmp  PCR-Programm SeqAmp 

3ó oder 5ó cDNA 1,5 µl  Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenanzahl 

SeqAmp Puffer 12,5 µl  95 3 1 

10x Universal Primer Mix  2,5 µl  95 0,5 
40 

SeqAmp Polymerase 0,5 µl  ƴ 0,5 
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3ó oder 5ó genspezifische Primer 1,0 µl  72 2  

RNAse freies Wasser 7,0 µl  72 10 1 

Gesamtvolumen 25 µl  10 hold  

ƴ = 48°C oder 58 °C für TAT, 58 °C für FAS 

 

Nach der PCR wurden die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt und 

analysiert (4.13). 

 

4.13 Agarose-Gelelektrophorese 

Das Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf der negativen Ladung von 

Nukleinsäuren entlang des Phosphatrückgrates. Aufgrund dieser negativen 

Ladung können RNA- und DNA-Moleküle anhand ihrer Größe aufgetrennt und 

analysiert werden. Hierbei wurde die Agarosekonzentration entsprechend der 

Größe der aufzutrennenden Fragmente (4.2, 4.9) angepasst (1-1,5 % [w/v] in 

1 x TAE-Puffer). Für die spätere Visualisierung der Fragmente wurden 2 Tropfen 

Ethidiumbromid (0,025 %) in das Agarose-Gel gegeben. Für die Markierung der 

Lauffront und die Beschwerung der Proben wurden diese mit 6 x Loading dye 

versetzt. Als Längenstandard wurden 4 µl 1 kb GeneRuler DNA Ladder Mix 

verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Moleküle erfolgte durch 

das Anlegen einer Spannung von 90 V in 1 x TAE-Laufpuffer. Die 

Fotodokumentation des Gels wurde bei einer Wellenlänge von 470-520 nm 

durchgeführt. Die Zusammensetzung des TAE-Puffers sowie der 6 x Loading dye 

ist in 0 nachzulesen. 

 

4.14 DNA-Extraktion und Aufreinigung von Nukleinsäuren 

Sowohl die DNA-Extraktion aus Agarosegelen als auch die Aufreinigung von 

Nukleinsäuren erfolgte mittels des NucleoSpin Gel Extraction Kit (Macherey & 

Nagel). Die aufzureinigende Probe wurde mit NT-Puffer versetzt oder. im Falle 

der Gel-Extraktion, zunächst in Puffer NT aufgelöst. Die Aufbereitung der Proben 

erfolgte gemäß der Herstellerangaben und der Elutionsschritt wurde mit 40 µl 

A. dest. durchgeführt. Im Anschluss wurde photometrisch die Konzentration 

ermittelt (4.6) und die Proben bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.  

 

4.15  Herstellung CaCl2-kompetenter E. coli-Zellen 

Kompetente Bakterienzellen besitzen die Fähigkeit, DNA, beispielsweise in Form 

eines rekombinanten Plasmids, aufzunehmen. Für die Erzeugung 
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CaCl2-kompetenter Zellen wurden zunächst 2 ml einer E. coli EZ Vorkultur 

angezogen (37 °C, 220 rpm, über Nacht). Am darauffolgenden Tag erfolgte die 

Inokulation der Hauptkultur mit 2 ml der Vorkultur in 100 ml LB-Medium und dem 

entsprechenden Antibiotikum (4.21: Tabelle 9). Die Hauptkultur wurde bis zum 

Erreichen einer OD600 von 0,5 auf dem Horizontalschüttler (37 °C, 220 rpm) 

inkubiert. Es schloss sich die Zentrifugation (10 min, 4000 x g, 4 °C) der Zellen 

in sterilen 50 ml Reaktionsgefäßen an, sowie das Dekantieren des Überstandes. 

Das Zellsediment wurde in 10 ml einer kalten 100 mM CaCl2-Lösung 

aufgenommen und die Suspension erneut zentrifugiert (10 min, 4000 x g, 4 °C). 

Das Pellet wurde abermals in 10 ml der 100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert 

und für 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein weiterer 

Zentrifugationsschritt (10 min, 4000 x g, 4 °C). Die Zellen wurden schließlich in 

2 ml 100 mM CaCl2-Lösung aufgenommen, welche mit 15 % Glycerol versetzt 

war und à 150 µl aliquotiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren 

(Aufbewahrung bei -80 °C). Die Zellen wurden für die Transformation verwendet 

(4.17). 

 

4.16 Ligation 

Bei der Ligation können gezielt DNA-Fragmente miteinander verknüpft werden 

wie bspw. ein Wunschgen mit einem Plasmid. Der Ligationsansatz setzte sich 

wiefolgt zusammen: 

Insert x µl* 

Vektor x µl* 

10 x T4-DNA-Ligase-Puffer 2 µl 

T4-DNA-Ligase 2 µl 

Gesamtvolumen 20 µl 

* Für die Ligation wurden Vektor und Insert in einem molaren Verhältnis 

von 1:3 eingesetzt.  

 

Dafür wurden Vektor und Insert im Verhältnis 1:3 eingesetzt. Die Berechnung der 

exakten Volumina von Vektor (1) und Insert (2) kann mittels der unten stehenden 

Formel erfolgen. Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte über Nacht bei 

4 °C. Dieser wurde im Anschluss für die Transformation eingesetzt (4.17). 
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ὠὺ ᶻᶻ
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     (1) 

 

ὍὺὝ ὠὺ      (2) 

 

Il = Insertlänge [kb] 

 

Vl = Vektorlänge [kb] 

Ic = Konzentration Insert [ng/µl] Vc = Konzentration Vektor [ng/µl] 

Iv = Insert Volumen [µl] Vv = Vektor Volumen [µl] 

R = Verhältnis Vektor und Insert T = Gesamtvolumen [µl]  

 

 

 

4.17 CaCl2 vermittelte Transformation in E. coli 

Diese molekularbiologische Methode dient dem Einbringen fremder DNA (z. B. 

rekombinanter Plasmide) in einen Expressionsorganismus (hier E. coli). Der 

komplette Ligationsansatz (4.16) wurde dafür mit 70 µl CaCl2-kompetenter E. coli 

EZ-Zellen gemischt und die Suspension für 30 min auf Eis inkubiert. Es schloss 

sich ein Hitzeschock (90 sec) bei 42 °C an, um die Membran kurzzeitig 

durchlässig für das rekombinante Plasmid zu machen. Unmittelbar danach 

erfolgte die zweiminütige Inkubation des Ansatzes bei 4 °C. Im Anschluss wurden 

140 µl SOC-Medium (2.3) hinzugegeben und der Ansatz für 30 min bei 37 °C 

inkubiert. Schließlich erfolgte das Ausplattieren der Suspension auf LB-

Agarplatten (100 µg/ml Ampicillin, 80 µg/ml X-Gal, 50 µM IPTG) und die 

Inkubation dieser über Nacht (37 °C). Die Lagerung der Platten war im Anschluss 

bei 4 °C für einen Zeitraum von ca. 4 Wochen möglich. Es schloss sich die 

Erfolgskontrolle der Transformation an (4.18). 

 

4.18 Erfolgskontrolle der Transformation 

Die Beurteilung der Transformationseffizienz kann bei pDRIVE auf Basis der 

Blau-Weiß-Selektion erfolgen. Dieser Vektor kodiert für ein 

ɓ-Galactosidase-Gen, sodass bei Anwesenheit von X-Gal ein blauer Farbstoff 

gebildet wird, wenn das ɓ-Galactosidase-Gen nicht durch die Integration einer 

Fremd-DNA zerstört wurde. Innerhalb des ɓ-Galactosidase-Gens liegt die MCS 

(multiple cloning site). Sofern das Insert in die MCS integriert, wird das Leseraster 

der ɓ-Galactosidase unterbrochen, sodass die Kolonien daher weiß gefärbt sind. 

Folglich weisen blau gefärbte Kolonien eine intakte ɓ-Galactosidase auf (pDRIVE 

Vektor). Bei pET15b erfolgte die Selektion ausschließlich aufgrund der 
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Ampicillin-Resistenz. 

Das Ergebnis der Transformation wurde überprüft, indem ausgewählte Kolonien 

zunächst vermehrt wurden (4.21). Es schloss sich die Plasmidisolierung (4.23) 

gemäß der Herstellerangaben mittels QiaPrep Spin Miniprep Kit an. Im 

Anschluss erfolgte der Kontrollrestriktionsverdau (4.24), gelelektrophoretische 

Auftrennung (4.13), Konzentrationsbestimmung (4.6) und Sequenzierung 

(Seqlab). Das Sequenzierungsergebnis des Inserts wurde mittels BLAST-

Analysen untersucht (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

4.19 Homologe Rekombination 

Ligationsversuche (4.16) des HPPR-Gens aus A. racemosa in pET15b blieben 

erfolglos. Aufgrund dessen wurde das Gen mittels homologer Rekombination in 

pET15b gebracht. Hierf¿r wurden zunªchst Primer entworfen, die am 3ó- und 

5ó-Ende komplementär zum HPPR-Gen sind und daran anknüpfend einen 

Überhang aufweisen (rf-cloning.org). Dieser Überhang ist komplementär zu den 

an die MCS angrenzenden Regionen des Zielvektors pET15b. Zu Beginn wurde 

eine PCR (4.11) mit cDNA von A. racemosa und den Primern HPPRfwneu-HR 

und HPPRrevneu-HR (Anhang 10.15) durchgeführt. Nach der 

Agarosegelelektrophorese (4.13) wurde das Fragment aus dem Gel 

ausgeschnitten und aufgereinigt (4.14). Es schloss sich die Co-Transformation 

des desphosphorylierten Vektors (4.20) mit dem aufgereinigten HPPR-Fragment 

an. pET15b und HPPR wurden so eingesetzt, dass bei einem Gesamtvolumen 

des Ansatzes von 10 µl ein doppelter Überschuss der Insertkonzentration im 

Vergleich zu der des Vektors vorlag. Die Transformation erfolgte in E. coli EZ wie 

unter 4.17 beschrieben. 

 

4.20 Dephosphorylierung des Vektors 

Um zu verhindern, dass sich die Enden des Vektors nach der Restriktion mit NdeI 

und XhoI erneut zusammenlagern, wurde pET15b dephosphoryliert. Der Ansatz 

setzte sich aus 20 µl pET15b, 1 µl CIAP (calf intestinal alkaline phosphatase) und 

2,34 µl CIAP 10 x Puffer zusammen. Es schlossen sich die Inkubation des 

Ansatzes für 3 Stunden bei 37 °C und eine Hitzeinaktivierung (65 °C, 15 min) an. 

Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung des Vektors (4.14). 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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4.21 Übernachtkulturen 

Die Bakterienanzucht erfolgte unter sterilen Arbeitsbedingungen entweder aus 

der Stammkultur oder durch Transfer einer Kolonie von der Agarplatte in 

Nährmedium. Gegebenenfalls erfolgte die Zugabe eines Selektionsmarkers 

(Tabelle 9). Dafür wurde ein steriler Zahnstocher verwendet und dieser mit 

anhaftenden Bakterien in Nährmedium (2.3) überführt. Es schloss sich die 

Inkubation der Kulturen bei 37 °C und 220 rpm im Schüttelinkubator über Nacht 

an. Die Kulturen wurden für die PlasmidIsolierung (4.23), Expression (5.2) oder 

die Herstellung CaCl2-kompetenten Zellen (4.15) herangezogen. 

 

Tabelle 9: Medienzusätze zur Anzucht von Bakterienstämmen 

Stamm Antibiotikum Konzentration 

E. coli EZ (für die Herstellung CaCl2-

kompetenter Zellen) 

Tetracyclin 25 µg/ml 

E. coli EZ (mit pDrive- oder pET15b-Plasmid) Ampicillin 100 µg/ml 

SoluBL21 pET15b::ArHPPR Ampicillin 100 µg/ml 

SoluBL21 pET15b::ArTAT Ampicillin 100 µg/ml 

 

4.22 Anlegen einer Glycerol-Dauerkultur 

Nachdem die Übernachtkultur (4.21) eine OD600nm von 0,4-0,6 erreicht hatte, 

wurde daraus eine Dauerkultur angelegt. Die Konservierung einzelner Klone 

erfolgte, indem 425 µl der Übernachtkultur mit 75 µl Glycerin versetzt wurden. Es 

schloss sich das Schockfrosten der Bakterien in flüssigem Stickstoff und die 

Lagerung bei -80 °C an. 

 

4.23 Plasmidpräparation aus E. coli 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA wurden Übernachtkulturen (4.21) der 

entsprechenden E. coli-Stämme erstellt. Im Anschluss der Kultivierung erfolgte 

die Zentrifugation (13.000 x g, 10 min) von 2 x 1,5 ml der Kultur. Das Pellet wurde 

entsprechend der Herstellerangaben in Puffer P1 resuspendiert und die weiteren 

Schritte des QIAprep® Spin Miniprep Kit Protokolls befolgt. Anders als im 

Herstellerprotokoll empfohlen, erfolgte die Elution des Plasmids in 30 µl A. dest.. 

Die Plasmidkonzentration wurde photometrisch bestimmt (4.6) und die Plasmide 

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die Qualitätskontrolle der 

Plasmide erfolgte über einen Restriktionsverdau (4.24), eine anschließende 

gelelektrophoretische Auftrennung (4.13) und Sequenzierung (Seqlab).  
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4.24 Restriktionsverdau von DNA 

Restriktionsendonukleasen besitzen die Fähigkeit, in der DNA befindliche 

Phosphodiesterbindungen aufgrund des Erkennens spezifischer Sequenzmotive 

zu spalten, und können somit der spezifischen Spaltung von DNA dienen. 

Nachfolgend ist die Zusammensetzung des Restriktionsansatzes beschrieben, 

der mit den entsprechenden aufgelisteten Enzymen (Tabelle 10) hergestellt 

wurde. 

 

Plasmid 3 µl 

10 x Puffer 1,5 µl 

Enzym I 0,5 µl 

(Enzym II 0,5 µl) 

A. dest. ad 15 µl 

 

Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte, je nach Enzym, für 1-3 h bei 

37 °C. Der Ansatz wurde mit 6 x Loading dye versetzt und gelelektrophoretisch 

aufgetrennt (4.13).  

 

Tabelle 10: Restriktionsenzyme (Źŷ Restriktionsschnittstelle) 

Enzym Erkennungssequenz Puffer 

EcoRI 5ô-GŹAATTC-3ô 

3ô-CTTAAŷG-5ô 

Buffer EcoRI 

 

NdeI 

 

5ô-CAŹTATG-3ô 

3ô-CTATŷAC-5ô 

Buffer Red 

 

XhoI 

 

5ô-CŹTCGAG-3ô 

3ô-GAGCTŷC-5ô 

Buffer Red 

 

 

4.25 Aufreinigung von Nukleinsäuren 

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde mittels des NucleopSpin® 

Extract II Kit gemäß der Herstellerangaben durchgeführt. Im Anschluss erfolgte 

die Qualitätsüberprüfung durch die Konzentrationsbestimmung im Photometer 

(4.6).  
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5. Biochemische Methoden   

5.1 Herstellung von Enzymrohextrakten aus Pflanzen 

Für die Voruntersuchung der Enzymaktivität erfolgte die Herstellung von 

Pflanzenrohextrakten aus Kallus- und Suspensionsmaterial von P. japonicus und 

A. racemosa. Für die Herstellung eines Rohextraktes wurde Zellmaterial (5 g) 

zusammen mit Polyclar 10 (1 g) eingewogen. Die Zellen wurden in 5 ml 0,1 M 

KPi-Puffer (2.2), 1 mM DTT und 1 mM DIECA suspendiert. Alle weiteren Schritte 

erfolgten zum Schutz der Enzyme auf Eis. Der Ansatz wurde insgesamt dreimalig 

für je 30 sec homogenisiert (Ultra-Turrax). Zwischen den 

Homogenisierungsschritten erfolgte das Abkühlen der Proben auf Eis für je 

30 sec. Im Anschluss schloss sich ein Zentrifugationsschritt an (10.000 x g, 

10 min, 4 °C). Der Überstand (Rohextrakt) wurde aliquotiert und bis zur 

Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Rohextrakte wurden für enzymatische 

Tests herangezogen (5.15). 

 

5.2 Proteinexpression und Zellernte 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ArTAT (diese Arbeit), ArH(P)PR (diese Arbeit), 

ACS_19 (Trudeau et al. 2018), ArCAS (Werner 2018) und eine Isoform der 

ArCAS (Werner 2018) in Bakterien exprimiert. Für die Expression der Proteine 

erfolgte zunächst die Anzucht des Klons aus der Glycerol-Dauerkultur (4.21). Am 

darauffolgenden Tag wurde die Hauptkultur inokuliert, indem 100 ml LB- oder 

TB-Medium (2.3, 10 mg/ml Ampicillin) mit 2 ml der Übernachtkultur versetzt 

wurde. Zur Kontrolle des Wachstums wurde die optische Dichte bei 600 nm 

(OD600) zu Beginn und zwischendrin bestimmt. Ab einer OD600 von 0,4 erfolgte 

die Induktion mit 100 µl 1 M IPTG. Die weitere Inkubation der Hauptkultur erfolgte 

über Nacht bei 25 °C und 180 rpm im Horizontalschüttler. 

Für die Zellernte erfolgte die Zentrifugation der Zellen bei 6000 x g für 10 min bei 

4 °C. Der Überstand wurde verworfen und das Gewicht des Pellets bestimmt. Es 

schloss sich das Einfrieren des Pellets in flüssigem Stickstoff an, sowie die 

Lagerung für 2 h bei -80 °C.  

Nach dem Auftauen der Zellen auf Eis erfolgte die Zugabe von 4 ml 0,1 M 

KPi-Puffer/1 g Pellet (pH 7,0, 2.2) und die Resuspension. Anschließend wurde 

die Suspension mit einer Spatelspitze Lysozym versetzt und für 30 min auf Eis 

inkubiert. Der Ansatz wurde insgesamt viermalig für je 15 sec homogenisiert 

(Ultraschallstab). Zwischen den Homogenisierungsschritten erfolgte das 

Abkühlen der Proben auf Eis für je 15 sec. Es schloss sich ein 
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Zentrifugationsschritt an (6000 x g, 10 min, 4 °C). Der Proteinüberstand 

(Rohextrakt) wurde bis zur Aufreinigung (5.3) bei -20 °C gelagert. 

 

5.3 Affinitätschromatographie mittels Nickel-NTA-Säule 

Zunächst erfolgte die Herstellung der Säulen, indem die Nickel-NTA-Suspension 

zunächst gut durchmischt und 1 ml des Materials in die Säule gegeben wurde. 

Im Anschluss schloss sich das Ablassen der überschüssigen Flüssigkeit und das 

dreimalige Waschen mit Wasser an. Die benötigten Puffer sind unter 2.7 zu 

finden. Die Nickel-NTA-Säule wurde mit 30 ml A. dest. gespült. Im Weiteren 

erfolgte die Äquilibrierung dieser mit 10 ml His-Tag-Bindepuffer. Der Rohextrakt 

wurde 1:10 mit 100 mM Imidazol-Lösung (inkl. 3 M NaCl) versetzt und die Säule 

damit beladen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der beladenen Säule für 

1 Stunde auf Eis auf dem Horizontalschüttler (Kühlraum). Während der 

nachfolgenden Schritte wurden Proben für die SDS-PAGE (5.8) bzw. den 

Western Blot (5.9) gesammelt. Zunächst wurde der Durchfluss aus der Säule in 

einem Auffanggefäß gesammelt. Ab hier erfolgte die Aufreinigung für die ArTAT 

anders als für die ArH(P)PR, wie dies in Tabelle 11 zusammengefasst ist. In 

beiden Fällen wurde mit einer niedrigen Imidazolkonzentration begonnen und 

diese im zeitlichen Verlauf erhöht. 

 

Tabelle 11: Aufreinigung der ArH(P)PR und ArTAT 

Imidazolkonzentration im Waschpuffer ArTAT ArH(P)PR 

5 mM 1 x 3 ml - 

10 mM 1 x 3 ml - 

20 mM (Waschpuffer 1) - 3 x 3 ml 

40 mM 1 x 3 ml - 

50 mM (Waschpuffer 2) 1 x 3 ml - 

100 mM 1 x 3 ml - 

150 mM 1 x 3 ml - 

200 mM 1 x 3 ml - 

250 mM (Elutionspuffer) 1 x 3 ml 1 x 3 ml 

 

Bis zur weiteren Verwendung konnte die Lagerung der Proben bei -20 °C 

erfolgen. Das Ni-NTA-Eluat wurde schließlich für die Entsalzung auf 
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PD10-Säulen aufgetragen (5.4). Für die Regeneration der Säulen wurden die 

nachfolgenden Flüssigkeiten verwendet: 10 ml A. dest., 10 ml Ni-NTA-

Waschpuffer, 10 ml A. dest., 10 ml 20 % EtOH. Die Lagerung der Säulen erfolgte 

im Kühlraum. 

 

5.4 Entsalzung des Ni-NTA-Eluates (PD10-Säulen) 

Um das Imidazol des Ni-NTA-Eluates aus der Probe zu entfernen, wurden 

PD10-Säulen verwendet. Die Säule wurde mit 30 ml 0,1 M KPi-Puffer (pH 7,0, 

2.2) äquilibriert und anschließend mit 2,5 ml Ni-NTA-Eluat beladen (5.3). Es 

schloss sich die Elution der Proteine in 3,5 ml 0,1 M KPi-Puffer (pH 7,0) an. Die 

Probe wurde aliquotiert, in flüssigem Stickstoff gefroren und bis zur weiteren 

Verwendung bei -80 °C gelagert. Das PD10-Eluat wurde für die SDS-PAGE (5.8), 

den Western Blot (5.9) und Enzymtests herangezogen (5.10, 5.11). Dafür wurde 

zuvor die Proteinkonzentration (5.5) ermittelt. Die Regeneration der Säule 

erfolgte mit 30 ml A. dest. und die Lagerung im Kühlraum. 

 

5.5 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Coomassie Brilliant 

Blue G250 (2.7) am Photometer. Während der ungebundene Farbstoff sein 

Absorptionsmaximum bei 470 nm aufweist, verschiebt sich das 

Absorptionsmaximum durch die Bindung an Proteine auf 595 nm 

(Bradford 1976).  

Zunächst wurde eine Kalibriergerade erstellt, indem Proteinkonzentrationen von 

0,125-1 mg/ml einer Rinderserumalbumin (BSA)-Stammlösung photometrisch 

vermessen wurden. Hierfür wurde 1 ml Bradford-Reagenz in Küvetten vorgelegt 

und 10 µl der Probe oder der BSA-Stammlösung hinzugegeben. Nach der 

Inkubation des Ansatzes für 15 min bei Raumtemperatur erfolgte die 

Bestimmung der Absorption bei 595 nm. Anhand der Absorptionen konnte eine 

Gerade ermittelt werden und schließlich die Proteinkonzentration der Probe 

berechnet werden (Anhang 10.5: Abbildung 97). 

 

5.6 Trichloressigsäure-Proteinfällung 

Mit Hilfe der Trichloressigsäure-Fällung können Proteinlösungen aufkonzentriert 

werden. Dies wird dadurch ermöglicht, dass Trichloressigsäure (TCA) die 

Hydrathülle des Proteins, aufgrund der Zerstörung der 
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Wasserstoffbrückenbindungen, beschädigt. Durch die Ausfällung der Proteine 

können diese durch Zentrifugation separiert werden (Koontz 2014).  

Ein Teil der Proteinlösung wurde mit dem äquivalenten Volumen einer 40 % 

TCA-Lösung versetzt und anschließend für 60 min bei 4 °C gelagert. Es schloss 

sich ein Zentrifugationsschritt an (16.000 x g, 20 min, 4 °C) und die Abnahme des 

Überstandes. Für die Entfernung der restlichen Trichloressigsäure erfolgte das 

zweimalige Waschen des Pellets mit kaltem 80 % Aceton. Im Anschluss wurde 

der Überstand entfernt, das Pellet in der Speedvac getrocknet und in 20 µl 0,1 M 

Natriumcarbonatlösung (mit 10 % Saccharose) resuspendiert. Die 

aufkonzentrierten Proben konnten schließlich für Enzymtests verwendet werden 

(5.17.2). 

 

5.7 Perchloressigsäure-Fällung 

Es wurde untersucht, ob die Entfernung der Proteine (Deproteinisierung) mit 

Perchloressigsäure (PCA) eine Asuwirkung auf die Detektion von Glycolyl-CoA 

besitzt (Shurubor et al. 2017). Dabei wurde eiskalte PCA in einer finalen 

Konzentration von 1 M zu den abgestoppten Enzymtests gegeben und für 5 min 

auf Eis inkubiert. Es schloss sich die Zentrigfugation der Proben an (2 min, 

13.000 x g, 4 °C). Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt 

und eiskalte 2 M KOH (Menge soll 34 % des Überstandes entsprechen) zugefügt 

und die Probe durchmischt. Zur Neutralisierung der Probe wurde der pH-Wert mit 

0,1 M KOH oder PCA auf 6,5-8,0 eingestellt. Es schloss sich eine erneute 

Zentrifugation der Proben an (15 min, 13.000 x rpm, 4 °C). Im Anschluss wurden 

die deproteinisierten und neutralisierten Proben mittels HPLC analysiert (6.8.3). 

 

5.8 SDS-PAGE 

Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

stellt eine etablierte Methode zur Auftrennung von Proteinen dar. Bei dem 

Anlegen eines Spannungsfeldes werden die Proteine ausschließlich anhand 

ihrer Molekulargewichte aufgetrennt, da ihre Eigenladung zuvor durch die 

Behandlung mit SDS neutralisiert wurde. Das SDS-Polyacrylamid-Gel besteht 

aus einem Sammelgel, welches der Konzentrierung der Proben an der Grenze 

zwischen Sammel- und Trenngel dient, und dem Trenngel. Im Trenngel erfolgte 

schließlich die Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichtes. Die 
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beiden Gele wurden entsprechend des unten aufgeführten Schemas vorbereitet. 

Die Zusammensetzungen der Puffer und Lösungen sind unter 2.8 nachzulesen. 

Dabei wurde die Polymerisierung durch TEMED und den Radikalstarter APS 

erreicht. Nach dem Gießen des Trenngels wurde dieses mit Wasser 

überschichtet, um die Bildung von Luftblasen zu verhindern. Nach der 

Auspolymerisierung des Trenngels wurde das Wasser entfernt und das 

Sammelgel gegossen. 

 

Trenngel µl  Sammelgel µl 

1,5 M Tris/HCl-Puffer (pH 8,8) 1250  0,5 M Tris/HCl-Puffer (pH 6,8) 625 

A. dest. 1450  A. dest. 1400 

Acrylamid Roti 30 % 2000  Acrylamid Roti 30 % 375 

10 % SDS 200  10 % SDS 100 

TEMED 8  TEMED 5 

10 % APS 35  10 % APS 20 

   Bromphenolblau 2,5 

 

 

Für die Probenvorbereitung wurden 15 µl Probe mit 5 µl 4 x Laemmli-Puffer 

versetzt und die Proben für 10 min bei 95 °C denaturiert. Als Größenstandard 

erfolgte das Auftragen von 5 µl Roti®-Mark Tricolor. Die Auftrennung der Proben 

erfolgte nach dem Anlegen einer Spannung von 200 V und 100 mA für 60 min. 

Das SDS-Gel wurde schließlich für die spezifische Proteindetektion (5.9) 

verwendet oder direkt mit Coomassie Brilliant Blue R250 gefärbt. Für die 

Gelfärbung wurde das Gel kurz in der Färbelösung im Mikrowellenofen 

aufgekocht und anschließend mehrmals mit der Entfärbelösung auf dem 

Horizontalschüttler entfärbt. 

 

5.9 Western Blot semi-dry 

Beim Western Blot erfolgt die Übertragung von Proteinen von einem SDS-Gel 

(5.8) auf eine geeignete Trägermembran. Mittels einer spezifischen 

Antikörper-Reaktion kann schließlich die immunochemische Detektion durch 

spezifische Antikörper erfolgen.  

 

Aufbau und Vorbereitungen: 

Nach der Entnahme des SDS-Gels aus der Kammer wurde es nicht gefärbt, 

sondern für 30 min in Transferpuffer auf dem Horizontalschüttler äquilibriert. 
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Parallel hierzu erfolgte das Zuschneiden der positiv geladenen PVDF-Membran 

auf die Größe des Trenngels, wobei darauf zu achten war, unbedingt 

Handschuhe zu tragen, um die Bindefähigkeit der Membran nicht zu 

verschlechtern. Weiterhin wurden 8-12 Filterpapiere zugeschnitten, welche 

dieselbe Größe wie die Membran aufwiesen. Die Membran wurde für 15 s in 

Methanol geschwenkt und anschließend für 2 min in Reinstwasser äquilibriert. 

Es schloss sich eine fünfminütige Benetzung der Membran in Transferpuffer (2.9) 

an. Währenddessen erfolgte die Äquilibrierung der Filterpapiere in 

Transferpuffer, bevor die Papiere für den Blot wie in Abbildung 19 geschichtet 

wurden. 

 

 

Abbildung 19: Schematischer Aufbau der Western Blot Apparatur 

 

Bei den nachfolgenden Schritten bezüglich des Blot-Aufbaus war stets darauf zu 

achten, die Bildung von Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen zu 

unterbinden. Die Hälfte der Filterpapiere wurden einzeln und stets luftblasenfrei 

auf die Anode geschichtet. Es schloss sich die Platzierung der Membran auf den 

Filterpapieren an, sowie das akkurate Auflegen des SDS-Gels. Im Weiteren 

wurden die verbleibenden Filterpapiere einzeln über das SDS-Gel geschichtet. 

Schließlich erfolgte das Aufsetzen der Kathode und somit der Zusammenbau der 

Blot-Apparatur. Die Stromstärke war hierbei abhängig von der Gelgröße: 

2 mA/cm2 Gel (90 min). Nach Ablauf der Übertragungszeit wurde das SDS-Gel 

wie unter 5.8 beschrieben gefärbt und die Membran weiterentwickelt. 

 

Entwicklung des Blottes:  

Alle Lösungen und Puffer sind unter 2.9 nachzulesen. Die Membran wurde mit 

Handschuhen entnommen und auf dem Horizontalschüttler in TBS-Puffer 

geschwenkt (3 x 5 min). Die Blockierung der Membran mit Blocking-Lösung 

konnte über Nacht bei 4 °C erfolgen oder für 1 h bei Raumtemperatur (RT). 

Dieser Schritt verhinderte, dass weitere Proteine an der Membran adhärieren 
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konnten. Es schlossen sich zwei Waschschritte in TBS-T-Puffer an (je 5 min) 

bevor die Inkubation mit dem primären Antikörper (Anti-His-Tag), welcher 

1:10.000 in 1 % Magermilchpulver (gelöst in TBS-T-Puffer) verdünnt worden war, 

stattfand (1 h RT oder über Nacht bei 4 °C).  

Das anschließende sechsmalige Waschen der Membran mit TBS-T-Puffer 

(je 5 min) diente der Entfernung ungebundener primärer Antikörper. Es schloss 

sich die einstündige Inkubation der Membran mit dem sekundären Antikörper 

(Anti-Maus-Antikörper gekoppelt an Alkalische Phosphatase; 1:20.000 in 

TBS-T-Puffer) bei Raumtemperatur an (alternativ: 4 °C über Nacht). Die 

Membran wurde erneut mit TBS-T-Puffer gewaschen (4 x 5 min) und 

anschließend für 5 min in Substratpuffer gelegt. Für die Detektion des mit 

His-Tag versehenen Proteins erfolgte die 15- bis 30-minütige Inkubation in 

Substratpuffer. Proteine, die einen 6 x His-Tag und damit das entsprechende 

Antigen des primären Antikörpers aufweisen, färben sich dunkel an. Der 

Reaktionsstopp wurde durch dreimaliges Waschen mit Wasser erzielt. Im 

Anschluss erfolgte die Fotodokumentation der Membran. 

 

5.10 Charakterisierung der ArH(P)PR 

Für alle enzymatischen Messungen wurden die aufgereinigten PD10-Eluate (5.4) 

verwendet. Es wurden stets mindestens drei technische und drei biologische 

Replikate gemessen. Die Aktivitätsanalyse erfolgte als photometrische 

Intervallmessung bei einer Wellenlänge von 380 nm. Die Produktbildung wurde 

zusätzlich mittels LC-MS (6.9) nachgewiesen. 

 

5.10.1.1 Synthese der ArH(P)PR 

Die Amplifikation der ArH(P)PR aus Frischpflanzenmaterial oder aus 

Zellkulturmaterial verblieb lange erfolglos. Daher wurde beschlossen, die 

Synthese der ArH(P)PR (scaffold 2075208) anhand der Genbanksequenz in 

Auftrag zu geben (Eurofins Genomics®). Die synthetisierte Sequenz war auf 

Nukleotidebene identisch mit der ArH(P)PR-Sequenz der Datenbank. Diese 

H(P)PR-Variante wurde im Rahmen dieser Arbeit als ArH(P)PR synth 

bezeichnet, um auf den Ursprung der Sequenz hinzuweisen. Dadurch gelang 

auch die Unterscheidung zur selbst isolierten H(P)PR-Variante, die als 

ArH(P)PR orig bezeichnet wurde, um den Ursprung der Sequenz Ăoriginalñ aus 

A. racemosa-Zellmaterial zu symbolisieren. 
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5.10.2 Überprüfung der Aktivität  

Zur ersten Überprüfung der Enzymaktivität erfolgte die Herstellung und 

Vermessung eines ĂStandardñ-Assays (Janiak 2007, Busch 2022). Dieses setzte 

sich wie folgt zusammen: 

 

ArH(P)PR (0,328-0,412 mg/ml) 20 µl 

NADPH (50 mM) 20 µl 

pHPP (25 mM) 20 µl 

0,1 M KPi pH 7,5 (2.2) 960 µl 

 

Die Herstellung der 4-Hydroxyphenylpyruvat-Lösung (pHPP) musste immer 

frisch erfolgen. Diese wurde auch verwendet, um die enzymatische Reaktion zu 

starten. Die Messung wurde als Intervallmessung über einen Zeitraum von 5 min 

durchgeführt und die Küvetten hierfür im Photometer (380 nm) auf 38 °C 

temperiert. Als Negativkontrolle erfolgte die Messung eines Assays mit der 

äquivalenten Menge des aufgereinigten Leervektor PD10-Eluates (5.4). 

 

5.10.3 Bestimmung der optimalen Parameter 

Das Assay für die Bestimmung des Temperaturoptimums und pH-Optimums sind 

unter 5.10.2 zu finden. Für das Temperaturoptimum wurden am temperierten 

Photometer Temperaturen zwischen 5 und 60 °C in 5 °C-Schritten eingestellt. 

Dabei wurde stets eine Referenzküvette im temperierten Probenraum mitgeführt 

und die exakte Temepratur mit einem Temperaturfühler bestimmt. Für das 

pH-Optimum (4,0-10,0) wurde schließlich eine Temperatur von 38 °C eingestellt 

und das Assay abgewandelt, indem der KPi-Puffer (2.2) durch die äquivalente 

Menge Britton-Robinson-Puffer (2.2) ersetzt wurde. Die pH-Werte wurden in 

0,5er Schritten eingestellt. Für die Bestimmung des exakten pH-Wertes im 

Testansatz erfolgte im Anschluss die Vermessung des Assays mit einer 

pH-Elektrode. Anhand der Absorptionen konnten die spezifischen Aktivitäten 

berechnet und Rückschlüsse auf die optimalen Reaktionsbedingungen für 

ArH(P)PR gezogen werden. 
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5.10.4 Einfluss von DTT und Ascorbat auf ArH(P)PR 

Für die Aktivität der ArH(P)PR wurde untersucht, ob die Zugabe von DTT und 

Ascorbat einen Einfluss auf die spezifische Aktivität hat. Das Assay setzte sich 

wie folgt zusammen: 

 

ArH(P)PR (0,328-0,412 mg/ml) 20 µl 

NADPH (50 mM) 20 µl 

4-Hydroxyphenylpyruvat (25 mM) 20 µl 

0,1 M DTT 40 µl 

1 mM Ascorbat 40 µl 

0,1 M KPi pH 7,5 (2.2) 860 µl 

 

Die Inkubation der Probe erfolgte bei 38 °C mit der gleichzeitigen Vermessung 

bei 380 nm für 10 min. Die Vergleichmessung erfolgte ohne DTT und Ascorbat. 

 

5.10.5 Substratakzeptanz 

Es wurde überprüft, ob die ArH(P)PR die folgenden sechs Substrate akzeptiert: 

4-Hydroxyphenylypruvat (pHPP), 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat (DHPP), Pyruvat, 

Phenylpyruvat, 4-Hydroxy-3-Methoxyphenylpyruvat (4H3MPP) und 

ɓ-Hydroxypyruvat (ɓ-HP). Das Assay setzte sich wie unter 5.10.2 erwähnt 

zusammen. Jedes Substrat wurde auf eine Endkonzentration von 0,5 mM 

eingestellt und die Akzeptanz anhand der spezifischen Aktivitäten bestimmt. Die 

Bildung der Produkte wurde photometrisch verfolgt, sowie mit LC-MS überprüft 

(6.9). 

 

5.10.6 Analyse der kinetischen Parameter 

Die Beurteilung der Michaelis-Konstanten (Km), der Maximalgeschwindigkeit 

(Vmax) und der katalytischen Effizienzen (kcat/Km) erfolgte anhand der 

spezifischen Enzymaktivitäten bei verschiedenen Substratendkonzentrationen 

(Substrat-Sättigungskinetik). Das Assay wurde mit 0,1 M KPi-Puffer pH 7,5 (2.2) 

hergestellt und bei 38 °C temperiert (380 nm). Dabei wurden 20 µl der 

ArH(P)PR synth (0,382 mg/ml) eingesetzt. Als Substrate (diese wurden in 0,1 M 

KPi pH 7,5 gelöst) wurden 4-Hydroxyphenylypruvat (pHPP), 

3,4-Dihydroxyphenylpyruvat (DHPP), Pyruvat (P), Phenylpyruvat (PP) und 

ɓ-Hydroxypyruvat (ɓ-HP) analysiert (Tabelle 12). Als Co-Substrate wurden 
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NADPH und NADH genutzt und miteinander verglichen. Mit Ausnahme von ɓ-HP 

(5 min) erfolgte die Messung über einen Zeitraum von 10 min. Die Auswertung 

erfolgte nach Michaelis und Menten (1913) mit Hilfe der Software GraphPad 

Prism 10. Zusätzlich wurde nachträglich auch die Auswertung nach Hanes-Woolf 

angewendet. Nachfolgend sind die Konzentrationsbereiche der einzelnen 

Substrate aufgelistet: 

 

Tabelle 12: Übersicht der getesteten (Co-)Substratendkonzentrationen 

Variiertes Substrat Konstantes Substrat 

NADH 0-1,5 mM 
pHPP 12 mM 

NADPH 0-1,5 mM 

pHPP 0-25 mM 

NADPH 1 mM 

ɓ-HP 0-4 mM (0-20 mM) 

DHPP 0-40 mM 

P 0-48 mM 

PP 0-25 mM 

 

5.11 Charakterisierung der ArTAT 

Für alle enzymatischen Messungen wurden die aufgereinigten PD10-Eluate 

verwendet (5.4). Es wurden stets mindestens drei technische und drei 

biologische Replikate gemessen. Die Analyse der Aktivität erfolgte als 

Endpunktbestimmung am Photometer. Die Produktbildung wurde zusätzlich 

mittels LC-MS (6.9) nachgewiesen.  

 

5.11.1 Synthese der ArTAT 

Da zahlreiche Amplifikationsversuche der TAT aus Zellmaterial (frisches 

Blattmaterial oder Suspensionkultur) aus A. racemosa erfolglos verliefen, 

erfolgte die codonoptimierte Bestellung der synthetischen TAT (scaffold 

2075688). Dieses synthetisierte Gen wurde direkt in dem Expressionsvektor 

pET15b geliefert (BioCat). Im Vergleich zur Datenbanksequenz unterschied sich 

die Sequenz der TAT auf Nukleotidebene, da diese Codon-optimiert geliefert 

wurde. Auf Proteinebene war die synthetisierte Sequenz identisch mit der aus 
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der Datenbank. Zur Überprüfung erfolgte die Kontrollrestriktion mit NdeI und XhoI 

(4.24), die Analyse durch gelelektrophoretische Auftrennung (4.13) und der 

anschließende Transfer in E. coli EZ und darauffolgend in E. coli SoluBL21 

(4.17). Die Zellen wurden schließlich angezogen (4.21), und das Protein 

exprimiert (5.2), isoliert (5.2), aufgereinigt (5.3, 5.4) und die Expression (5.9) 

nachgewiesen.  

 

5.11.2 Überprüfung der Aktivität  

Die Überprüfung der Enzymaktivitªt erfolgte, indem das ĂStandardñ-Assay 

(Busch 2022), wie nachfolgend aufgeführt, zusammengestellt wurde: 

 

ArTAT (0,081 mg/ml) 10 µl 

Pyridoxalphosphat (2 mM) 4 µl 

L-Tyrosin (150 mM) 7 µl 

2-Oxoglutarat (1 M) 20 µl 

 

Als Negativkontrolle erfolgte die Messung eines Assays mit der äquivalenten 

Menge von Proteinpräparationen aus Bakterien, die mit dem Leervektor 

(pET15b) transformiert waren. Das Assay (in Tris/HCl, 2.2) wurde für 30 min im 

Wasserbad bei 48 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inaktivierung mit 50 µl 

6 M KOH. Daraufhin wurde die Probe erneut für 30 min bei 48 °C inkubiert. Die 

Endpunktbestimmung erfolgte bei einer Wellenlänge von 330 nm. Durch die 

Alkalisierung des Enzymtestes beim Inaktivieren wird das gebildete Produkt 

pHPP zu 4-Hydroxybenzaldehyd umgewandelt. Dieses besitzt sein 

Absorptionsmaximum bei 330 nm und ermöglicht somit die indirekte Analyse der 

Produktbildung. Für die Vermessung erfolgte das Verdünnen der Probe in 

Verdünnungslösung (6 Teile 6 M KOH, 4 Teile H2O, 21 Teile 1 M Tris/HCl 

pH 9,0). 

 

5.11.3 Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen 

Die grundlegende Zusammensetzung der Assays für die Bestimmung des 

Temperaturoptimums und pH-Optimums, sowie die Durchführung und 

Vermessung, sind unter 5.11.2 nachzulesen. Für das pH-Optimum (4,0-10,0) 

erfolgte die Zugabe von 209 µl Britton-Robinson-Puffer (2.2) anstelle des 

Tris/HCl-Puffers (2.2), deren pH-Werte in 0,5er Schritten eingestellt wurden. 
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Zusätzlich wurde analog jeweils ein Referenzansatz pipettiert, in dem der 

pH-Wert mit einer pH-Elektrode überprüft wurde. Das Temperaturoptimum wurde 

in 5 °C-Schritten im Thermoblock durchgeführt. Je Temperaturänderung wurde 

ein Referenzgefäß frisch in den Thermoblock gestellt, in dem die tatsächliche 

Temperatur innerhalb des Reaktionsgefäßes gemessen wurde. Zur Ermittlung 

der Parameter erfolgte die Endpunktbestimmung photometrisch (5.11.2). 

 

5.11.4 Zeitreihe 

Die Enzymtests wurden wie unter 5.11.2 hergestellt und behandelt. Die 

Inkubation der Tests erfolgte bei 45 °C in 1 M Tris/HCl pH 9,0 (2.2). Die 

Inaktivierung der Enzymreaktion fand nach 0, 2, 5, 7, 5, 10, 15, 30 und 60 min 

mit 50 µl 6 M KOH statt. Es schloss sich die photometrische 

Endpunktbestimmung bei 330 nm an (5.11.2). 

 

5.11.5 Ermittlung kinetischer Parameter 

Anhand der spezifischen Enzymaktivitäten bei verschiedenen 

Substratendkonzentrationen können Enzyme charakterisiert werden (Substrat-

Sättigungskinetik). Durch Auswertung nach Michaelis und Menten (1913) können 

Aussagen über die Michaelis-Konstante (Km), die Maximalgeschwindigkeit (Vmax) 

und die katalytische Effizienz (kcat/Km) getroffen werden. Zusätzlich wurden 

nachträglich auch die Hanes-Woolf Auswertungen vollzogen. Das Assay wurde 

in 1 M Tris/HCl pH 9,0 (2.2) in einem Gesamtvolumen von 250 µl durchgeführt. 

Die Substrate L-Tyrosin und L-Phenylalanin wurden in 0,5 M HCl und Pyruvat in 

1 M Tris/HCl pH 9,0 gelöst. Die Lösung der Co-Substrate erfolgte in 1 M Tris/HCl 

pH 9,0. Im Enzymtest wurden 10 µl unverdünnte ArTAT (0,081 mg/ml) 

eingesetzt, und die PLP-Endkonzentration belief sich auf 32 µM. 

Die Proben wurden bei 45 °C für 30 min im Thermoblock inkubiert und mit 50 µl 

6 M KOH inaktiviert. Es schloss sich die Nachinkubation für 30 min bei 45 °C an 

und die Endpunktbestimmung am Photometer (Tabelle 13). Dabei erfolgte die 

Verdünnung der Proben in Verdünnungslösung (6 Teile 6 M KOH, 4 Teile H2O, 

21 Teile 1 M Tris/HCl pH 9,0). 
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Tabelle 13: Auflistung der Endkonzentrationen für die ArTAT-Kinetik 

Variiertes Substrat Wellenlänge 

[nm] 

Konstantes Substrat 

[mM] 

PLP 

[µM] 

L-Tyrosin 0-12 mM 330 2-Oxoglutarat 80 32 

L-Phenylalanin 0-60 mM 320 2-Oxoglutarat 80 32 

2-Oxoglutarat 0-150 mM 330 L-Tyrosin 5 32 

2-Oxalacetat 0-1 M 330 L-Tyrosin 5 32 

Pyruvat 0-1 M 330 L-Tyrosin 5 32 

 

 

5.11.6 Substratakzeptanz 

Es wurde überprüft, ob die ArTAT die folgenden Substrate akzeptiert, die in dem 

jeweils angegebenen Lösungsmittel gelöst waren wurden (Busch 2022): 

L-Tyrosin (0,5 M HCl), D-Tyrosin (0,5 M HCl), L-Phenylalanin (0,5 M HCl), 

L-Asparaginsäure (0,5 M HCl), L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (0,5 M HCl), 

L-Tryptophan (A. dest.), L-Alanin (A. dest.), L-Serin (A. dest.), Prephenat 

(A. dest.). Für die Verwendung von Prephenat wurde L-Glutamat (0,5 M HCl) 

anstelle von 2-Oxoglutarat hinzugegeben. Das Assay setzte sich wie folgt 

zusammen und wurde für 45-60 min bei 45 °C inkubiert: 

 

ArTAT (0,081 mg/ml) 20 µl 

Pyridoxalphosphat (2 mM) 4 µl 

Aminosäure (25 mM) 7 µl 

2-Oxoglutarat (1 M) 20 µl 

0,1 M KPi pH 8,5 (2.2) 209 µl 

 

Das Abstoppen der Proben erfolgte durch Hitzeinaktivierung (80 °C, 10 min). Die 

Enzymtests wurden im Anschluss über Dünnschichtchromatographie (6.7.1) und 

LC-MS (6.9) analysiert. 

 

5.11.7 Vorbereitung der Proben für LC-MS 

Für den Nachweis von Arogenat wurde das TAT-Assay mit Hitze abgestoppt und 

vor der LC-MS-Analyse durch OPA-Derivatisierung (o-Phthalaldehyd) behandelt. 

Für die Derivatisierung wurden 30 µl der Probe mit 10 µl Acetonitril und 10 µl 

OPA-Lösung versetzt. Die OPA-Lösung setzte sich zusammen aus 0,27 % OPA, 

10 % Methanol, 0,05 % ɓ-Mercaptoethanol, Boratpuffer pH 8,8 (0,078 M H3BO3, 
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0,03 M Na2B4O7 x 10 H2O, 0,02 M NaCl). Es schloss sich die unmittelbare 

Analyse durch LC-MS (6.9) an. 

 

5.12 Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten 

Der molare Extinktionskoeffizient konnte anhand von mindestens drei 

Messwerten über lineare Regression ermittelt werden. Hierfür wurden NADH, 

NADPH und 4-Hydroxybenzaldehyd (HBA) photometrisch analysiert 

(Diamondstone 1966, Doy 1960). Die getesteten Endkonzentrationen sind 

nachfolgend tabellarisch aufgeführt (Tabelle 14). Für die Referenzen erfolgte die 

Zugabe der äquivalenten Menge Puffer.  

 

Tabelle 14: Endkonzentration der Analyte für die Bestimmung der molaren 

Extinktionskoeffizienten 

Co-Substrat NADH  

(380 nm, 38 °C) 

NADPH 

 (380 nm, 38 °C) 

HBA 

(330 nm, 45 °C) 

Konzentrationen 

0,25 mM 0,25 mM 5,33 nM 

0,5 mM 0,5 mM 13,33 nM 

1,0 mM 1,0 mM 26,7 nM 

1,5 mM 2,0 mM 33,3 nM 

2,0 mM 3,0 mM 66,7 nM 

 

 

5.13 Bestimmung von Absorptionsspektren 

Um sicherzustellen, dass die mittels Photometer bestimmten Absorptionen der 

durch enzymatische Reaktion gebildeten Produkte zuzuordnen sind, erfolgte 

zunächst die Detektion der Absorptionsspektren. Hierbei sollte sichergestellt 

werden, dass die im Enzymtest befindlichen (Co-)Substrate und weiteren 

Zusätze nicht bei der Wellenlänge des Analyten absorbieren. Auch wenn dies 

nur bei aromatischen Substraten wichtig ist, wurden auch nicht-aromatische der 

Vollständigkeit halber mit vermessen. Es wurden Spektren (im jeweiligen Puffer 

(2.2) des Enzymtestes) von pHPP, Pyruvat, ɓ-Hydroxypyruvat, DHPP, 

Phenylpyruvat, 4-Hydroxy-3-Methoxyphenylpyruvat, DTT, Ascorbinsäure, 

NADH, NADPH, 4-Hydroxybenzaldehyd, Phenylpyruvat, L-Tyrosin, HBA, PLP 

und 2-Oxoglutarat aufgenommen. Daneben erfolgte die Bestimmung des 
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Absorptionsspektrums von Piscidinsäure, um die Konzentration der aus Quillaja 

saponaria isolierten Piscidinsäure zu bestimmen (6.3).  

 

5.14 Bestimmung der spezifischen Aktivitäten 

Die Berechnung der spezifischen Enzymaktivitäten der ArH(P)PR konnte anhand 

der linearen Extinktionsabnahme pro Sekunde bestimmt werden. Zunächst 

erfolgte die manuelle Analyse der Rohdaten in GraphPad Prism 10, wobei der 

lineare Messbereich für alle Proben gleich ausgewählt wurde. Im Anschluss 

wurde eine lineare Regression durchgeführt und die ermittelten Werte für zur 

Berechnung der spezifischen Aktivität herangezogen (Formel unten). Die 

Messung der ArTAT erfolgte als Endpunktbestimmung, woraus sich ergab, dass 

die photometrisch detektierten Absorptionswerte direkt f¿r æE zur Berechnung 

der spezifischen Aktivität verwendet wurden. 

 

ÓÐÅÚÉÆÉÓÃÈÅ !ËÔÉÖÔßÔ
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æE = Extinktionsabnahme pro Sekunde (1) 

V = Gesamtvolumen des Assays (in cm3) 

d = Schichtdicke der Küvette (in cm, hier 1 cm) 

PM = Proteinmenge im Assay (in kg) 

Ů = mikromolarer Extinktionskoeffizient (cm2*µmol) 

 

5.15 Messungen mit Pflanzenrohextrakten 

Die Pflanzenrohextrakte von A. racemosa und P. japonicus wurden wie unter 5.1 

beschrieben hergestellt. Es erfolgte die Herstellung von Rohextrakten an den 

Tagen 4, 7, 11 und 13 der jeweiligen Suspensionskulturen. Die 

Pflanzenrohextrakte wurden im Anschluss über PD10-Säulen (5.4) aufgereinigt. 

Daraus erfolgten Messungen der TAT-Aktivität (5.15.1) und Messungen mit 

Glycolyl-CoA (5.15.2). 

 

5.15.1 Bestimmung der TAT-Aktivität im Rohextrakt 

Die Bestimmung der TAT-Aktivität erfolgte durch die Zugabe von 50 µl 

Pflanzenrohextrakt von A. racemosa oder P. japonicus. Optional wurden Assays 

vorbereitet mit Ascorbat und DTT, um den Einfluss dieser Substanzen auf die 
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TAT-Aktivität zu untersuchen.  

 

Rohextrakt 50 µl 

1 M Tris/HCl pH 8,5 (2.2) 206 µl 

1 M 2-Oxoglutarat 20 µl 

150 mM L-Tyrosin 7 µl 

2 mM PLP 4 µl 

  

0,1 M DTT 40 µl 

1 mM Ascorbat 40 µl 

 

Das Abstoppen der Assays erfolgte mit 100 µl 6 M KOH. Die Messung erfolgte 

als Endpunktbestimmung im Photometer (5.11.2). Die Bildung von 

4-Hydroxybenzaldehyd wurde zusätzlich mittels LC-MS (6.9) analysiert. 

 

5.15.2 Rohextraktmessung mit Glycolyl-CoA 

Durch die Zugabe von Glycolyl-CoA und pHPL zum Rohextrakt sollte die 

Hypothese zur Fukinsäurebiosynthese überprüft werden. Mittels LC-MS (6.9) 

wurde untersucht, ob dadurch die Bildung von Fukinsäure oder Piscidinsäure 

stattgefunden hat. Es wurde eine Kontrolle mitgeführt, die im Vorfeld mit 6 M HCl 

inaktiviert wurde. 

 

Rohextrakt 50 µl 

25 mM pHPL 10 µl 

600 µM Glycolyl-CoA 1 µl 

1 M Tris/HCl pH 8,5 (2.2) 190 µl 

 

Das Assay wurde mit 50 µl 6 M HCl abgestoppt und für die LC-MS ((6.9) 

vorbereitet. 

 

5.16 Enzymatische Herstellung von Glycolyl-CoA  

Da Glycolyl-CoA kommerziell nicht zu erwerben war, erfolgte der Versuch der 

enzymatischen Synthese dieses potentiellen Co-Substrates. Hierbei wurden 
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zwei Ansätze mit Pyruvat-Dehydrogenase (5.16.1) und Acetyl-CoA-Synthetase 

(5.16.2) getestet. 

 

5.16.1 Pyruvat-Dehydrogenase 

Das Assay zur enzymatischen Herstellung von Glycolyl-CoA entsprach dem von 

Vamecq und Poupaert (1990). Der photometrische Enzymtest wurde in 1 ml 

50 mM KPi pH 8,0 (2.2) durchgeführt und beinhaltete 2 mM NAD+, 0,1 mM CoA, 

0,2 mM Thiamindiphosphat, 2,5 mM L-Cystein, 1 mM MgCl2, 2 mM 

ɓ-Hydroxypyruvat. Es wurden 10-30 µl Pyruvat-Dehydrogenase (10 U Sigma) 

verwendet. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C für bis zu 60 min bei 330 nm.  

 

 

 

5.16.2 Acetyl-CoA-Synthetase 

Die Glycolyl-CoA-Synthese sollte anhand des Assays von Trudeau et al. (2018) 

erfolgen. Zunächst wurde das Plasmid ACS_19 käuflich erworben und das 

Plasmid zunächst durch eine Kontrollrestriktion (4.24) auf die Anwesenheit der 

darauf kodierten Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) überprüft. Die Sequenzierung 

bestätigte die Anwesenheit der ACS, sodass das Enzym exprimiert und 

aufgereinigt (5.2, 5.3, 5.4, 5.9) wurde. Es schloss sich die Durchführung des 

Enzymtestes in 50 mM HEPES pH 8,0 (2.2) an. Das Assay beinhaltete 1 mM 

CoA, 2,5 mM ATP, 50 mM Glykolat und 10-30 µl ACS (0,130 mg/ml). Die Proben 

wurden in einem ersten Schritt für 0-120 min bei 37 °C inkubiert und mit Hitze 

inaktiviert (5 min, 95 °C).  
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Abbildung 20: Indirekte Aktivitätsmessung der ACS_19 (nach Wohl 2020). (1) Innerhalb des 

ersten enzymatischen Assays findet die Synthese von Glycolyl-CoA aus Glykolat 

und CoA unter ATP-Verbrauch statt. (2) Das unverbrauchte ATP des ACS-Assays 

kann schließlich indirekt bei 340 nm gemessen werden. Dabei katalysiert die 

Hexokinase im ersten Schritt die Bildung von Glucose-6-Phosphat unter Verbrauch 

des restlichen ATPs aus Reaktion 1. In einem weiteren Schritt kann schließlich die 

indirekte Bestimmung des ACS-Aktivität erfolgen durch die Verwendung von 

G6PDH. Das Enzym katalysiert die Bildung von NADPH aus NADP und 

Glucose-6-Phosphat unter Bildung von 6-Phosphogluconolacton und ermöglicht die 

Detektion bei 340 nm. 

 

Die Inkubationszeiten wurden in weiteren Versuchen auf bis zu 4 Stunden erhöht. 

Um zu beurteilen, ob eine Umsetzung stattgefunden hat, erfolgte die indirekte 

Messung des ATP-Verbrauches, durch die Umwandlung von NADP in NADPH 

bei 340 nm (Abbildung 20) nach Wohl (2020). In einem zweiten Reaktionsschritt 

wurde das unverbrauchte ATP im Assay bestimmt, indem 200 µM NADP, 200 µM 

Glucose, 1 U Hexokinase und 1 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 

(G6PDH) in ein Gesamtreaktionsvolumen von 750 µl in 100 mM Tris/HCl pH 7,5 

(2.2)  gegeben wurden. Die Referenz wurde ohne G6PDH erstellt. Der Enzymtest 

wurde bei 26 °C für bis zu 60 min photometrisch vermessen (340 nm). 

 

5.17 Herstellung von Cimicifugasäurestandards 

Die verschiedenen Cimicifugasäuren waren kommerziell nicht käuflich 

erwerblich. Um mögliche Standards für die HPLC zur Verfügung zu haben, 

erfolgte die enzymatische Synthese verschiedener Cimicifugasäuren (5.17.2). 

Die anschließende Aufreinigung (6.8.2) erfolgte mit der HPLC, und die 

Konzentrationen (6.8.4) und Massen (6.9) wurden bestimmt. 
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5.17.1 Enzymatische Herstellung von Isoferulyol-CoA 

Für die Bildung von Cimicifugasäure F erfolgte zunächst die enzymatische 

Synthese von Isoferuloyl-CoA mittels Aa4CL (Wohl 2020). Das Assay setzte sich 

wie folgt zusammen: 

Isoferulasäure (10 mM) 10 µl 

CoA (50 mM) 1 µl 

ATP (25 mM) 10 µl 

MgCl2 (25 mM) 10 µl 

Aa4CL 20 µl 

0,1 M KPi (pH 7,5) (2.2) 49 µl 

 

Um eine möglichst lange und effektive Umsetzung zu gewähren, erfolgte die 

Inkubation bei 36 °C für 4 h. Es schloss sich die Hitzeinaktivierung (5 min, 95 °C) 

an. Die Produktbildung wurde mittels HPLC (6.8) untersucht. 

 

5.17.2 Enzymtests mit ArCAS und deren Isoform 

Die Aktivität der ArCAS konnte bereits festgestellt und kinetische Parameter 

bestimmt werden (Werner und Petersen 2019). Von Werner (2018) konnte 

ebenfalls eine Isoform der ArCAS hergestellt werden, jedoch blieben erste 

Aktivitätsmessungen erfolglos. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Versuch der 

Aktivitätsmessung der ArCAS-Isoform in 0,1 M KPi pH 7,0 (2.2). Die ArCAS 

wurde ausschließlich zur enzymatischen Synthese von 

Cimicifugasäurestandards verwendet. Hierbei erfolgte der Ansatz eines 

zehnfachen Assays. Für die ArCAS-Standards wurde x-CoA verwendet, das 

bedeutet Caffeoyl-CoA, Feruloyl-CoA, Sinapoyl-CoA oder Isoferuloyl-CoA. 

 

ArCAS In 100 µl   ArCAS Isoform In 100 µl  

ArCAS 5 µg  ArCAS 5 µg 

x-CoA 250 µM  Caffeoyl-CoA 250 µM 

Piscidinsäure 50 µM  Piscidinsäure 50 µM 

0,1 M KPi pH 7,0 ad  0,1 M KPi pH 7,0 ad 

 

Die Enzymtests wurden bei 30 °C für 10-30 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte 

die Analyse und Aufreinigung per HPLC (6.8.2) und LC-MS (6.9). 



Material und Methoden 73 

   

 

6. Analytisch-chemische Methoden 

6.1 CoA-Ester 

Die chemische Synthese der CoA-Ester, die im Rahmen der enzymatischen 

Cimicifugasäuresynthese (5.17.2) benötigt wurden (Caffeoyl-CoA, Feruloyl-CoA, 

Isoferoloyl-CoA, Sinapoyl-CoA) erfolgte wie bei Werner (2018). Dort sind die 

Protokolle für die Synthese, Aufreinigung und die Konzentrationsbestimmung 

nachzulesen. 

 

6.2 Glycolyl-CoA-Synthese nach Trudeau et al. (2018) 

Neben der enzymatischen Synthese von Glycolyl-CoA erfolgte zusätzlich die 

chemische Synthese. Hierbei wurde die Detektion mittels 

Dünnschichtchromatographie (6.7.2), HPLC (6.8.3) und LC-MS (6.9) 

durchgeführt. 

Die Synthese von Glycolyl-CoA erfolgte nach Trudeau et al. (2018). Hierfür 

wurden 42,16 mg Carbonyldiimidazol (CDI) eingewogen und in 2 ml 

Tetrahydrofuran (THF) gelöst. Weiterhin erfolgte die Zugabe von 80 mg 

Glycolsäure und eine Inkubation von 20 min bei Raumtemperatur. 

Währenddessen wurden 80 mg CoA in 1 ml 0,5 M NaHCO3 (pH 7,4) gelöst. Alle 

nachfolgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Es schloss sich die Zugabe 

der CDI-Lösung zur CoA-Lösung an. Am darauffolgenden Tag erfolgte die 

Zugabe von 20 µl Propionsäureanhydrid (15 min rühren lassen), um das restliche 

CoA abreagieren zu lassen. Der Reaktionsansatz wurde bei 4 °C über Nacht 

gerührt. Der Erfolg der Reaktion konnte mittels eines Nachweises des restlichen 

CoAs überprüft werden. Hierfür wurden 5 µl des Ansatzes entnommen und mit 

45 µl 10 mM DTNB (5,5ó-Dithiobis-2-nitrobenzoesäure) versetzt. Als Kontrolle 

erfolgte die Mischung von Wasser und DTNB. Bei der Anwesenheit von 

unreagiertem CoA färbte sich die Lösung gelb. Folglich wurde der 

Propionsäureanhydrid-Schritt so oft wiederholt, bis die Gelbfärbung ausblieb. Im 

Anschluss erfolgte die Zugabe von 9,5 ml 0,5 M NaHCO3-Puffer (pH 7,4) sowie 

von Essigsäure (etwa 400 µl), bis der pH-Wert bei 3 lag. Es schloss sich ein 

weiterer Inkubationsschritt von 1 Stunde auf Eis, unter Anlegen eines Vakuums, 

an, um das restliche THF zu verdampfen. Im Anschluss wurde das Glycolyl-CoA 

mittels HPLC aufgereinigt (6.8.3) und vor der Konzentrationsbestimmung (6.4) 
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lyophilisiert.  

 

6.3 Isolierung von Piscidinsäure 

Die Piscidinsäure konnte aus einem wässrigen Extrakt von Quillaja 

saponaria MOLINA (Maier et al. 2015) gewonnen werden. Hierfür wurde 1 g 

Rindendroge von Q. saponaria eingewogen und in 10 ml A. dest. aufgenommen. 

Es schloss sich das Ansäuern der Probe mit 300 µl 6 M HCl an. Im Anschluss 

wurde der Extrakt dreimalig mit Ethylacetat ausgeschüttelt (3 x 30 ml) und zur 

besseren Phasentrennung zentrifugiert (3 min, 5000 g). Die obere Phase wurde 

in ein Becherglas überführt und im Weiteren im Rotationsverdampfer eingeengt. 

Schließlich erfolgte die weitere Aufbereitung des Rückstandes, welcher in 

Methanol gelöst wurde, mittels HPLC (6.8.1) und die Bestimmung der 

Piscidinsäurekonzentration (6.4).  

 

6.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung 

Anhand des Lambert-Beeróschen Gesetzes kann die Konzentration der 

vermessenen Substanz mit der nachfolgenden Formel berechnet werden. 

Hierbei wird die Konzentration (c) ermittelt, indem ein Spektrum aufgenommen 

wird und das Extinktionsmaximum (E) durch den molaren 

Extinktionskoeffizienten (Ů) dividiert wird. Zusätzlich fließt der Verdünnungsfaktor 

in die Berechnung mit ein.  

 

Ã
%

ʀ
6zÅÒÄİÎÎÕÎÇ 

 

 

Tabelle 15: Molare Extinktionskoeffizienten in Methanol aus Yannai (2012) 

Substanz Wellenlänge Molarer Extinktionskoeffizient 

Piscidinsäure 277 nm 1,48 x 106 cm2/mol (log 3,17) 

Fukinolsäure 332 nm 1,82 x 107 cm2/mol (log 4,26) 

Cimicifugasäure D 332 nm 1,78 x 107 cm2/mol (log 4,25) 

Cimicifugasäure E 325 nm 1,45 x 107 cm2/mol (log 4,16) 

Cimicifugasäure F 326 nm 1,78 x 107 cm2/mol (log 4,25) 

Cimicifugasäure J 329 nm 1,10 x 107 cm2/mol (log 4,04) 
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6.5 Isolierung von Fukinolsäure und Cimicifugasäuren 

Für die Isolierung von Fukinolsäure wurden 22 ± 0,1 mg des gefriergetrockneten 

Pflanzenmaterials von P. japonicus, A. racemosa oder V. faba gemörsert und 

eingewogen. Die Extraktion der Säure erfolgte durch die Zugabe von 2 ml 

70 % EtOH, gutes Mischen und der Inkubation für 10 min im Wasserbad (80 °C). 

Es war darauf zu achten, dass die Gefäße im Anschluss umgehend entlüftet 

wurden. Es schloss sich ein erneuter Inkubationsschritt im Wasserbad (10 min, 

80 °C) an. Im finalen Schritt wurden die Ansätze zentrifugiert (5 min, 16.000 g). 

Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und enthielt die 

Hydroxyzimtsäureester. Die Erfolgskontrolle der Isolierung erfolgte mittels DC 

(6.7.3), HPLC (6.8.2) und LC-MS (6.9). 

 

6.6 Chromatographische Aufreinigung von Cimicifugasäuren und 

Fukinolsäure  

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auftrennung des Extraktes aus Blättern von 

P. japonicus mit dem Ziel der FukinolsäureIsolierung (Watanabe et al. 2007) über 

Sephadex-LH20-Material.  

 

Vorbereitung der Säule:  

Es wurden 11,5 g Sephadex-LH-20 Material eingewogen und zur Quellung über 

Nacht in 80 ml 80 % MeOH aufgenommen. Am darauffolgenden Tag wurde eine 

Glassäule (Schott & Gen) langsam (!) mit dem Säulenmaterial befüllt, um ein 

Aufwirbeln zu verhindern. Vor der Verwendung erfolgte die Äquilibrierung der 

Säule mit zwei Säulenvolumen Laufmittel (MeOH:H2O (4:6)).  

 

Beladung der Säule:  

Das gefriergetrocknete Blattmaterial von P. japonicus (19,084 g) wurde mit dem 

Mörser zerkleinert und in 100 ml 80 % MeOH extrahiert. Bis zur Beladung der 

Säule wurde der Ansatz übers Wochenende bei Raumtemperatur, und mit 

Frischhaltefolie versiegelt, inkubiert. Die Beladung der Säule erfolgte mit 5 ml des 

Extraktes. Es wurden 105 Fraktionen (je 2 ml) aufgefangen und diese im 

Anschluss mittels einer DC (6.7.3) auf die Anwesenheit von Fukinolsäure 

analysiert. Es schloss sich die Regeneration der Säule mit 3 Säulenvolumen 

Laufmittel an.  
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Erhöhung der Ausbeute: 

Um die Effizienz der FukinolsäureIsolierung zu steigern, wurden 45 ml des 

Petasites-Extraktes (s.o. 19,084 g in 100 ml 80 % MeOH) im Gefriertrockner 

eingeengt und in 10 ml 80 % MeOH rückgelöst. Die Beladung der Säule erfolgte 

mit 1 ml dieses konzentrierten Extraktes. Die Proben wurden im Anschluss auf 

eine DC (6.7.3) aufgetragen oder mittels HPLC (6.8.2) analysiert. 

 

6.7 Dünnschichtchromatographie 

Die Dünnschichtchromatographie (DC) ist eine Flüssigchromatographie-

Methode. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese verwendet, um folgende 

phenolische Verbindungen nachzuweisen: Inhaltsstoffe aus Pflanzenextrakten 

(6.7.3), Standards (6.7.2, 6.7.3), enzymatische Produktbildung (6.7.1, 6.7.2). 

 

6.7.1 Nachweis der TAT-Substratakzeptanz 

Der enzymatische Test wurde wie unter 5.11.6 beschrieben durchgeführt. Die 

Kontrolle der Produktbildung konnte über den Nachweis von L-Glutamat erfolgen. 

Es erfolgte das Auftragen von 4 µl des Enzymtestes und 1 µl des 

Aminosäurestandards (25 mM) auf eine Kieselgelplatte 60 F254. Das Laufmittel 

war ein 1-Butanol-Essigsäure-Wasser-Gemisch (4:1:1). Nach ca. sechs Stunden 

Laufzeit erfolgte die Trocknung der Platte bei 80 °C für 30 min. Im Anschluss 

wurde diese mit 0,3 % Ninhydrinlösung (w/v) mit 3 % Essigsäure in 1-Butanol 

gefärbt. Es schloss sich die erneute Trocknung der Platte für 30 min bei 80 °C 

und die Fotodokumentation an. 

 

6.7.2 Nachweis von Glycolyl-CoA 

Es erfolgte das Auftragen von enzymatischen Tests der Pyruvat-DH (5.16.1) und 

ACS (5.16.2), sowie chemischer Synthesen (6.2). In Tabelle 16 sind die 

getesteten Methoden zusammengetragen. Als Standard konnte Acetyl-CoA und 

CoA verwendet werden. Im späteren Verlauf lag zusätzlich ein Glycoly-CoA 

Standard vor, der zusammen mit der Arbeitsgruppe von Prof. Erb (Max-Planck-

Institut für terrestrische Mikrobiologie) synthetisiert wurde. 

 

 

 

 



Material und Methoden 77 

   

 

Tabelle 16: Getestete Laufmittel für den Nachweis von Glycolyl-CoA und CoA. Das 

Laufmittel mit einem Butanol:Essigsäure:Wasser Verhältnis von 12:3:5 entstammt 

Menendez et al. 19991. 

Platte Laufmittel Verhältnis Laufzeit 

Kieselgel 60 F254 Chloroform:Methanol:Wasser 10:10:2 2 h 

Cellulose 1-Butanol:Essigsäure:Wasser 7:2:3 12 h 

Kieselgel 60 F254 1-Butanol:Essigsäure:Wasser1 12:3:5  

 

 

6.7.3 Nachweis von Fukinolsäure 

Der Nachweis und die Auftrennung phenolischer Verbindungen kann mit 

Kieselgel 60 F254 erfolgen. Die Extrakte der Pflanzen wurden nach den 

entsprechenden Protokollen vorbereitet (6.5). Die Extrakte aus 

Frischpflanzenmaterial und Zellkulturen von A. racemosa, P. japonicus und 

V. faba wurden auf die Platte aufgetragen. Das Lautmittel setzte sich aus 

Ethylacetat, Wasser und Ameisensäure (90:5:5) zusammen und die Laufzeit 

betrug 60 min. Nach dem Trocknen der Platte bei Raumtemperatur erfolgte die 

erste Besprühung dieser mit Naturstoffreagenz A (30 mg/30 ml MeOH). Es 

schloss sich die erneute Trocknung der Platte an. Schließlich wurde die Platte 

mit einer Polyethylenglycol 400-Lösung (2 ml PEG 400/38 ml MeOH) besprüht 

und erneut getrocknet. Die Fotodokumentation erfolgte bei 254 nm. Aufgrund der 

Retentionsfaktoren und der verschiedenen fluoreszierenden Farben konnte ein 

Rückschluss auf die Substanz getroffen werden. Laut Kruse (2000) erscheint die 

Fukinolsäure durch eine grüne Fluoreszenz (Rf = 0,26). 

 

6.8 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) stellt eine analytische 

Methode dar, welche die Auftrennung von Molekülen anhand ihrer Polarität 

ermöglicht. Diese Methode wurde für die Analyse von Enzymtests und 

Pflanzenextrakten sowie die Isolierung und Aufreinigung von einzelnen 

Verbindungen verwendet. 
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6.8.1 Isolierung von Piscidinsäure 

Zunächst wurde die Piscidinsäure aus Q. saponaria isoliert (6.3). Im Weiteren 

wurde ein Wasser-Methanol Gradient mit jeweils 0,3 % Essigsäure, wie 

nachfolgend aufgelistet, verwendet (Tabelle 17, Werner 2018). Die Wellenlänge 

zur Detektion betrug 277 nm. Die verwendete Säule, Vorsäule und Flussrate sind 

unter 6.8.2 nachzulesen. 

 

Tabelle 17:HPLC-Lauf für den Nachweis von Piscidinsäure 

Zeit [min] Wasser [%] Methanol [%] 

0 90 10 

10 90 10 

11 50 50 

20 50 50 

30 90 10 

 

 

6.8.2 Nachweis von Fukinolsäure und Cimicifugasäuren 

Es wurde überprüft, ob die enzymatisch gebildeten (5.17.2) oder aus 

Pflanzenmaterial isolierten (6.5) Hydroxyzimtsäureester nachgewiesen werden 

können. Hierbei erfolgte die Verwendung einer Equisil ODS-Säule (250 x 4 mm; 

Partikelgröße 5 µm) und einer Vorsäule (20 x 4 mm). Die Flussrate betrug 

1 ml/min. Sowohl das Laufmittel, die Laufzeit, als auch die Wellenlänge wurde an 

den Analyten angepasst (Tabelle 18).  

 

Tabelle 18: Bedingungen für die Detektion mittels HPLC (nach Werner 2018, mod.) 

Analyt Laufmittel A Lautmittel B Rt [min] 

Fukinolsäure 
MeOH + 0,3 % 

Essigsäure (s.u.) 

H2O + 0,3 % 

Essigsäure (s.u.) 
12 

Cimicifugasäure D 

50 % MeOH + 0,01 % H3PO4 

4,75 

Cimicifugasäure E 7,25 

Cimicifugasäure F 8,25 

Cimicifugasäure J 6,25 
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Einige Substanzen wurden bei 333 nm anhand ihrer Retentionszeit (Rt) separiert. 

Die Nachweismethode entstammt der Arbeit von Werner (2018). Die unten 

aufgelisteten Retentionszeiten entsprechen den im Rahmen dieser Arbeit 

bestimmten Werten. Der Gradient für den Fukinolsäurenachweis wird anhand 

von Laufmittel A (MeOH + 0,3 % Essigsäure) beschrieben: 0 min 30 % A, 20 min 

50 % A, 25 min 50 % A, 30 min 30 % A. 

 

Kulturcharakterisierung: 

Für den Fukinolsäurenachweis wurde eine isokratische Messmethode etabliert, 

bei der ein Laufmittel von 30 % MeOH mit 0,3 % Essigsäure verwendet wurde. 

 

6.8.3 Nachweis von Glycolyl-CoA 

Zunächst erfolgte die Visualisierung von Acetyl-CoA und CoA zur Etablierung 

einer geeigneten Methode für die Detektion von Glycolyl-CoA. Zu diesem 

Zeitpunkt war eine Verfügbarkeit eines Glycolyl-CoA-Standards noch nicht 

gegeben. Für die Detektion, orientiert an Trudeau et al. (2018), wurde ein 

Gradient aus Methanol und 25 mM Ammoniumformiat pH 4,2 (Tabelle 19) 

gewählt. Für die Auftrennung wurde eine ReproSil Pur C18-Säule verwendet. Die 

Detektion der CoA- und Acetyl-CoA-Standards, und im späteren Verlauf des 

Glycolyl-CoA-Standards, erfolgte bei 259 nm. Daneben wurden zusätzlich 

Detektionsversuche nach Menendez et al. (1999) unternommen.  

 

 

Tabelle 19: Methode für die Detektion von (Glycolyl-)CoA 

Zeit [min] MeOH [%] Ammoniumformiat [%] 

0 1 99 

2,5 10 90 

10 30 70 

15 30 70 

16 1 99 

20 1 99 
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Da hier keine eindeutigen Peaks bestimmt werden konnten, wurde die Methode 

jedoch nicht weiter genutzt. Darüber hinaus wurden zusätzlich Untersuchungen 

einer isokratischen Elution, bestehend aus 75 mM Natriumacetat, 100 mM 

Mononatriumphosphat und Acetonitril (pH 4,6), unternommen (Shurubor et al. 

2017). Auch hier konnte keine Detektion des (Acetyl-)CoAs erfolgen. 

 

6.8.4 Konzentrationsbestimmung der Fukinolsäure mittels HPLC 

Anhand eines Referenzstandards konnte der Fukinolsäuregehalt der 

Kulturcharakterisierungen ermittelt werden. Die Isolierung der Fukinolsäure (6.5) 

erfolgte frisch, und die Proben wurden unmittelbar danach mittels HPLC 

analysiert. Dafür wurden 5 µl eines 2,5 mM Fukinolsäurestandards injiziert. Die 

Proben wurden zuvor 1:10 verdünnt. Als Laufmittel erfolgte die isokratische 

Verwendung von 30 % MeOH + 0,3 % Essigsäure (Flussrate 1 ml/min). Die 

Laufzeit betrug 35 min. Nach der Bestimmung der Peakflächen des Standards 

und der Proben, konnten Rückschlüsse auf den Fukinolsäuregehalt in 

A. racemosa und P. japonicus gezogen werden. 

 

6.9 LC-MS 

Über Flüssigchromatographie (LC), die mit einem Massenspektrometer (MS) 

gekoppelt ist, wurde die enzymatische Produktbildung überprüft und mit 

(isolierten) Standards anhand der Massen- und UV-Spektren untersucht. 

Die Probenvorbereitung erfolgte, indem die Enzymtests zwischen 30 und 60 min 

inkubiert wurden. Als Referenz wurde stets eine 0 min inkubiert Probe hergestellt. 

Das Abstoppen erfolgte mit 50 µl 6 M HCl. Für die Analyse der aromatischen 

Produkte erfolgte im Anschluss die Extraktion durch zweimaliges Ausschütteln 

mit jeweils 500 µl Ethylacetat. Bei Isolierungen von phenolischen Säuren aus 

Blatt- oder Suspensionsmaterial erfolgte ein dritter Schritt durch Hinzufügen von 

500 µl Ethylacetat und anschließendem Ausschütteln. Das Ethylacetat wurde 

abgedampft und die Rückstände in 100 µl 50 % MeOH gelöst. Die 

LC-MS-Analyse wurde mit einem Agilent 1260 System mit Diodenarray-Detektor 

(190-400 nm), mit Kopplung an einen MicrOTOF-Q III mit ESI-Quelle, 

durchgeführt. Hierbei erfolgte die Analyse bei 25 °C auf einer Multospher 120 

RP18 Säule (250 × 2 mm, 5 ɛm, CS-Chromatographie Service). Die Flussrate 

betrug 0,5 ml/min. Hierbei erfolgte eine Gradientenelution mit den Elutionsmitteln 

0,1 % wässrige Ameisensäure (A) und Acetonitril (B) wie folgt: 0-10 min 5 % B bis 

100 % B; 10-15 min 100 % B; 15-20 min 100 % B bis 5 % B. 



Material und Methoden 81 

   

 

Mit Ausnahme von Glycolyl-CoA (6.9.2) wurden alle Enzymtests, Standards und 

Isolierungen von Cimicifugasäuren oder Fukinolsäure im Negativmodus (6.9.1) 

vermessen. 

 

6.9.1 Negativmodus 

Die MS-Analyse der enzymatischen Produktbildung der ArH(P)PR (5.10.5), 

ArTAT (5.11.6) und ArCAS (5.17.2) erfolgten im Negativmodus. Ebenso wurden 

die Standards von Fukinolsäure (6.8.2), Piscidinsäure (6.8.1), Cimicifugasäuren 

(6.8.2, 6.8.4) und Substrate und Edukte der Enzymtests (s.o.) im Negativmodus 

untersucht.  

Die Detektion von ɓ-Hydroxypyruvat und Pyruvat erfolgte hierbei nur mit MS. 

 

6.9.2 Positivmodus 

Für die Detektion von CoA, Acetyl-CoA (5.16.2) und Glycolyl-CoA (5.16.2, 6.2) 

erfolgte eine positive Ionisierung der Proben für den Nachweis.  
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7. Ergebnisse  

7.1 Etablierung von Zellkulturen  

7.1.1 Erhaltung des Kallusmaterials 

Zur Erhaltung der sterilen A. racemosa-Kulturen wurde zunächst jede Woche 

Kallusmaterial auf eine Platte mit frischem MSTDZ-Medium überführt (3.1). Beim 

Überimpfen wurde stets das hellgrüne bis gelbliche Material (Abbildung 21 a) 

überführt und dunkler gefärbte Stellen beseitigt. Erfolgte der Transfer des 

A. racemosa-Kallusmaterials alle vier Wochen, trat eine dunkle Verfärbung des 

Zellmaterials auf. Nach einiger Zeit konnte sowohl beim wöchentlichen, als auch 

beim monatlichen Überimpfen eine Schleimbildung beobachtet werden 

(Abbildung 21 b & c). 

 

 

Abbildung 21: Kalluskulturen von Actaea racemosa. (a) Das Überimpfen des hellgrünen 

Materials erfolgte wöchentlich. (b) Das wöchentliche und (c) monatliche Überimpfen 

des Kallusmaterials führte zur Schleimbildung. 

 

7.1.2 Etablierung von Actaea racemosa Suspensionskulturen 

Aus bereits vorhandenen Kalluskulturen von A. racemosa wurden 

Suspensionskulturen angelegt (3.2). Dafür wurde zunächst etwa 1 g Zellmaterial 

in einen 100 ml oder 250 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils 50 ml MSTDZ-Medium 

überführt (Tabelle 20). Die Zellen wurden bei Raumtemperatur und 220 rpm auf 

den Horizontalschüttler gestellt und fortan alle 7 Tage in frisches Medium 

überführt. Die Zellen zeigten in dem kleineren Erlenmeyerkolben nach kurzer Zeit 

ein kontinuierliches Wachstum, sodass fortan die wöchentliche Inokulation mit 

5 g Zellmaterial erfolgen konnte. Die sehr kleinen Zellen veränderten zudem die 

Farbe von hellgrün-gelblich zu grünlich-hellbraun. Während die Zellen des 100 ml 

Erlenmeyerkolbens (Durchschnittsgewicht von 47 Kolben bestimmt) von 
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durchschnittlich 5,07 g wöchentlich auf 7,65 g anwuchsen (150,59 %), waren die 

Zellen im 250 ml Erlenmeyerkolben nicht lebensfähig.  

 

Tabelle 20: Etablierung der A. racemosa Suspensionskulturen 

MSDTZ Kolben Inokulation Replikate Zuwachs (7 Tage) Wachstum 

50 ml 100 ml 5 g n = 47 2,58 g ja 

50 ml 250 ml 5 g n = 12 0 g nein 

 

7.1.3 Anzucht von Vicia faba 

Die Samen von Vicia faba wurden zunächst in Wasser eingelegt und zum Keimen 

gebracht (Abbildung 22 a).  

 

 

Abbildung 22: Unsterile und sterile Anzucht von V. faba. (a) Keimung der Samen (b, c, g) 

Dokumentation des Wachstums (d) Nahaufnahme der Schmetterlingsblüte (e, f) 

Anzucht der sterilen Kalluskulturen auf B5-Festmedium. 

 

Im Anschluss erfolgte die Aussaat in Erde. Zur Isolierung der Fukinsäure wurden 

Blüten und Blätter geerntet. Aus dem frischen Blattmaterial wurden zusätzlich 

Kalluskulturen in B5-Medium angelegt, aus denen wiederum 

Suspensionskulturen in B5-Medium angelegt werden konnten (3.1, 3.2). 
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7.1.4 Kultivierung von Petasites japonicus in verschiedenen Medien 

Das vorhandene Zellmaterial von P. japonicus Suspensionskulturen in 

MSTDZ-Medium wurde in weitere Medien überführt (3.4). Dies erfolgte sowohl 

für Hell- als auch für Dunkelkulturen. Als herkömmliche Medien wurden hier 

CBM, CB-2, MSLi und B5 getestet. Die optischen Veränderungen des 

Zellmaterials nach fünf Wochen sind in Abbildung 23 dokumentiert. In B5- und 

CB-2-Medium bildete sich eine körnige Struktur parallel mit einer dunkleren, 

bräunlicheren Färbung des Zellmaterials aus. Wurde das Zellmaterial von 

P. japonicus in CBM-Medium überführt (enthält keine Phytohormone), erfolgte 

daraus sowohl in der Hell- als auch in der Dunkelkultur die Ausbildung von 

Blattmaterial. Hier wurde das Überführen der CBM-Hellkultur zusätzlich auf 

CBM-Festmedium durchgeführt. In MS-Li-Medium verfärbten sich die Zellen der 

Hellkulturen von hellgrün zu dunkelgrün, wohingegen die Dunkelkulturen deutlich 

braun gefärbt waren.  

 

 

 

Abbildung 23: Kultivierung von P. japonicus in verschiedenen Nährmedien [n=3]. (a) 

Dokumentation der optischen Veränderung der im Licht und im Dunklen kultivierten 

Suspensionen von P. japonicus in B5, CBM, CB-2 und MS-Li im Vergleich zum 

Standardmedium MSTDZ (Woche 5). (b) Überführung von P. japonicus Zellmaterial 

der CBM-Suspension (Blattausbildung) auf CBM-Festmedium.  

 

Neben der Dokumentation der optischen Veränderung erfolgte die Kontrolle des 

Wachstums von P. japonicus in dem jeweiligen Medium. Die Inokulation erfolgte 

in allen Medien mit 5 g Ausgangsmaterial. In B5, CB-2 und MS-Li war 

P. japonicus nicht dauerhaft lebensfähig, da sich hier eine Reduktion des 

Zellmaterials zeigte (Daten hier nicht gezeigt). Bezüglich der Hellkulturen ergab 

sich in MSTDZ ein Wachstum von 5 g auf durchschnittlich 12,41 g [n = 25] und 

in CBM von 5 g auf 8,71 g [n = 21]. Die P. japonicus MSTDZ-Dunkelkulturen 
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vermehrten sich durchschnittlich auf 12,10 g [n = 20] und die 

CBM-Dunkelkulturen wuchsen vergleichbar auf 11 g [n = 8] an. 

 

7.2 Untersuchungen zur Fukinolsäurebildung 

7.2.1 FukinolsäureIsolierung aus Suspensionskulturen 

Die in verschiedenen Medien angezogenen Zellen von P. japonicus wurden auf 

die Bildung von Fukinolsäure untersucht (6.5). Die Isolate der Hell- und 

Dunkelkulturen wurden auf eine Kieselgelplatte aufgetragen und 

chromatographisch aufgetrennt (6.7.3). Das Material wurde an verschiedenen 

Stellen abgekratzt, rückgelöst und die mit LC-MS bestimmte Masse mit den 

Literaturwerten von Kruse (2000) verglichen (Abbildung 24). Kruse bestimmte die 

Fukinolsäure mit einem Rf-Wert von 0,26 (a). Im UV-Licht erschien die Bande 

hellblau, wohingegen sich nach der Färbung mit Naturstoffreagenz A eine grün 

fluoreszierende Bande zeigte.  

Um zu überprüfen, ob es sich bei der Bande der hier ermittelten Laufstrecke 

(Rf = 0,28) um Fukinolsäure handelt, wurden acht verschiedene Banden 

(TLC1-8) von der Platte ausgekratzt (b) und das Material für die LC-MS-

Bestimmung resuspendiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Bande mit einem 

Retentionsfaktor von Rf = 0,28 (TLC5), bei der Vermessung im Negativmodus, 

eine Masse von m/z = 433,058 [M-H] aufwies und damit der Fukinolsäure 

(m/z = 434,058 [M]) entspricht (c, d). Bei TLC2 ließ sich eine Hauptmasse von 

m/z = 236,096 [M-H], bei TLC3 von m/z = 515,220 [M-H] und bei TLC8 von 

m/z = 329,096 [M-H] detektieren. Die TLC-Banden 1, 4, 6 und 7 zeichneten sich 

nicht durch einen Hauptpeak ab, sodass diese tabellarisch nicht weiter aufgeführt 

wurden. Die Fukinolsäure wurde anschließend mittels HPLC aufgereinigt.  
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Abbildung 24: DC-basierte Fukinolsäureisolierung aus Suspensionskulturen von 

P. japonicus [n=1]. (a) Referenzwerte aus der Dissertation von Kruse (2000). (b) 

Auftragung von Fukinolsäureisolaten, die aus verschiedenen Anzuchtmedien 

gewonnen wurden sowie die Isolierung der DC-Banden TLC1-TLC8 zur Gewinnung 

von Fukinolsäure. (c) Chromatogramme der LC-MS-Analyse der isolierten 

DC-Banden im Negativmodus. (d) Tabellarische Übersicht des LC-MS-Ergebnisses 

anhand der monoisotopischen Massen [M-H] des Hauptpeaks. 
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7.2.2 Aufreinigung der isolierten Fukinolsäure 

Fukinolsäureisolate der P. japonicus Hell- und Dunkelkultur aus MSTDZ-Medium 

wurde mittels HPLC analysiert und die Peaks bei ca 12 und ca14 min isoliert (6.5, 

6.6). Die beiden Peaks wurden im Anschluss massenspektrometrisch untersucht 

(Abbildung 25). Das LC-MS-Ergebnis bestätigte, dass der HPLC-Peak bei 12 min 

dem der Fukinolsäure (m/z = 433,058 [M-H]) entspricht. Sowohl die LC-MS-

Analyse, als auch die HPLC-Analyse zeigte, dass der Fukinolsäurepeak der 

Hellkultur ca. dreimal so hoch war, wie der der Dunkelkultur. Da zu diesem 

Zeitpunkt kein Standard verfügbar war, konnte die exakte 

Fukinolsäurekonzentration anhand der Flächen nicht bestimmt werden. Der 

HPLC-Peak bei 14 min wies eine Masse von m/z = 515,220 [M-H] auf.  

 

 

Abbildung 25 Fukinolsäureisolierung aus Hell- und Dunkelkulturen von P. japonicus. 

(a) HPLC-Chromatogramm der Fukinolsäureisolierung aus Hellkulturen (hellgrau) 

und Dunkelkulturen (schwarz). Die Peaks bei 12 und 14 min wurden isoliert und per 

LC-MS untersucht. (b) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Peaks der Hellkultur 

(schwarz) und der Dunkelkultur (grau) von 12 min bestätigte, dass dies der Masse 

der Fukinolsäure (m/z = 433,058 [M-H]) entspricht.  

 

7.2.3 Inhaltsstoffanalyse des Blattmaterials von P. japonicus 

Die Isolierung phenolischer Säuren aus 19 g gefriergetrockneten Blattmaterials 

erfolgte chromatographisch über eine Sephadex LH20-Säule (6.6). Dabei 

erfolgte die Elution von über 100 Fraktionen à 2 ml, wobei im Rahmen einer 

ersten Dünnschichtchromatographie nur jede fünfte Fraktion (3-93) analysiert 

wurde (Anhang 10.1: Abbildung 89). Die Fukinolsäure (Rf = 0,28) konnte nach 
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der Färbung mit Naturstoffreagenz A in den Fraktionen 38 und 43 detektiert 

werden. Es schloss sich die nähere Analyse der Fraktionen 34-47 an (Abbildung 

26). Im unteren Viertel der mit Naturstoffreagenz A besprühten Kieselgelplatte 

konnte eine grün fluoreszierende Substanz mit Rf = 0,28 ermittelt werden. Der 

Vergleich mit Kruse (2000; Rf = 0,26, grün fluoreszierend) und die LC-MS-

Analyse (7.2.1, 7.2.2) deuteten darauf hin, dass diese Bande der Fukinolsäure 

entspricht.  

 

 

Abbildung 26: Isolierung der Fukinolsäure im Großmaßstab aus P. japonicus Blättern 

[n = 1]. (a) Schematische Darstellung der Isolierten Cimicifugasäuren (CA) und 

Fukinolsäure (FA) nach der Visualisierung mit Naturstoffreagenz A (NSR) aus Kruse 

(2000). (b) Die Elution der Probe erfolgte durch Fraktionierung in 2 ml-Fraktionen. 

Danach konnte die Fukinolsäure mit Rf = 0,28 in allen Fraktionen detektiert werden 

(in Fraktion 46 & 47 nur schwach). 

 

7.2.4 Auswirkung der NAA-Konzentration auf die 

Fukinolsäurekonzentrationen in A. racemosa 

Wie bereits in Kapitel 7.1.2 analysiert wurde, zeigte sich bei den A. racemosa 

Suspensionskulturen ein schlechtes Wachstum mit ca. 2,6 g Zuwachs innerhalb 

einer Woche. Durch die Veränderung der NAA-Konzentration (3.7) im 

MSDTZ-Medium wurden Untersuchungen zum Zellwachstum und zur Bildung 

von Sekundärmetaboliten unternommen (6.5). Die NAA-Endkonzentrationen 

variierten von 0-2,16 mM (Tabelle 21). Hierbei entsprach Medium 4 (0,96 mM 

NAA) nahezu dem Standardmedium (MSTDZ 1 mM NAA). Die Endkonzentration 

von Thidiazuron betrug stets 0,5 mM. 
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Tabelle 21: Veränderung der NAA-Konzentration des MSTDZ-Mediums 

Medium 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

NAA [mM] 0 0,24 0,48 0,72 0,96 1,20 1,44 1,68 1,92 2,16 

 

 

Bezüglich des Wachstums konnte in keinem der Medien ein signifikanter 

Zuwachs des Zellmaterials notiert werden (Daten hier nicht gezeigt). Auch im 

Hinblick auf die Bildung verschiedener Sekundärmetabolite zeigten sich kaum 

Unterschiede im Naturstoffprofil (Abbildung 27). In allen Isolaten konnte die 

Bildung von Fukinolsäure (Rf = 0,25) mit nahezu gleicher Intensität 

nachgewiesen werden.  

 

 

Abbildung 27: Anzucht von A. racemosa in MSTDZ-Medium mit variierender 

NAA-Konzentration [n = 3]. 0-9 = MSTDZ-Medium mit 0 mM NAA (0) bis 2,16 mM 

(9). Als Standard (St) wurde ein Fukinolsäureisolat aus P. japonicus (MSTDZ mit 

1 mM NAA) verwendet. Das graue Feld verdeckt die Proben die in Kapitel (7.2.5) 

analysiert werden. 

 

In Medium 3 (0,72 mM NAA) scheint die Menge der gebildeten Fukinolsäure 

verstärkt zu sein. In Medium 1-9 zeigt sich zusätzlich ein Naturstoff auf der Höhe 

von ca. Rf = 0,4, der in Medium 0 nur schwach vorhanden ist. Daneben konnte 

in einigen Isolaten eine blau fluoreszierende Bande auf Höhe von ca. Rf = 0,12 

detektiert werden. Die Bande war besonders in den Medien 2, 3 und 7 sichtbar. 
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7.2.5 Elicitierung von A. racemosa mit Methyljasmonat 

72 h nach dem wöchentlichen Überimpfen der A. racemosa Suspensionskulturen 

(in MSTDZ) wurden diese mit einer Endkonzentration von 0,1 mM 

Methyljasmonat (MJ) elicitiert (3.5). Als Kontrolle erfolgte die Zugabe der 

äquivalenten Menge Lösungsmittels (LM, Ethanol).  

 

 

Abbildung 28: Elicitierung von A. racemosa MSTDZ-Hellkulturen mit Methyljasmonat 

[n = 2]. Als Referenz wurde ein Isolat der Zellen aus Standardmedium (St) 

aufgetragen. Daneben erfolgte die Isolierung aus Suspensionskulturen, die mit 

Methyljasmonat (MJ) und Lösungsmittel (LM) elicitiert wurden. Das graue Feld 

verdeckt die Proben die in Kapitel (7.2.4) ausgewertet wurden. 

 

Die Elicitierungsversuche mündeten nicht in einer signifikanten Zunahme des 

Wachstums. Auch bezüglich des Sekundärmetabolite-Profils zeigten sich keine 

Unterschiede (Abbildung 28). Weder die Behandlung der Kulturen mit 

Methyljasmonat noch die mit Lösungsmittel, ergaben einen Unterschied in der 

Fukinolsäurebildung (Rf = 0,28) im Vergleich zur herkömmlichen Anzucht in 

MSDTZ-Medium (St). Auch bezüglich der anderen gebildeten 

Sekundärmetabolite konnten keine Auffälligkeiten beobachtet werden. 

 

7.2.6 Elicitierung der Suspensionskulturen mit Suberoylhydroxamsäure 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Elicitierung der Suspensionskulturen (3.5) 

von P. japonicus und A. racemosa mit Suberoylhydroxamsäure (SBHA). Je 

Zeitpunkt wurde eine Kultur mit SBHA und eine mit DMSO (Lösungsmittel) 

behandelt. Die Zellernte erfolgte nach 7, 14 und 21 Tagen. Das Naturstoffprofil 

von P. japonicus blieb innerhalb der 21 Tage nahezu identisch (Abbildung 29). 

Es zeigte sich ein geringer Anstieg der isolierten Fukinolsäure in beiden Kulturen 

bis Tag 14 (Rf = 0,28) Während die Elicitierung mit SBHA an Tag 21 keine 
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Auswirkung auf die Fukinolsäureproduktion ergab, sank die Bildung von 

Fukinolsäure in der DMSO-Kultur deutlich.  

Im Kontrast hierzu sind bei A. racemosa im Vergleich der DMSO- mit den SBHA-

behandelten Proben deutliche Unterschiede sichtbar (Abbildung 29). In den 

DMSO-Proben von A. racemosa ergaben sich im zeitlichen Verlauf bei Rf = 0,6, 

Rf = 0,5 und bei Rf = 0,25 eine Zunahme der gebildeten Produkte. Die 

Fukinolsäurebildung in der DMSO-Probe war besonders an Tag 14 am größten. 

Das Naturstoffprofil der Kontrollen verblieb zwischen Tag 7 und Tag 21 

unverändert. Im Vergleich zu den SBHA-Kulturen wurden hier geringere 

Konzentrationen der isolierten Phenolcarbonsäuren detektiert. 

 

 

Abbildung 29: Elicitierung von A. racemosa und P. japonicus mit SBHA [n = 2]. Die Zellen 

wurden an Tag 7, Tag 14 und Tag 21 geerntet. Kont = Kontrolle unbehandelter 

Zellen von P. japonicus in MSTDZ. 

 

7.2.7 Zufütterung von Glycolyl-CoA und Glykolat 

Für die Untersuchung der Bildung von Piscidinsäure oder Fukinsäure wurden 

Glycolyl-CoA oder Glykolat zu P. japonicus MSTDZ-Kulturen zugefüttert (3.6). 

Glykolat wurde in einer Endkonzentration von 20 µM und Glycolyl-CoA von 

12 nM hinzugegeben. Nach einer Wachstumszeit von 96 Stunden wurde das 

Zellmaterial geerntet, phenolische Säuren isoliert und die Proben mittels LC-MS 
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analysiert. Beim einmaligen Durchführen der Analyse konnte hier weder Fukin- 

noch Piscidinsäure detektiert werden. Möglicherweise waren die 

Konzentrationen der zugesetzten potentiellen Co-Substrate zu gering und man 

sollte hier weitere Tests mit verschiedenen Endkonzentrationen austesten. 

Darüber hinaus scheint Glykolat eine limitierende Rolle bei der extremen 

Beeinflussung des pH-Wertes zu spielen, die sorgfältig kontrolliert und angepasst 

werden muss, um eine optimale Reaktionsumgebung sicherzustellen (Puffer). 

 

7.2.8 Vergleich der Dauerkulturen mit Frischpflanzenmaterial 

Die Kallus- und Suspensionskulturen von P. japonicus wurden an Tag 7 geerntet. 

Nach der Gefriertrocknung des Probenmaterials erfolgte die Einwaage von 

jeweils 20 mg Zellmaterial für die Extraktion. Parallel dazu erfolgte zusätzlich die 

Isolierung von Fukinolsäure aus frischem Blattmaterial (6.5). Die anschließende 

Analyse der Proben erfolgte mittels HPLC (6.8.2).  

 

 

Abbildung 30: Vergleich der Fukinolsäuremenge verschiedener Ausgangsmaterialien von 

P. japonicus. Die Isolierung von Fukinolsäure erfolgte aus Kallusmaterial, 

Suspensionskulturen und frischem Blattmaterial. Die isolierte Fukinolsäuremenge 

aus Hell- und Dunkelkulturen wurde miteinander sowie mit frischem Blattmaterial 

verglichen [n = 3]. 

 

Der Vergleich zwischen den Kallus- und Suspensionskulturen ergab eine größere 

Fukinolsäuremenge in den Hellkulturen im Vergleich zu den Dunkelkulturen 

(Abbildung 30). Es ist jedoch deutlich zu sehen, dass die isolierte Menge von 

Fukinolsäure aus Blattmaterial am größten ist. Die Peakfläche überschreitet die 

der Hellkulturen in MSTDZ-Medium bspw. um das Dreifache (237.248 vs. 

69.884). 
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7.2.9 Analyse der Fukinolsäuremenge in Abhängigkeit des Nährmediums 

Hell- und Dunkelkulturen von P. japonicus wurden über einen Zeitraum von 

sechs Wochen in MSTDZ, B5, CBM, MS-Li und CB-2 kultiviert (3.4). Dabei 

erfolgte die wöchentliche Ernte von Zellmaterial für die Fukinolsäureisolierung. In 

einem ersten Isolierungsversuch (6.5) und anschlißende LC-MS-Analyse (6.9) 

ergaben sich, dass die Fukinolsäuremenge der Hellkulturen in CBM am höchsten 

war, gefolgt von MS-Li, MSTDZ, CB-2 und B5 (Abbildung 31). Bezüglich der 

Fukinolsäuremenge der Dunkelkulturen erwies sich B5-Medium als am 

effizientesten, gefolgt von MS-Li, CBM, MSTDZ und CB-2. 

 

 

Abbildung 31: Vergleich der Fukinolsäuremenge von P. japonicus in verschiedenen 

Nährmedien [n = 1]. Die Isolierung erfolgte aus MSTDZ (schwarz), B5 (rot), CBM 

(blau) CB-2 (grün) und MS-Li (violett). Dargestellt sind Ausschnitte der 

UV-Chromatogramme bei 296 nm der LC-MS Messungen. (a) Hellkulturen (b) 

Dunkelkulturen  

 

In den Wochen 1 bis 3 erfolgte in der CBM-Hellkultur ein Anstieg der 

Fukinolsäuremenge (Peak 11,5-12,5 min), danach blieb die Fukinolsäuremenge 

nahezu konstant (Abbildung 32). In der B5-Dunkelkultur hingegen konnten im 

Vergleich in den ersten beiden Wochen geringe Mengen von Fukinolsäure isoliert 

werden. Im weiteren zeitlichen Verlauf reduzierte sich die Menge der isolierten 

Fukinolsäure und belief sich in Woche 6 auf nahezu null. 
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Abbildung 32: Auszug der HPLC-Analyse der Fukinolsäuremenge im zeitlichen Verlauf der 

Kultivierung von P. japonicus [n = 2]. Die Kultivierung erfolgte als CBM-Hellkultur 

und B5-Dunkelkultur. Die Fukinolsäuremenge wurde durch wöchentliche 

Probennahme von Suspensionsmaterial über einen Zeitraum von 6 Wochen 

analysiert. Der Fukinolsäurepeak erscheint bei 11,5-12,5 min (Pfeil).  

 

Für eine weitere Analyse der verschiedenen Nährmedien bezüglich der 

Fukinolsäuremenge wurden neue Isolate erstellt (6.7.3), die zügig auf mittels 

DC-Analyse untersucht wurden (Abbildung 33). Hierbei wurde eine Mischung der 

Isolate aufgetragen [n = 3], indem äquivalente Menge eines Isolates (hell oder 

dunkel) des jeweiligen Nährmediums vereinigt und aufgetragen wurden. Der 
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Vergleich der Nährmedien B5, CBM, CB-2, MSTDZ und MS-Li erbrachte 

deutliche Unterschiede im Naturstoffprofil hervor. Die Fukinolsäure (grün 

fluoreszierend), hier mit Rf = 0,28, konnte in allen Isolaten detektiert werden. Die 

größte Fukinolsäuremenge konnte im Blattmaterial nachgewiesen werden, 

gefolgt von den P. japonicus CBM-Hellkulturen und MSDTZ-Hellkulturen sowie 

der CBM-Dunkelkultur. Die geringsten Fukinolsäuremenge zeigten sich in den 

Dunkelkulturen mit B5 und MS-Li.  

 

 

Abbildung 33: DC-Analyse des Einflusses von Nährmedien auf die Fukinolsäuremenge in 

P. japonicus [n=3]. Die Fukinolsäure wurde jeweils auf Hell- und Dunkelkulturen 

der Nährmedien CBM, B5, CB-2, MS-Li und MSTDZ isoliert. Zusätzlich wurde 

Fukinolsäure aus frischem Blattmaterial isoliert. 

 

7.2.10 Inhaltsstoffanalyse von Frischpflanzenextrakten 

Die Fukinolsäure und weitere phenolische Säuren wurden für A. racemosa und 

P. japonicus aus frischem Blattmaterial, sowie aus CBM- und 

MSTDZ-Hellkulturen isoliert (6.7.3). Untersuchungen bezüglich der Fukinolsäure 

wurden auch für das gesammelte Blattmaterial V. faba (3.3) und 

B5-Suspensionskulturen unternommen. Hierbei wurden aus den Isolaten 

Mittelwerte gebildet, indem je Probenmaterial drei Isolierungen durchgeführt 

wurden und diese in äquivalenten Mengen vereinigt wurden. Die Mischungen der 
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Isolate wurden auf eine Kieselgelplatte aufgetragen, aufgetrennt und durch die 

Färbung mit Naturstoffreagenz A visualisiert (6.7.3).Zusätzlich wurden die 

Proben anhand ihrer Masse analysiert (6.9, Abbildung 34). 

 

 

Abbildung 34: Vergleich der Fukinolsäuremenge des frischen Blattmaterials mit Isolaten 

aus Hellkulturen [n = 6]. (a) Ergebnis der Dünnschichtchromatographie nach 

Besprühen mit Naturstoffreagenz A. (b) Anhand der extrahierten 

Ionenchromatogramme der Fukinolsäure (m/z = 433,058 [M-H]) erfolgte die 

quantitative Auswertung durch die Bestimmung der Peakflächen.  

 

Es konnte gezeigt werden, dass die Fukinolsäuremenge im frischen Blatt einer 

Pflanze größer als die der jeweiligen Suspensionskulturen war. In den 

Suspensionskulturen in MSTDZ (A. racemosa) und CBM (P. japonicus) konnten 

ähnliche Mengen der Fukinolsäure gefunden werden. Ich Vergleich dazu tritt in 

der MSDTZ-Kultur von P. japonicus deutlich weniger Fukinolsäure auf. Die 

isolierte Fukinolsäuremenge aus Blattmaterial der beiden Pflanzen war geschätzt 

etwa 2-3 mal so groß im Vergleich zu den entsprechenden Suspensionskulturen.  

Für V. faba konnten vergleichsweise nur sehr geringe Mengen Fukinolsäure 

detektiert werden. Während die Fukinolsäure nach chromatographischer 

Auftrennung im Blattmaterial von V. faba deutlich sichtbar ist, lässt sich diese in 

den B5-Suspensionskulturen der Ackerbohne nur schwach erahnen. Anhand der 

Flächen kann festgehalten werden, dass P. japonicus in CBM und Blattmaterial 

(P. japonicus, A. racemosa) vergleichbar große Fukinolsäuremengen aufwiesen, 

gefolgt von den MSDTZ-Kulturen (A. racemosa, P. japonicus). Die detektierten 
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Fukinolsäuremengen in V. faba waren vergleichsweise sehr gering. 

 

7.2.11 Analyse der Fukinolsäurestandards 

Im Jahr 2023 konnte schließlich ein Fukinolsäurestandard der Firma Phyproof 

käuflich erworben werden. Dieser wurde zunächst in der HPLC analysiert und im 

Anschluss zusammen mit dem selbst isolierten Standard (6.6) in der LC-MS auf 

die Masse überprüft (Abbildung 35). In einem Laufmittel mit einer 

Methanolkonzentration von 30 % versetzt mit 0,3 % Essigsäure wies der 

Fukinolsäurestandard eine Retentionszeit von 13,77 min auf. Der Vergleich des 

gekauften Standards mit dem isolierten Standard der Kieselgelplatte (TLC5) 

ergab ein unterschiedliches LC-MS-Chromatogramm, obwohl dieselben Massen 

(m/z = 433,058 [M-H]) detektiert werden konnten.  

 

 

Abbildung 35: Analyse der Fukinolsäurestandards. (a) HPLC-Analyse des gekauften 

Standards. (b) LC-MS-Analyse des gekauften Standards sowie des selbst isolierten 

Standards (TLC5).  

 

Die Analyse (durchgeführt von Maximilian Ufland, AG Petersen) der NMR-Daten 

der Substanz von Phyproof mit denen von Kruse (2000) ergab, dass die Struktur 

mit Fukinolsäure übereinstimmt. Die Diskrepanz in den Retentionszeiten des 

selbst isolierten Standards und des gekauften bei identischer Masse konnte nicht 

aufgeklärt werden. Die Struktur der Fukinolsäure würde theoretisch ein Isomer 

mit dem Kaffeesäurerest an der OH-Gruppe am C2 der Seitenkette der 

Fukinsäure mit derselben Masse zulassen. Eine solche Substanz ist bislang nicht 

beschrieben worden.  
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7.3 Kulturcharakterisierungen 

Suspensionskulturen in MSTDZ-Medium von A. racemosa und P. japonicus 

wurden inokuliert (3.8), um eine Charakterisierung und einen Vergleich der Hell- 

und Dunkelkulturen (P. japonicus) zu ermöglichen. Folgende Parameter wurden 

an den einzelnen Erntetagen ermittelt: pH-Wert, Zuckergehalt, Frischgewicht, 

Trockengewicht, Leitfähigkeit, Fukinolsäurekonzentration. 

 

7.3.1 Kulturcharakterisierung von A. racemosa 

A. racemosa wurde über einen Zeitraum von 0 bis 21 Tagen in MSTDZ-Medium 

unter Dauerbeleuchtung kultiviert (3.8). Hierbei erfolgte die tägliche 

Probennahme um die exakte Uhrzeit wie die Inokulationszeit.  

 

 

Abbildung 36: Kulturcharakterisierung einer A. racemosa Hellkultur in MSTDZ [n = 1]. Die 

Probennahme erfolgte täglich von Tag 0 bis 21. (a) Analyse des Frischgewichtes 

(Punkte, schwarz) und Trockengewichtes (Quadrate, grau). (b) Dokumentation der 

Mediumsparameter. Dargestellt sind der Zuckergehalt (graue Fläche), der pH-Wert 

(schwarze Punkte) und die Leitfähigkeit (graue Punkte). 

 

Für A. racemosa war im zeitlichen Verlauf eine Zunahme des Frischgewichtes 

von 2,00 g auf 4,34 g pro Kolben zu verzeichnen (Abbildung 36). Parallel dazu 

konnten die Trockengewichte nach Gefriertrocknung ermittelt werden, die sich 

von 0,35 g auf 0,67 g verdoppelten. Der pH-Wert des Mediums stieg von 5,20 

auf 5,87. Der Zuckergehalt im MSTDZ-Medium sank von 3,40 % Brix auf 0,60 % 

Brix. Die Leitfähigkeit reduzierte sich von 4,90 mS/cm auf 3,20 mS/cm. 

 

7.3.2 Kulturcharakterisierung von P. japonicus 

Bei P. japonicus konnte der direkte Vergleich der Hellkultur mit der Dunkelkultur 

über einen Zeitraum von 35 Tagen erfolgen (3.8). Die Probennahme von Tag 0 

bis 21 erfolgte täglich. Zusätzlich wurden Proben an Tag 25, 28, 32 und 35 



Ergebnisse 99 

 

   

 

geerntet.  

 

 

Abbildung 37: Vergleich der Kulturcharakterisierungen einer P. japonicus Hell- und 

Dunkelkultur in MSTDZ [n = 1]. Die Probennahme erfolgte von Tag 0 bis 21 täglich. 

Danach wurden zusätzlich Proben an Tag 25, 28, 32 und 35 genommen. (a, c) 

Analyse des Frischgewichtes (Punkte, schwarz) und Trockengewichtes (Quadrate, 

grau). (b, d) Dokumentation der Mediumsparameter: Zuckergehalt (graue Fläche), 

pH-Wert (schwarze Punkte) und der Leitfähigkeit (graue Punkte). 

 

Es war zu beobachten, dass sich das Trockengewicht beider Kulturen in einem 

Zeitraum von 24 Tagen verfünffachte (Abbildung 37). Die Hellkultur wurde mit 

3,82 g (Dunkelkultur 3,97 g) inokuliert und vermehrte sich bis zu Tag 32 auf 

24,38 g (Dunkelkultur 23,07 g). Der pH-Wert stieg in 35 Tagen in beiden Kulturen 

von durchschnittlich 5,14 (hell 5,22; dunkel 5,05) auf ca. 7,30 (hell 7,31; dunkel 

7,30) an. Der Zuckergehalt im MSTDZ-Medium reduzierte sich innerhalb von 35 

Tagen von ca. 3,4 % Brix (hell 3,6 % Brix; dunkel 3,2 % Brix) auf etwa 0,1 % Brix 

(hell 0,2 % Brix; dunkel 0,0 % Brix). In der Dunkelkultur war der Zucker an Tag 

14 komplett aufgebraucht (0,0 % Brix). Die Leitfähigkeit des Hellkulturmediums 

lag an Tag 0 bei 4,8 mS/cm und an Tag 35 bei 0,87 mS/cm. In der Dunkelkultur 

wurde die Leitfähigkeit mit 4,6 mS/cm detektiert. Diese sank bis Tag 21 auf 

0,09 mS/cm und stieg im Anschluss bis Tag 35 auf 1,43 mS/cm an. 
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7.3.3 Zeitlicher Verlauf der Fukinolsäurebildung in A. racemosa 

Die Zellernte von A. racemosa in Standard-MSDTZ-Medium erfolgte über einen 

Zeitraum von 21 Tagen täglich (3.8). Neben der Veränderung verschiedener 

Mediumsparameter wurde zusätzlich Fukinolsäure isoliert (6.5). Je Tag erfolgte 

die Erzeugung von drei technischen Replikaten, die im Anschluss mittels HPLC 

analysiert wurden (6.8.2). Zusätzlich wurden je Probentag eine Mischung der drei 

technischen Replikate erstellt, die zusammen mit einem Standard auf die 

Kieselgelplatte aufgetragen wurde (6.7.3). Nach Visualisierung mit 

Naturstoffreagenz A erfolgte die Fotodokumentation der Fukinolsäurebildung im 

zeitlichen Verlauf (Abbildung 38).  

 

i 

Abbildung 38: Analyse der Fukinolsäuremenge im zeitlichen Verlauf von A. racemosa 

(MSTDZ). (a) Analyse der Peakflächen der HPLC-Chromatogramme [n = 2-3]. 

(b) Hier ist exemplarisch die untere Hälfte der DC abgebildet. Fukinolsäure wurde 

aus den Proben von Tag 0-21 isoliert und der gekaufte Standard (St) als Referenz 

aufgetragen [n = 3]. Aufgetragen wurden 5 µl der unverdünnten Mischprobe. 

 

Die HPLC-Auswertung der Fukinolsäureisolate gestaltete sich herausfordernd, 

da die Anzahl der isolierten Substanzen im Vergleich zur Fukinolsäure groß war. 

Die deutliche Auftrennung der Peaks gestaltete sich folglich schwierig, sodass 

häufig nur zwei der drei technischen Replikate exakt ausgewertet werden 

konnten. Aus Zeitgründen (u.a. Erhöhung der HPLC-Laufzeit) wurde jedoch 

darauf verzichtet, diesen Versuch zu perfektionieren. An Tag 0 bis 5 wurden 

dagegen hohe Mengen von Fukinolsäure mit ca. 5-10 % des Trockengewichtes 

detektiert (Abbildung 38 a). Für die restlichen Versuchstage lässt sich festhalten, 

dass die Fukinolsäuremenge auf durchschnittlich etwa 1-2 % des 

Trockengewichtes abnahm. Dieser Einblick spiegelt sich auch anhand der 

durchgeführten dünnschichtchromatographischen Analyse (Abbildung 38 b). Als 

Tendenz lässt sich beobachten, dass zu Beginn des Experiments mehr 

Fukinolsäure enthalten ist, und diese im weiteren Verlauf abnimmt. 
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7.3.4 Zeitlicher Verlauf der Fukinolsäurebildung in P. japonicus 

Dunkel- und Hellkulturen von P. japonicus wurden in Standard-MSTDZ-Medium 

kultiviert und das Zellmaterial innerhalb eines Zeitraumes von 35 Tagen geerntet 

(3.8). Die Ernte erfolgte von Tag 0 bis Tag 21 täglich. Im Zeitraum von 21-35 

Tagen wurde alle 3-4 Tage geerntet. Die Mediumsparameter wurden bestimmt, 

ebenso wie die Bildung von Fukinolsäure (6.5). Für die Fukinolsäureanalyse 

wurden dafür je Tag drei technische Replikate erzeugt, die mittels HPLC 

untersucht wurden (6.8.2). Zusätzlich wurden je Erntetag äquivalente Mengen 

der drei Replikate vereint und diese repräsentative Mischung auf eine 

Kieselgelplatte aufgetragen. Für die Detektion der Fukinolsäure erfolgte die 

Visualisierung durch Besprühung mit Naturstoffreagenz A (6.7.3). Aufgrund 

unterschiedlicher Belichtungszeiten ergibt sich hier ein optisches 

Ungleichgewicht der beiden DC-Platten (Abbildung 39). 

Für die Hellkultur konnte von Tag 0 bis Tag 10 ein stetiger Anstieg der 

Fukinolsäuremenge festgestellt werden von ca. 2,5 % des Trockengewichtes auf 

ca. 3,5 % des Trockengewichtes (Abbildung 39 a). Es schloss sich eine Abnahme 

des Fukinolsäuregehaltes bis Tag 17 auf ca. 1% des Trockengewichtes an. Die 

Tage 17-35 waren nicht auswertbar. Auch auf der DC spiegelt sich wider, dass 

zwischen den Tagen 18 und 35 deutlich geringere Mengen an Fukinolsäure 

detektiert werden (Abbildung 39 b) konnten. Für die Detektion der 

Fukinolsäuremenge der Dunkelkultur konnten die HPLC-Daten nicht ausreichend 

analysiert werden (Abbildung 39 c). Es lässt sich jedoch zwischen den Tagen 0 

und 7 ebenfalls ein Anstieg der Fukinolsäure beobachten. Im Hinblick auf die DC-

Analyse lässt sich ein Anstieg der Fukinolsäuremenge bis etwa Tag 10 erkennen 

(Abbildung 39 d). Diese bleibt dann bis Tag 15 konstant.  
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Abbildung 39: Analyse der Fukinolsäuremenge im zeitlichen Verlauf von P. japonicus 

Suspensionskulturen (MSTDZ). Analyse der Hellkulturen anhand der (a) HPLC-

Chromatogramme [n=2-3] und der (b) DC-Analyse durch Auftragen von 5 µl Probe 

[n=3]. Analyse der Dunkelkulturen anhand der (c) HPLC-Chromatogramme [n=2-3] 

und der (d) DC-Analyse durch Auftragen von 20 µl Probe [n=3]. 

 

7.4 Messungen mit Pflanzenrohextrakten 

7.4.1 Tyrosin Aminotransferase-Aktivität des Proteinrohextraktes aus 

Pflanzenmaterial 

Da die Amplifikation der TAT aus A. racemosa lange Zeit erfolglos blieb, erfolgte 

der Versuch einer Bestimmung der (Tyrosin-) Aminotransferase-Aktivität des 

Pflanzenrohextraktes. Neben der Traubensilberkerze wurden ebenfalls 

Rohextrakte der Pestwurz hergestellt (5.1). Die Zellernten für die 

Rohextraktherstellung erfolgten an Tag 11 und 13. Getestet wurde die Zugabe 

von 50 µl und 200 µl Rohextrakt und 10 µl einer aufgereinigten AaTAT (Busch 

2022) aus Anthoceros agrestis als Positivkontrolle der Methode (5.15.1). 

Zusätzlich wurde untersucht, ob die Zugabe von DTT und Ascorbinsäure eine 

Auswirkung auf die Aktivität der TAT im Pflanzenrohextrakt aufwies (5.15.1). 

Aufgrund eines Vortestes wurde die Inkubationszeit auf 30 min festgelegt und die 

Proben bei 40 °C inkubiert. Hierbei konnte im Rohextrakt von A. racemosa eine 

TAT-Aktivität an Tag 11 und Tag 13 festgestellt werden (Abbildung 40 a & b).  
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Abbildung 40: Untersuchungen zur TAT-Aktivitätsmessung in Pflanzenrohextrakten. 

Ar = A. racemosa, RE = Rohextrakt, Pj = P. japonicus, AaTAT= Tyrosin 

Aminotransferase aus A. agrestis, 11 = Erntetag 11, 13 = Erntetag 13 (a) 

Bestimmung der TAT-Aktivität [n = 9] (b) Enzymassay ohne (schwarz) und mit DTT 

und Ascorbat (grau) [n = 1] (c) LC-MS-Analyse der Enzymtests mit Rohextrakten 

von A. racemosa an Tag 11 (schwarz = 0 min, grau = 30 min) (d) LC-MS-Analyse 

der Enzymtests mit Rohextrakten von A. racemosa an Tag 13 (schwarz = 0 min, 

grau = 30 min) 

 

Analog konnte diese ebenfalls für P. japonicus detektiert werden. Die 

Positivkontrolle mit AaTAT verzeichnete ebenfalls enzymatische Aktivität. Unter 

dem Einfluss von DTT und Ascorbat konnte vor allem bei AaTAT und dem 

A. racemosa-Rohextrakt von Tag 13 eine deutliche Zunahme der enzymatischen 

Aktivität verzeichnet werden. Die Produktbildung der Rohextrakte von 

A. racemosa der Tage 11 und 13, in Form von 4-Hydroxybenzaldehyd 

(m/z = 121,038 [M-H]), wurde mittels LC-MS mit einer Retentionszeit von 7,5 min 

nachgewiesen (Abbildung 40 c & d). Für die RE-TAT-Aktivität von Petasites 

liegen keine LC-MS-Ergebnisse vor.  

 

7.4.2 Umsatz von Glycolyl-CoA 

Um die Hypothese zu überprüfen, ob Glycolyl-CoA an der Bildung von 

Piscidinsäure oder Fukinsäure beteiligt ist, wurden Tests mit Pflanzenrohextrakt 

von A. racemosa und P. japonicus durchgeführt (5.15.2). Die Hypothese lautet, 

dass die Enzyme TAT und HPPR an der Fukinolsäure und/oder der 

Cimicifugasäurebiosynthese beteiligt sein könnten. Demnach würde die TAT die 

Umwandlung von L-Tyrosin zu pHPP und die HPPR im Anschluss die Bildung 

von 4-Hydroxyphenylmilchsäure (pHPL) aus pHPP bewirken. pHPL in 

Kombination mit einer Glycoleinheit stellt chemisch betrachtet schließlich die 
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Piscidinsäure dar.  

 

 

 

Es wurde überprüft, ob durch die Zugabe von 2,4 µM Glycolyl-CoA und 1 mM 

pHPL und durch Zugabe von 50 µl Rohextrakt eine Bildung von Fukinsäure 

(m/z = 272,053 [M-H]) oder Piscidinsäure (m/z = 256,058 [M-H]) per LC-MS 

detektiert werden kann (5.15.2, 6.9). 

 

 

 

Abbildung 41: LC-MS-Analyse der Enzymtests mit Pflanzenrohextrakten von A. racemosa. 

In das Assay wurden neben Pflanzenrohextrakt Glycolyl-CoA und pHPL gegeben, 

um die Hypothese zu überprüfen, ob daraus Piscidin-/Fukinsäure gebildet wird. 

Dargestellt ist jeweils der Vergleich zwischen der Nullprobe (graue Linie) und dem 

für 60 min (schwarze Linie) inkubierten Assay. Die Pflanzenrohextrakte wurden aus 

Suspensionskulturen hergestellt, die an (a)Tag 11 oder (b) Tag 13 geerntet wurden. 

 

Da die RNA-Isolierungen in Actaea, für die Isolierung der ArH(P)PR, von Tag 11 

und 13 erfolgreich verliefen, wurden die Pflanzenrohextrakte ebenfalls von 

diesen Tagen erstellt. Der Hauptpeak ist pHPL (m/z = 181,048 [M-H]), welches 

offenbar im Überschuss in das Assay gegeben wurde (Abbildung 41). Es konnte 

festgestellt werden, dass sich nach Inkubation des Testes ein Peak mit 

m/z = 361,092 [M-H] vorfinden lässt. Dieser tritt in der Probe von Tag 13 viel 

deutlicher hervor, als an Tag 11. Auch für P. japonicus wurde das Experiment 

parallel so durchgeführt (Daten hier nicht gezeigt). Interessanterweise trat die 

Bildung dieses Peaks (m/z = 361,092 [M-H]) dort nicht auf. 
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7.5 Molekularbiologische Arbeiten mit A. racemosa 

7.5.1 Isolierung von gDNA 

Um die Qualität der isolierten gDNA aus A. racemosa zu überprüfen, wurde die 

Cimicifugasäure-Synthase (CAS) amplifiziert. Diese weist eine Größe von 

1347 bp auf (Werner 2018). Unter der Verwendung der forward und reverse 

Primer konnte nach gelelektrophoretischer Auftrennung (4.13) des PCR-

Ansatzes (4.11) ein Fragment von ca. 1400 bp detektiert werden (Abbildung 42).  

 

 

Abbildung 42: Amplifikation der ArCAS zur Überprüfung der gDNA. In zwei separaten 

Ansätzen erfolgte die Amplifikation der CAS mit dem forward und reverse Primer. 

 

Hieraus konnte geschlussfolgert werden, dass die Isolierung der gDNA (4.9) 

erfolgreich verlaufen war und diese für weitere PCR-Versuche herangezogen 

werden konnte. Dennoch verliefen die Versuche, die beiden Enzyme ArH(P)PR 

und ArTAT aus gDNA zu isolieren im Rahmen dieser Arbeit erfolglos. Dies 

äußerte sich dadurch, dass die amplifizierten Sequenzen keine Homologien zur 

Datenbank-Sequenz von ArTAT oder ArH(P)PR aufwiesen. 

 

7.5.2 Isolierung von RNA aus Suspensionskulturen 

Für die Generierung von RNA-Material wurden verschiedene Protokolle und 

Zellmaterialien von unterschiedlichen Erntetagen (2, 4, 7, 11, 13) getestet. Die 

erfolgreiche Isolierung gelang aus 50 mg oder 20 mg Suspensionsmaterial von 

A. racemosa nach Chomczynski und Sacchi (1987) mit Zellen von Tag 11 und 

13 (4.2). Das Vorhandensein der 28S rRNA, 18S rRNA und 5S rRNA gab 
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Aufschluss über die Integrität der Proben. Die gelelektrophoretische Auftrennung 

(4.13) der RNA-Proben visualisierte die rRNAs in nahezu allen Proben 

(Abbildung 43 a). Die Reinheits- und Konzentrationsbestimmung der Proben 

erfolgte photometrisch anhand des Quotienten von A260 und A280 (4.6). 

RNA-Präparationen zwischen 1,8 und 2,0 konnten hierbei als rein betrachtet 

werden. Aufgrund dessen erfolgte die cDNA-Synthese von den Proben RNA 4 

und RNA 8 (Abbildung 43 b & c). 

 

 

Abbildung 43: Integrität und Reinheit der RNA-Isolierung von A. racemosa. (a) Integrität der 

RNA-Isolate von Tag 11 (1-4) und Tag 13 (5-8). Gezeigt werden zusätzlich die 

Reinheits- und Konzentrationsbestimmungen von (b) Tag 11 und (c) Tag 13. 

 

7.5.3 Synthese und Amplifikation ArH(P)PR synth 

Da die Amplifikationsversuche der ArH(P)PR aus gDNA oder cDNA zunächst 

erfolglos verliefen, wurde beschlossen, das Gen für die H(P)PR aus A. racemosa 

entsprechend der Datenbanksequenz (scaffold 2075208) synthetisieren zu 

lassen (Eurofins Genomics®). Die nachfolgenden Versuche, die auf der Basis der 

synthetisierten Sequenz aus A. racemosa erfolgten, wurden daher mit dem 

Beinamen Ăsynthñ versehen (ĂArH(P)PR synthñ).  

Zunächst erfolgte die Vervielfältigung der synthetisierten ArH(P)PR-Sequenz und 

gleichzeitig die Testung verschiedener Primerkombinationen zur Beurteilung der 

Effizienz der PCR-Protokolle und Programme (4.11). Neben den forward und 

reverse Primern wurden zusätzlich die internen forward und reverse Primer 

getestet. Bei der Verwendung der Volllängenprimer konnte eine Bande auf der 

Höhe der erwarteten Größe (945 bp) detektiert werden (Abbildung 44 a).  
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Abbildung 44: Amplifikation des ArH(P)PR synth Gens mit unterschiedlichen 

Primerkombinationen. (a) Ergebnis der PCR-Versuche verschiedener 

Primerkombinationen; M = GeneRuler® DNA Ladder Mix (1 kb) (b) Erläuterungen 

der verschiedenen Primerkombinationen und die erwarteten Fragmentgrößen 

(c) Schematische Übersicht der Primerlokalisation im ArH(P)PR-Gen 

 

Die Kombination des internen forward Primers mit dem reverse Volllängenprimer 

brachte ein Fragment von etwa 350 bp, wohingegen der interne reverse Primer 

zusammen mit dem forward Volllängenprimer ein Fragment von ca. 600 bp 

ergab. Die Verwendung aller vier Primer erbrachte, wie nicht anders zu erwarten, 

einen Schmier unspezifischer Banden auf dem Gel, wobei dennoch die einzelnen 

Fragmente (945 bp, 353 bp, 592 bp) hervortreten. Das Volllängen-Amplifikat 

ArH(P)PR synth wurde anschließend als Insert für den Expressionsvektor 

pET15b verwendet. 

7.5.4 Amplifikation der ArH(P)PR aus Suspensionskulturen 

Die erfolgreiche Isolierung von RNA aus 20 mg Zellmaterial von A. racemosa 

gelang erst, nachdem die Suspensionskulturen etabliert waren. Aus diesen 

konnte schließlich RNA-Material (4.2) gewonnen und in cDNA umgeschrieben 

werden (4.8), sodass die Amplifikation der ArH(P)PR möglich war (4.11). Die 

nachfolgenden Versuche, die auf der Basis der amplifizierten Sequenz aus 

Pflanzenmaterial von A. racemosa erfolgten, wurden daher mit dem Beinamen 

Ăorigñ (Ăoriginalñ) versehen (ĂArH(P)PR origñ). Die Amplifikation der 

ArH(P)PR orig Volllänge oder Teilsequenzen konnte schließlich anhand 

unterschiedlicher Primerkombinationen erfolgen (Abbildung 45).  
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Abbildung 45: Amplifikation der ArH(P)PR orig. Die Amplifikation wurde mit GoTaq® 

Polymerase durchgeführt und durch die Kombination der verschiedenen Primer 

ermöglicht. Hier sind exemplarisch die Ergebnisse zweier cDNA-Replikate 

dargestellt. M = GeneRuler® DNA Ladder Mix (1 kb), 1 = Ar cDNA1, 2 = Ar cDNA2 

(a) Primerkombination ArHPPRVLf + ArHPPR-VLr (945 bp), (b) HPPRif + ArHPPR-

VLr (353 bp), (c) ArHPPRVLf + HPPRir (353 bp) (d) Übersicht der getesteten 

Primerkombinationen und die erwarteten Fragmentgrößen 

 

Im Rahmen der Amplifikation wurden sechs technische cDNA-Replikate erzeugt, 

von denen hier exemplarisch zwei dargestellt sind. Die Verwendung der 

Volllängenprimer ergab nach gelelektrophoretischer Auftrennung eine Bande auf 

der Höhe von etwa 1000 bp und entspricht damit der Größe der ArH(P)PR 

(945 bp). Eine Kombination aus dem internen reverse Primer und dem forward 

Volllängenprimer führte zu einem Fragment mit einer Größe von ca. 350 bp. Bei 

der Kombination des internen forward Primers und dem reverse Volllängenprimer 

konnte ein Fragment auf der Höhe von ca. 600 bp detektiert werden. Unter der 

Verwendung aller vier Primer ließen sich keine eindeutigen Banden verzeichnen. 

Im vorherigen Kapitel (7.5.3) kann zum besseren Verständnis in Abbildung 44 (c) 

eine schematische Übersicht des Primerdesigns gefunden werden. Für weitere 

Versuche wurde die ArH(P)PR-Volllänge verwendet. 

 

7.5.5 Einbau der HP(P)R synth in pET15b durch homologe Rekombination 

Das Insert der H(P)PR (synth & orig) aus A. racemosa wurde mittels homologer 

Rekombination in den Expressionsvektor pET15b gebracht (4.19). Zum 

Primerdesign wurde das Programm ĂRF cloningñ (rf-cloning.org) verwendet. 

Mithilfe der Website lässt sich die Insertionsstelle, die Primer sowie das finale 

Konstrukt bestimmen (Abbildung 46). Das Insert integriert zwischen 5376 bp 

(NdeI-Schnittstelle) und 5379 bp (XhoI-Schnittstelle) in den Expressionsvektor 

pET15b. Als Resultat entsteht ein Plasmid, welches die Größe von 6,65 kb 

aufweist. Die generierten Primer sind komplementªr zum 5ó- und 3ó-Ende des 
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Zielgens. Darüber hinaus weisen sie einen Überhang auf, der komplementär zur 

pET15b-Sequenz ist.  

 

 

Abbildung 46: Schematische Darstellung des in pET15b integrierten Inserts am Beispiel 

der ArH(P)PR orig (nach rf-cloning.org). Ausschnitts des pET15b-Vektors 

(dunkelgrau) mit integrierter ArH(P)PR-Sequenz (hellgrau). 

 

7.5.6 Insertionsnachweis der ArH(P)PR durch Restriktionsverdau 

Die Selektion der positiven Klone konnte aufgrund einer Ampicillin-Resistenz 

erfolgen. Die Erfolgskontrolle der in vivo homolog rekombinierten Plasmide (4.19) 

pET15b::ArH(P)PR synth und pET15b::ArH(P)PRorig wurde anhand einer 

Kontrollrestriktion überprüft (4.24). Die elektrophoretische Analyse (4.13) sollte, 

bei der Verwendung von NdeI und XhoI, ein Insert von 945 bp ergeben. 

Abbildung 47 zeigt das Resultat der Kontrollrestriktion nach 

gelelektrophoretischer Auftrennung. Das Screening brachte in allen Kolonien 

eine Bande von ca. 1000 bp hervor. Daneben befindet sich in jeder untersuchten 

Kolonie jeweils eine Bande von etwa 6000 bp die dem linearisierten 

pET15b-Vektor (5708 bp) entspricht. Einige der Klone wurden schließlich 

sequenziert. Die grauen Kästen verweisen jeweils auf den positiven Klon, von 

dem eine Stammkultur erstellt wurde.  
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Abbildung 47: Insertionsnachweis der ArH(P)PR mittels Kontrollrestriktion. Die 

Kontrollrestriktion wurde mit NdeI und XhoI durchgeführt. Die Kästchen verweisen 

auf die Klone, aus denen Dauerkulturen angelegt wurden. M = GeneRuler® DNA 

Ladder Mix (1 kb) (a) Kolonien 1-3 entsprechen ArHPPRsynth::pET15b (b) Kolonien 

1-7 entsprechen ArHPPRorig::pET15b. 

 

7.5.7 Nachweis der Insertion von ArH(P)PR durch Sequenzierung 

Die genetische Analyse der ArH(P)PR erfolgte mittels Sequenzierung. Da die 

synthetisierte H(P)PR aus A. racemosa anhand der Datenbanksequenz erfolgte, 

wies der ausgewählte Klon eine 100 % Sequenzidentität auf. Im Vergleich hierzu 

unterschieden sich die ausgewählten Klone der ArH(P)PR orig geringfügig. Die 

Sequenzunterschiede und deren Einfluss auf Proteinebene sind in Abbildung 48 

dargestellt.  

Für Klon 5 wurde eine Deletion eines Basentripletts an den 

Aminosäurepositionen 38 und 39 festgestellt, sodass keine Auswirkungen auf die 

Verschiebung des Leserasters bestehen. Diese Deletion beeinflusst die 

Kodierung der Aminosäuren Phenylalanin (TTT) und Leucin (TTG). Insgesamt 

führt die Deletion jedoch dazu, dass hier durch das entstandene Triplett TTG 

trotzdem Leucin kodiert wird. Folglich ist in Klon 5 demnach nur die Aminosäure 

Phenylalanin deletiert und das kodierte Protein im Vergleich zur 

Datenbanksequenz um eine Aminosäure verkürzt. 

Für Klon 3 konnten Unterschiede in der Nukleotidsequenz an den Positionen 439 

und 468 detektiert werden. Anstelle des Basentripletts CGA der 

Datenbanksequenz tritt bei Klon 3 das Triplett AGA auf. An Position 468 weist 

Klon 3 das Triplett ATA statt ATT (Datenbanksequenz) auf. Die 

Aminosäuresequenz von Klon 3 weist jedoch eine 100 % Sequenzidentität zur 

Datenbanksequenz von ArH(P)PR auf, da die Kodierung der jeweiligen 

Aminosäuren Arginin (CGA und AGA) und Isoleucin (ATA und ATT) nicht 
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beeinflusst wird. Für die Bestimmung der kinetischen Parameter, sowie des 

Temperatur- und pH-Optimums wurde daher Klon 3 verwendet. Für 

Untersuchungen zur Substratakzeptanz der ArH(P)PR orig wurde Klon 3 

verwendet (5.10.5). Für die enzymatische Charakterisierung bezüglich der 

optimalen Parameter (5.10.3), der Bestimmung der kinetischen Parameter 

(5.10.6) und der Substratakzeptanz (5.10.5) wurde ArH(P)PR synth verwendet. 

 

  

Abbildung 48: Übersicht der Nukleotid- und Aminosäuresequenz der ArH(P)PR-

Datenbanksequenz im Vergleich zu den ArH(P)PR orig Klonen K3 und K5. 

ArH(P)PR entspricht der Datenbanksequenz (scaffold 2075208) und somit 

ArH(P)PRsynth. Die Klone K3 und K5 sind Klone der ArH(P)PR orig. Die grau 

hinterlegten Nukleotidsequenzbereiche verdeutlichen die Unterschiede in der 

Nukleotidsequenz. K3 weist in der Aminosäuresequenz keinen Unterschied zur 

Datenbank-Sequenz auf, wohingegen bei K5 Aminosäure 38 (grau hinterlegter 

Kasten) deletiert wurde. Die grau hinterlegten Aminosäuresequenzbereiche 

verweisen auf die katalytische Domäne (AS 4-98) und die NAD(P)H-Bindedomäne 

(AS 100-279) auf der Basis des Alignments mit der HPPR-Sequenz aus 

P. scutellarioides (Janiak et al. 2010).  

 

7.5.8 Expressionsnachweis der ArH(P)PR 

Das SDS-Gel wurde verwendet, um die Proteine anhand ihrer Größe 

aufzutrennen und anschließend auf eine positiv geladene PVDF-Membran zu 
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übertragen (5.8, 5.9). Die Beladung des Gels erfolgte mit Proteinrohextrakt, 

Durchfluss, Waschfraktionen, Elutionsfraktionen und dem umgepufferten 

aufgereinigten Protein. Nach dem Überführen der Proteine auf eine 

PVDF-Membran erfolgte der spezifische Nachweis mit Anti-His-Tag-Antikörpern. 

Die erfolgreiche Enzymexpression kann mittels einer Farbreaktion über einen mit 

alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikörper erfolgen. Nachfolgend ist der 

erfolgreiche Expressionsnachweis der ArH(P)PR dargestellt (Abbildung 49). Die 

ArH(P)PR weist, inklusive des His-Tags, eine Proteingröße von 36,5 kDa auf. Der 

Expressionsnachweis war sowohl für die ArH(P)PR synth als auch für die 

ArH(P)PR orig erfolgreich. Im Kontrast hierzu sind im Leervektor pET15b keine 

Banden sichtbar (Abbildung 49). Die dazugehörigen SDS-Gele sind im Anhang 

zu finden (Anhang 10.2, Abbildung 90). 

 

 

Abbildung 49: Expressionsnachweis der ArH(P)PR. M = RotiMark Tricolor, 

WP = Waschfraktion, NiNTA = Elutionsfraktion, E = Elutionsfraktionen NiNTA, 

PD10 = PD10-Elution (a) ArH(P)PRsynth::pET15b (b) pET15b 

(c) ArH(P)PRorig::pET15b Klon 5 

 

 

7.5.9 Transformation und Kontrollrestriktion der ArTAT 

Die Amplifikationsversuche der ArTAT blieben im Rahmen dieser Arbeit erfolglos. 

Es wurden verschiedene Primerkombinationen, Temperaturgradienten sowie 

cDNA/gDNA-Templates (gewonnen aus Suspensions- oder Kalluskulturen und 

frischem Blattmaterial) getestet. Die amplifizierten Fragmente wiesen jedoch 

keine Sequenzhomologien zur TAT des A. racemosa-Genoms auf (scaffold 

2075688). Demzufolge wurde die ArTAT aus Zeitgründen codonoptimiert in 

pET15b käuflich erworben (BioCat). Der Vektor wurde direkt in E. coli SoluBL21 

eingebracht, und die Kontrollrestriktion (NdeI, XhoI) mit anschließender 
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Sequenzierung bestätigte das Vorhandensein der ArTAT-Sequenz (Abbildung 

50). Die Sequenzierung erfolgte von Klon 8, aus dem nachfolgend die 

Dauerkultur angelegt wurde. 

 

 

Abbildung 50: Erfolgskontrolle der Sequenzierung von ArTAT::pET15b. (a) Agarosegel der 

Kontrollrestriktion von ArTAT::pET15b isoliert aus E. coli SoluBL21 mit NdeI und 

XhoI exemplarisch für acht verschiedene Replikate. Replikat acht wurde für die 

Sequenzierung verwendet und daraus eine Dauerkultur erstellt. (b) Darstellung der 

codonoptimierten ArTAT-Integration in pET15b. Die Sequenzierung von Klon 8 

lieferte eine identische Sequenz wie die bestellte Sequenz (BioCat).  

 

7.5.10 Aufreinigung der ArTAT 

Die Aufreinigung der ArTAT auf etabliertem Wege verblieb zunächst erfolglos (). 

Daher erfolgte die frische Herstellung verschiedener Waschpuffer mit steigender 

Imidazolkonzentration (5.3). Vor der Umpufferung der ArTAT wurde die 

Proteinkonzentration jeder Fraktion bestimmt, um zu ermitteln, in welcher 

Fraktion die ArTAT vorhanden sein könnte (Tabelle 22). Für die Umpufferung 

mittels PD10-Säulen erfolgte die Vereinigung der WP100- und 

WP150-Fraktionen mit anschließender Umpufferung (5.4). 
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Tabelle 22: Absorptionen der NiNTA-Waschfraktionen (WP = Waschpuffer) 

Fraktion Imidazol [mM] ArTAT (A595) pET15b (A595) 

Rohextrakt - 2,489 2,585 

Durchfluss - 2,483 1,813 

WP5 5 0,765 0,315 

WP10 10 0,442 0,047 

WP15 15 0,130 - 

WP20 20 0,024 - 

WP30 30 0,062 - 

WP40 40 0,163 0,023 

WP50 50 0,759 -0,169 

WP100 100 2,710 0,019 

WP150 150 2,565 0,061 

WP200 200 0,363 0,001 

WP250 250 0,022 0,031 

 

 

7.5.11 Expression der ArTAT 

Zur Detektion des mit 6 x His-Tag versehenen Proteins erfolgte die Verwendung 

eines Anti-His-Tag Primärantikörpers und eines mit alkalischer Phosphatase 

gekoppelten Sekundärantikörpers (5.9). Bei erfolgreicher Expression der ArTAT 

wird ein Protein der Größe 46,61 kDa (ArTAT inklusive 6 x His-Tag) erwartet. Das 

Resultat ist in Abbildung 51 dokumentiert. Das dazugehörige SDS-Gel ist im 

Anhang zu finden (10.2, Abbildung 91). Die größte Enzymaktivität der ArTAT 

konnte in den Waschpufferfraktionen 100 und 150 festgestellt werden (7.5.10, 

Tabelle 22). Auch in dem umgepufferten PD10-Eluat (Vereinigung der 

NiNTA-Elutionen WP100 und WP150) konnte die Expression der ArTAT, mit 

einer Größe von ca. 46 kDa, nachgewiesen werden (Abbildung 51 a). Im 

Vergleich hierzu konnte im PD10-Eluat des Leervektors keine Bande von 

46,61 kDa detektiert werden (Abbildung 51 b). 
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Abbildung 51: Expressionsnachweis der ArTAT. Aufreinigung der ArTAT mit Waschpuffern 

(WP) verschiedener Imidazolkonzentrationen (Bsp. WP5 = 5 mM Imidazol). 

M = RotiMark Tricolor, RE = Rohextrakt, D = Durchfluss, PD10 = umgepuffertes 

NiNTA-Eluat (a) ArTAT::pET15b (b) pET15b 

 

7.5.12 Isolierung von RNA aus verschiedenen Pflanzenorganen von 

A. racemosa 

In einem Vortest wurden zunächst verschiedene Mengen von Blattmaterial 

eingesetzt und daraus RNA mit dem RNeasy® Mini Plant Kit (Qiagen) isoliert 

(4.5). Im Anschluss wurde analog dazu zusätzlich RNA aus Blüten, Blütenstiel, 

Stängel und Wurzel isoliert (4.5). Die effizienteste RNA-Isolierung gelang aus 

50 mg Blattmaterial, was sich durch das Vorhandensein der 28S rRNA und der 

18S rRNA zeigte (Abbildung 52 a). Bei der Verwendung von 80 mg konnte 

ebenfalls RNA isoliert werden, allerdings in deutlich geringerer Menge. Bei 

100 mg konnte die Integrität der RNA nicht eindeutig bestimmt werden. Die 

RNA-Isolierung aus Blüten, Blütenstängel, Stängel, Blatt und Wurzel war 

erfolgreich, unter der Verwendung von 50 mg Zellmaterial (Abbildung 52 b).  
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Abbildung 52: RNA-Isolierung aus verschiedenen Pflanzenorganen von A. racemosa. 

(a) Isolierung aus 50 mg, 80 mg und 100 mg Blattmaterial. (b) Isolierung von RNA 

aus jeweils 50 mg Blüten-, Blütenstiel-, Stängel-, Blatt- und Wurzelmaterial. 

 

7.5.13 Expressionsnachweis der ArH(P)PR in verschiedenen Organen von 

A. racemosa 

Um zu untersuchen, in welchen Pflanzenorganen ArH(P)PR transkribiert wird, 

erfolgte die Durchführung einer semiquantitativen PCR (4.11). Hierbei erfolgte 

lediglich die Teilamplifikation unter der Verwendung eines innerhalb des Genes 

liegenden Primers und eines Volllängenprimers. Für den Nachweis wurden 

verschiedene Templatekonzentrationen getestet (Abbildung 53). Die ArH(P)PR 

konnte in der Blüte, dem Blütenstiel, dem Blatt und dem Stängel detektiert 

werden. Da die Ergebnisse mit verschiedenen Templatekonzentrationen 

unterschiedlich ausfielen, können keine vergleichenden Aussagen bezüglich der 

ArH(P)PR-Aktivität in verschiedenen Pflanzenorganen getroffen werden. 

 

Abbildung 53: Expressionsnachweis der ArH(P)PR cDNA, die aus RNA aus verschiedenen 

Pflanzenorganen gewonnen wurde. Teilamplifikation der ArH(P)PR mit 

verschiedenen Templatekonzentrationen: (a) 0,2 µl Template, (b) 0,5 µl Template, 

(c) 1,5 µl Template, (d) 1 µl Template 
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7.6 Charakterisierung der ArH(P)PR  

7.6.1 Sequenzhomologien von ArH(P)PR 

Die Struktur der HPPR aus Plectranthus scutellarioides ist bereits aufgeklärt und 

das Enzym charakterisiert worden (Janiak 2007, Janiak et al. 2010). Daher wurde 

das Genom von A. racemosa in der 1kP-Datenbank (https://db.cngb.org/onekp) 

auf der Basis eines Alignments mit der HPPR aus P. scutellarioides (CAD47810) 

verglichen. Die ArH(P)PR (scaffold 2075208) wies auf Proteinebene eine 

Sequenzidentität von 82 % mit der PsHPPR auf. Abbildung 54 stellt das Ergebnis 

des Alignments der Aminosäuresequenzen dar. Die ArH(P)PR besteht aus 314 

Aminosäuren, während die PsHPPR aus 313 Aminosäuren aufgebaut ist. 

 

 

Abbildung 54: Vergleich der Aminosäuresequenz der ArH(P)PR mit der H(P)PR aus 

Plectranthus scutellarioides. 

 

7.6.2 Analyse der katalytischen Strukturen von ArH(P)PR 

Um Einblick in die katalytischen Strukturen von ArH(P)PR zu erhalten, erfolgte 

der Vergleich der Aminosäuresequenzen mit der HPPR von P. scutellarioides 

(Ps). Für die PsHPPR liegen bereits Ergebnisse von Kristallisationsversuchen 

vor (Janiak 2007, Janiak et al. 2010), die zur Aufklärung der Struktur dienten. Das 

Ergebnis des Alignments ist in Abbildung 55 festgehalten. 
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Abbildung 55: Prognose der Bindestellen und des aktiven Zentrums von ArH(P)PR. Der 

hellgraue Bereich symbolisiert die Substratbindedomäne, wohingegen der 

dunkelgraue Bereich die Co-Substratbindedomäne repräsentiert. Weiterhin sind die 

konservierten Aminosäuren der Co-Substratbindedomäne (schwarze Punkte) und 

die Aminosäuren des aktiven Zentrums (schwarze Vierecke) gekennzeichnet.  

 

Beide Enzyme weisen nahezu die identische Größe auf (313 AS bzw. 314 AS). 

Anhand des Alignments ergibt sich, dass die Co-Substratbindedomäne der 

ArH(P)PR zwischen den Aminosäurepositionen Threonin 101 und Serin 283 

lokalisiert ist. Im Fokus steht hierbei im Besonderen die Region zwischen den 

Aminosäuren Glycin 152 bis Serin 175, in der die Bindung von NADP(H) oder 

NAD(H) stattfindet. Die NAD(P)H-Bindedomäne wird durch das 

Sequenzmotiv -G-X-G-X-X-G-(X17)-S- repräsentiert. Innerhalb der 

ArH(P)PR-Sequenz stellen vermutlich die Aminosäuren Arg233, His280 und 

Glu262 die konservierten Stellen des aktiven Zentrums dar. 

 

7.6.3 Phylogenetische Klassifizierung der ArH(P)PR 

Die translatierte Aminosäuresequenz von ArH(P)PR wurde einer 

phylogenetischen Analyse unterzogen, indem diese mit HPPR- und 

HPR-Sequenzen verschiedener Pflanzenspezies verglichen wurde (maximale 

Wahrscheinlichkeit, 1000 Bootstraps). Für die nähere Klassifizierung wurde die 

ArH(P)PR zusammen mit 62 mutmaßlichen HPPR-Sequenzen und 23 

HPR-Sequenzen analysiert. Bei den HPR-Sequenzen wurde zudem darauf 

geachtet, dass die peroxisomale Zielsequenz ĂSKLñ terminal vorhanden ist. Die 

Substratakzeptanz der mutmaßlichen HPPR- und HPR-Enzyme ist nur in 

wenigen Fällen untersucht worden, die zur Verdeutlichung durch ein Sternchen 

gekennzeichnet wurden (Abbildung 56).  
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Die größte Ähnlichkeit der ArH(P)PR-Sequenz (Ranunculaceae) trat mit der 

HPPR von Cinnamomum micranthum (Lauraceae) und Artemisia annua 

(Asteraceae) auf. Die Familie Lamiaceae weist hier konservierte HPPRs auf. Im 

Kontrast dazu zeigen sich in den anderen Pflanzenfamilien keine Korrelationen 

zwischen den HPPR-Sequenzen. Für die Familie Asteraceae lässt sich 

exemplarisch sagen, dass HPPR-Sequenzen dieser Familie auch in anderen 

Abzweigungen auftauchen. Insgesamt könnten folglich die HPPRs einer 

Pflanzenfamilie aus unterschiedlichen Vorfahren abstammen. 

 

 

Abbildung 56: Phylogenetische Analyse der ArH(P)PR. Es erfolgte ein Alignment der 

ArH(P)PR-Sequenz zusammen mit HPPR-Sequenzen und peroxisomalen 

HPR-Sequenzen (mit SKL-Motiv) aus verschiedenen Pflanzenfamilien. Der 

Stammbaum wurde mit MEGA 11 unter der Verwendung des Algorithmus mit 

maximaler Wahrscheinlichkeit und 1000 Bootstraps erstellt. Die verschiedenen 
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Sequenzen entstammen aus Uniprot, NCBI, Arabidopsis.org, Phytozome13, The 

Rice Annotation Project Database und BLAST. Die mit einem Sternchen markierten 

Enzyme wurden bereits im Hinblick auf Substratakzeptanz charakterisiert. Die 

Benennung der Sequenzen erfolgte so, wie in der jeweiligen Datenbank 

ausgewiesen. 

 

7.6.4 Bestimmung der optimalen Reaktionsparameter der ArH(P)PR 

Als Co-Substrat für die Bestimmung der enzymatischen Parameter wurde 

NADPH verwendet, wobei pHPP das Substrat der HPPR darstellte. Der pH-Wert 

wurde zwischen 4,0 und 10,0 und das Temperaturoptimum von 5,0 bis 60 °C 

variiert und die Messungen im temperierten Photometer (380 nm) durchgeführt 

(5.10.3). Bei einem pH-Wert von etwa 7,5 konnte die größte spezifische Aktivität 

der ArH(P)PR bestimmt werden (Abbildung 57 a). Das Temperaturoptimum 

konnte bei 38 °C festgestellt werden (Abbildung 57 b).  

 

 

Abbildung 57: Photometrische Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums der 

ArH(P)PR bei 380 nm. (a) Auszug der pH-Werte 5,5-9,0 (Messungen erfolgten von 

pH 4,0-10,0) [n = 2, Mittelwerte ± SD] (b) Bestimmung des Temperaturoptimums in 

5 °C-Schritten [n = 2x3, Mittelwerte ± SD]. 

 

7.6.5 Aufnahme von Spektren und Bestimmung der molaren 

Extinktionskoeffizienten 

Bevor die kinetischen Parameter der ArH(P)PR photometrisch ermittelt wurden, 

erfolgte zunächst die Aufnahme der Spektren (5.13) von 240 nm bis 400 nm der 

möglichen (Co-)Substrate (vgl. Janiak 2007, Busch 2022). Zusätzlich wurden die 

molaren Extinktionskoeffizienten (Endkonzentrationen: 0 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 

1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 3,0 mM) der Co-Substrate in 0,1 M KPi pH 7,5 

bestimmt (5.12), die in die Berechnung der spezifischen Aktivitäten mit 

einflossen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass pHPP in 
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einem Bereich von 340 nm eine Eigenabsorption aufweist (Abbildung 58 a). Um 

die Vergleichbarkeit der Messungen gewährleisten zu können, wurden alle 

kinetischen Parameter bei 380 nm vermessen.  

Die getesteten Endkonzentrationen von NAD(P)H lagen zwischen 0 mM und 

3,0 mM. Bei Endkonzentrationen über 1,5 mM traten zu große störende 

Eigenabsorptionen auf (Anhang 10.4, Abbildung 96), sodass diese Werte für die 

Bestimmung des Extinktionskoeffizienten vernachlässigt wurden. Für NADH 

konnte ein Extinktionskoeffizient von Ů380 = 960,67 L * mol-1 * cm-1 ermittelt 

werden und der von NADPH lag bei Ů380 = 1114,83 L * mol-1 * cm-1 (Abbildung 58 

b). Diese Werte wurden für alle weiteren Berechnungen der spezifischen 

Aktivitäten herangezogen. Weiterhin erfolgte stets die Vorbereitung einer 

frischen NADH-/NADPH-Lösung für die photometrischen Messungen, da ältere 

Stammlösungen dieser beiden Reduktionsäquivalente ein verändertes 

Absorptionsspektrum aufwiesen (Anhang 10.4: Abbildung 95). 

 

 

Abbildung 58: Spektren von NADH, NADPH und pHPP und die Bestimmung der molaren 

Extinktionskoeffizienten von NADH und NADPH. (a) Ausschnitt der Spektren von 

pHPP, NADH und NADPH. (b) Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten 

von NADPH (Kreise) und NADH (Quadrate) bei 380 nm.  

 

7.6.6 Linearitätstest von ArH(P)PR 

Im Vorfeld der Aufnahme von Substratsättigungskinetiken wurde die geeignete 

Enzymkonzentration getestet, bei der eine möglichst lange Messzeit 

gewährleistet werden konnte (5.10.2). Es konnte gezeigt werden, dass eine 

lineare Abhängigkeit der eingesetzten Enzymkonzentration und der daraus 

resultierenden Absorption vorliegt (Abbildung 59). Je größter die eingesetzte 
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ArH(P)PR-Menge war, desto steiler verlief die Absorptionsabnahme. Im Kontrast 

hierzu, konnte in der Leervektorkontrolle keine signifikante Abnahme der 

Absorption festgestellt werden. Zudem war hier keine Korrelation zwischen der 

Absorption und steigender Proteinmenge zu beobachten. Mit Ausnahme von 

ɓ-Hydroxypyruvat konnte für alle getesteten Substrate eine Messzeit von 

5-10 min gewählt werden. 

 

 

Abbildung 59: Exemplarische Intervallmessung von ArH(P)PR im Vergleich zum 

Leervektor pET15b. In den Enzymtests mit ArH(P)PR ist eine lineare 

Absorptionsabnahme zu beobachten. Je größer die eingesetzte Enzymmenge, 

desto größer war die Abnahme. Die Leervektorkontrollen zeigen keine signifikante 

Aktivität. 

 

7.6.7 Bestimmung der kinetischen Parameter für NAD(P)H und pHPP 

Zunächst wurde getestet, ob NADPH oder NADH das bevorzugte Co-Substrat 

der ArH(P)PR ist (5.10.6). Dabei erfolgte die Verwendung von pHPP als Substrat 

in Sättigung (12,5 mM). Im Anschluss wurde die Substrat-Sättigungskinetik für 

pHPP bestimmt, wobei NADPH mit der Endkonzentration von 1 mM als 

konstantes Co-Substrat hinzugegeben wurde (Abbildung 60).  

Der Vergleich beider Co-Substrate ergab einen niedrigeren Km-Wert für NADPH 

(Km = 0,023 ± 0,004 mM) als der für NADH (Km = 0,66 ± 0,09 mM) (Tabelle 23). 

Folglich weist die ArH(P)PR eine höhere Affinität für NADPH als bevorzugtes 

Co-Substrat auf. Bezüglich der maximalen Geschwindigkeit wurde Vmax = 21,42 

± 4,26 mkat/kg für NADPH und Vmax = 7,88 ± 2,62 mkat/kg für NADH detektiert. 

Die katalytische Effizienz wurde für NADPH mit Kcat/Km = 34,00 1/s*mM und für 

NADH mit Kcat/Km = 0,44 1/s*mM bestimmt. Die für pHPP bestimmten kinetischen 

Parameter lauten wie folgt: Km = 1,13 ± 0,12 mM, Vmax = 37,87 ± 1,93 mkat/kg, 

Kcat/Km = 1,21 1/s*mM. 
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Abbildung 60: Auswertung der Substrat-Sättigungskinetiken der ArH(P)PR mit NAD(P)H 

und pHPP nach Michaelis-Menten (oben) und Hanes-Woolf (unten). (a) Kinetik 

für NADH mit 12,5 mM pHPP [n = 3 x 3, Mittelwerte ± SD] (b) Kinetik für NADPH mit 

12,5 mM pHPP [n = 4 x 3, Mittelwerte ± SD] (c) pHPP-Kinetik [n = 4 x 4, Mittelwerte 

± SD] mit NADPH als konstantes gesättigtes Co-Substrat [1 mM]. 

 

 

Die kinetischen Parameter, die mit der Auswertung nach Hanes-Woolf ermittelt 

wurden, decken sich größenordnungsmäßig mit den nach Michaelis-Menten 

berechneten Werten (Tabelle 23). Für NADPH konnte hier ein Km von 0,010 ± 

0,005 mM, eine Vmax von 19,17 ± 3,947 mkat//kg bestimmt werden. Die 

katalytische Effizienz (Kcat/Km) beläuft sich auf 69,97 1/mM * s. Für das 

Co-Substrat NADH wurde ein Km von 0,70 ± 0,46 mM, eine Vmax von 7,69 ± 1,454 

mkat/kg und Kcat/Km mit 0,40 1/mM * s berechnet. Unter der Verwendung von 

pHPP als Substrat wurde für den Km ein Wert von 0,53 ± 0,10 mM festgestellt. 

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit beträgt hier 35,21 ± 1,01 mkat/kg und 

die katalytische Effizienz 2,42 1/mM * s. 
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Tabelle 23: Übersicht der kinetischen Parameter von NAD(P)H und pHPP nach Michaelis-

Menten (MM) und Hanes-Woolf (HW). pHPP = p-Hydroxyphenylpyruvat, 

Mittelwerte ± SD 

Methode 
(Co)-

Substrat 
Km [mM] Vmax [mkat/kg] Kcat [1/s] 

Kcat/Km 

|1/mM*s] 

MM NADPH 0,023 ± 0,004 21,42 ± 4,26 0,78 ± 0,16 34,00 

HW NADPH 0,010± 0,005 19,17 ± 3,95 0,70 ± 0,14 69,97 
      

MM NADH 0,66 ± 0,09 7,88 ± 2,62 0,29 0,09 0,44 

HW NADH 0,70 ± 0,46 7,69 ± 1,45 0,28 ± 0,05 0,40 
      

MM pHPP 1,13 ± 0,12 37,37 ± 1,93 1,36 ± 0,07 1,21 

HW pHPP 0,53 ± 0,10 35,21 ± 1,01 1,29 ± 0,03 2,42 

 

7.6.8 Substratakzeptanz 

Um zu überprüfen, ob die ArH(P)PR neben pHPP auch weitere Substrate 

umsetzt, erfolgten Enzymtests mit einer jeweiligen Substratendkonzentration von 

0,5 mM (5.10.5). Zusätzlich zu pHPP wurden Pyruvat, Phenylpyruvat, 

4-Hydroxy-3-Methoxyphenylpyruvat, 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat und 

ɓ-Hydroxypyruvat eingesetzt. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass beide 

ArH(P)PR-Subtypen (synth & orig), deren Proteinsequenz zu 99,68 % 

übereinstimmt, alle genannten Substrate akzeptierten (Abbildung 61).  

 

 

Abbildung 61: Vergleich der spezifischen Aktivitäten der ArH(P)PR mit verschiedenen 

Substraten. Das jeweilige Substrat wurde in einer Endkonzentration von 0,5 mM 

eingesetzt [n = 3 x 3, Mittelwerte ± SD]. Getestet wurden Pyruvat, Phenylpyruvat, 

pHPP (p-Hydroxyphenylpyruvat), ɓ-HP (ɓ-Hydroxypyruvat), 4H3MPP (4-Hydroxy-3-

Methoxyphenylpyruvat) und DHPP (3,4-Dihydroxyphenylpyruvat). 

(a) ArH(P)PR synth (b) ArH(P)PR orig 

 

Die schlechteste Umsetzung erfolgte mit Pyruvat und Phenylpyruvat. Im 

Unterschied hierzu wurde die beste Umsetzung mit DHPP erzielt. Im Hinblick auf 

die absoluten Zahlen lässt sich für beide ArH(P)PR-Typen die gleiche Tendenz 

erkennen. 
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7.6.9 Kinetiken weiterer potentieller Substrate 

Bevor die Affinität der ArH(P)PR synth mit den Substraten 

3,4-Dihydroxyphenylpyruvat (DHPP), Phenylpyruvat, Pyruvat und 

ɓ-Hydroxypyruvat bestimmt wurden, erfolgte die Aufnahme der 

Absorptionsspektren (Anhang 10.4, Abbildung 94). Hierbei wurde bestätigt, dass 

keines der hier getesteten Substrate eine interagierende Eigenabsorption im 

Bereich von 380 nm aufweist. Die Wellenlänge von 380 nm zur Bestimmung der 

ArH(P)PR-Aktivität blieb daher unverändert. 

 

 

Abbildung 62: Bestimmung der kinetischen Parameter der ArH(P)PR nach Michaelis-

Menten (oben) und Hanes-Woolf (unten). (a) Phenylpyruvat [n = 4 x 3, Mittelwerte 

± SEM] (b) 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat [n = 4 x 3, Mittelwerte ± SEM] (c) Pyruvat 

[n = 4 x 3, Mittelwerte ± SEM] (d) ɓ-Hydroxypyruvat [n = 4 x 4, Mittelwerte ± SEM]. 

 

Als Messzeitraum wurde für Phenylpyruvat, DHPP und Pyruvat 10 min gewählt, 

wohingegen diesers f¿r ɓ-Hydroxypyruvat auf 3 min verkürzt werden musste 

(7.6.9). Die Auswertung der Messdaten erfolgte nach Michaelis-Menten (MM) 

sowie nach dem linearisierten Verfahren nach Hanes-Woolf (HW). Die 

Ergebnisse der kinetischen Parameter sind in Abbildung 62 und Tabelle 24 zu 

finden. 
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Tabelle 24: Übersicht der kinetischen Parameter verschiedener Substrate nach Michaelis-

Menten (MM) und Hanes-Woolf (HW). Mittelwerte Ñ SEM; ɓ-HP = ɓ-

Hydroxypyruvat, PP = Phenylpyruvat, DHPP = 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat 

Methode (Co)-

Substrat 

Km [mM] Vmax [mkat/kg] Kcat [1/s| Kcat/Km 

|1/mM*s] 

MM ɓ-HP 0,26 ± 0,12 18,47 ± 4,31 0,67 ± 0,16 2,59 

HW ɓ-HP 0,30 ± 0,18 15,96 ± 9,44 0,58 ± 0,35 1,97 
      

MM PP 5,12 ± 1,59 11,45 ± 1,14 0,05 ± 0,01 0,08 

HW PP 2,35 ± 0,70 9,32 ± 0,30 0,34 ± 0,01 0,14 
      

MM Pyruvat 1,73 ± 0,27 11,81 ± 2,16 0,43 ± 0,08 0,25 

HW Pyruvat 0,95 ± 0,36 10,82 ± 0,47 0,40 ± 0,01 0,42 
  

  
 

 

MM DHPP 21,31 ± 0,13 375,60 ± 55,60 13,71 ± 2,03 0,64 

HW DHPP 23,37 ± 0,96 397,75 ± 157,45 14,52 ± 5,75 0,62 

 

 

F¿r ɓ-HP konnten Km-Werte von 0,26 ± 0,12 mM (MM) und 0,30 ± 0,18 mM (HW) 

ermittelt werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wurde mit 18,47 ± 

4,31 mkat/kg (MM) bzw. 15,96 ± 9,44 mkat/kg (HW) bestimmt. Die katalytischen 

Effizienzen betrugen 2,59 1/mM*s (MM) und 1,97 1/mM*s (HW). Für 

Phenylpyruvat beläuft sich die Michaelis-Menten-Konstante auf 5,12 ± 1,59 mM. 

Anhand der Auswertung nach HW betrug der Wert hier 2,35 ± 0,70 mM. Vmax 

wurde nach MM mit 11,45 ± 1,14 mkat/kg und nach HW mit 9,32 ± 0,30 mkat/kg 

bestimmt. Für Kcat/Km wurden Werte von 0,08 1/mM*s (MM) und 0,14 1/mM*s 

(HW) berechnet. Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden nach 

Michaelis-Menten für Pyruvat und DHPP mit 11,81 ± 2,16 mkat/kg und 375,60 ± 

55,60 mkat/kg bestimmt. Die Km-Werte beliefen sich für DHPP nach MM auf 

21,31 ± 0,13 mM und für Pyruvat auf 1,73 ± 0,27 mM. Als katalytische Effizienzen 

wurde die Werte von DHPP (MM) mit 0,64 1/mM*s und die von Pyruvat (MM) mit 

0,25 1/mM*s bestimmt. Die kinetischen Parameter nach HW bewegten sich für 

Pyruvat und DHPP in ähnlichen Bereichen.  

Anhand dieser Sättigungskurven lässt sich die Reihenfolge der präferierten 

Substrate für ArH(P)PR erstellen, die wie folgt aussieht: Die Affinität war für 

ɓ-Hydroxypyruvat am größten (Km 0,26 ± 0,12 mM), gefolgt von pHPP (7.6.7, 

Km = 1,13 ± 0,12 mM), Pyruvat (Km 1,73 ± 0,27 mM), Phenylpyruvat (Km 5,12 ± 

1,59 mM) und 3,4-Dihydroxyphenylpyruvat (Km 21,31 ± 0,13 mM). 
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7.6.10 Massenspektrometrischer Nachweis der Produktbildung  

Während das Photometer lediglich über eine Absorptionsänderung Auskunft gab 

und anhand dessen eine Umsetzung der Substrate vermutet werden kann, 

lieferte die LC-MS die Bestätigung der enzymatischen Katalyse durch die 

Produktbildung (6.9.1). Die Detektion der Substrate und Produkte erfolgte mit 

negativer Ionisierung anhand der monoisotopischen Massen. Während Pyruvat 

(m/z = 87,088 [M]) und Laktat (m/z = 89,023 [M]) aufgrund der kleinen Massen 

nicht detektiert werden konnten, konnte die Umsetzung von Phenylpyruvat (zu 

Phenyllaktat), pHPP (zu pHPL) und 4-Hydroxy-3-Methoxyphenylpyruvat (zu 

4-Hydroxy-3-Methoxyphenyllaktat) bestätigt werden (Abbildung 63).  

 

 

Abbildung 63: Überprüfung der Produktbildung der ArH(P)PR mittels LC-MS. Dargestellt 

sind die extrahierten Ionenchromatogramme: Schwarze Linie = Kontrolle, schwarze 

gestrichelte Linie = Standard Edukt, graue Linie = inkubierter Enzymtest, grau 

gestrichelte Linie = Standard Produkt. (a) ArH(P)PR mit pHPP (b) ArH(P)PR mit 

DHPP (c) ArH(P)PR mit PP (d) ArH(P)PR mit 4H3MPP.  

 

 

Analog dazu konnte auch die Bildung von DHPL aus DHPP und von pHPL aus 

pHPP nachgewiesen werden. Zur Detektion von ɓ-HP ist anzumerken, dass die 

Detektion aufgrund der niedrigen Masse ausschließlich ohne vorherige HPLC-

Trennung erfolgte (Abbildung 64). 

 






































































































































































































