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Ei nl ei tung 1

A Ei nl el t ung

A 1 Sol anum t uber osum (L.)

Die Kartoffel Solanum tuberosum (L.) gehOrt zur Familie der Nacht-
schat t engewachse (Sol anaceae). Nach Hegnauer ist die Famlie der
Sol anaceae nach chenotaxonom schen Gesichtspunkten in 5 Triben
unterteilt (Hegnauer 1990). Solanum tuberosum ist dem Tribus
Sol aneae, Subtribus Sol ani nae zugeordnet. Sie ist eine 0,4 — 1,0 m
hohe Staude mit unterbrochenen, unpaarig gefiederten Blattern nit
ei nem kanti gen, zum Teil behaart en St engel . Sie besitzt
radi arsynmetri sche Bliten, mit einer funflappigen, weilen oder
violetten Krone. Die Blitezeit dauert von Juli bis Oktober. Die
Bl iten stehen haufig in Wckeln wund bilden kugelige, hellgriine
Beeren (Rothnmaler 2002). Die Kartoffel pflanze besitzt Rhizone, die
an ihren Enden Verdickungen bilden (Stolone). Aus ihnen gehen
Kart of f el knol I en hervor, die nach einer Dormanzphase ei ne vegetative
Ver mehrung erndglichen (Strasburger et al. 2002).

Abb. A-1 Sol anum tuberosum (L.)

A — Bliten; B — Beeren und C - Knoll en
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A 2 Cal yst egi ne

A 2.1 Struktur und Verbreitung

Cal ystegi ne sind polyhydroxylierte Nortropanal kal oi de, die an ihrem
8- Azabi cycl o[ 3, 2, 1] oct an- Grundgeriist drei bis fiunf Hydroxyl gruppen
mt variierender stereochem scher Ausrichtung besitzen (Draeger
2004). Anhand ihres Hydroxylierungsgrades werden sie in die Guppe
der A-Calystegine (3 Hydroxylgruppen), B-Calystegine (4 Hydroxyl-
gruppen) und C-Calystegine (5 Hydroxylgruppen) eingeteilt. Die
Pflanze Calystegia sepium (Convolvul aceae), in der sie erstnals
gefunden wurden, war nanensgebend (Tepfer et al. 1988). In den
vergangenen Jahren konnten 12 verschiedene Calystegine und zwei
N- Met hyl cal ystegine isoliert und deren Struktur aufgeklart werden
(Gol dmann et al. 1990; Asano et al. 1994; Asano et al. 1995; Asano
et al. 1997b). Nortropanal kal oide mt 2 Hydroxyl gruppen konnten aus
Convol vul aceen und Sol anaceen ebenfalls isoliert werden (Asano et
al . 2001b).

H—N H—N H—\ OH
HO HO OH HO
OH OH OH
OH OH OH

Calystegin A3 Calystegin B, Calystegin B4

Abb. A-2 Hauptvertreter der Cal ystegine in Solanum tuberosum L.

Cal ystegine wurden bisher nur in 2zweikeinblattrigen Pflanzen
(Rosiidae) aber nicht in einkeinblattrigen Pflanzen (Liliidae)
gefunden. In dikotylen Pflanzen wurden sie bisher in acht Fanmilien
detektiert. Die nmneisten Pflanzenarten die Calystegine enthalten,
waren in den Famlien der Solanaceen und Convol vul aceen zu finden.
Beide Famlien sind eng verwandt und in der Odnung der Sol anal es
zusanmengefasst. In den Solanaceen wurden Calystegine z.B. in
Sol anum tuberosum (Nash et al. 1993; Keiner et al. 2000), Atropa
bel | adonna (Draeger et al. 1995), Hyoscyamus niger (Draeger et al.
1994; Draeger et al. 1995), Lycopersicon esculentum (Asano et al.

1997a) und Mandragora officinarum (Draeger et al. 1995) und in den
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Convol vul aceen in Calystegia sepium (Scholl et al. 2001) und
weiteren Arten dieser Fanilie detektiert (Schimmng et al. 1998).

Ein Fund von Calysteginen in Mrus alba (Fam Mraceae, Od.

Uticales) zeigte, dass Calystegine auch in Pflanzenfanmlien zu
finden sind, die der Ordnung Sol anal es ni cht angehéren (Asano et al.

1997a; Asano et al. 2001a).

Cal ystegi ne kommen neistens in Gem schen vor. In unterschiedlichen
Pfl anzenarten, aber auch innerhalb einer Pflanze kd&nnen Zusamren-

setzung und Konzentration variieren (Draeger 2004). In Sol anaceen
sind sie oft genmeinsam mt den klassischen Tropanesteralkal oi den
Hyoscyami n und Scopolamin anzutreffen. Man nimt an, dass sie aus
der sel ben Bi osynt hese hervorgehen (Goldmann et al. 1990). In Sol anum
tuberosum  sind al s Pr odukt e der Tr opanal kal oi dbi osynt hese
ausschlielBlich Calystegine zu finden (Keiner et al. 2000).

A 2.2 Biologische Aktivitat von Cal ystegi nen

Cal yst egi ne henmen rever si bel d ykosi dasen. | hre I nhi bi t or -
ei genschaft ist in ihrer Struktur begrindet, die Mnosacchariden
ahnel t. Pol ysacchari de si nd das nat drliche Subst r at von

d ykosi dasen.

Mandel - B- A ukosi dase Kaf f eebohnen- a- Gal akt osi dase
Ki-Werte (UM Ki-Werte (UM

Cal ystegin As 20, 00 20, 00

Cal ystegin B, 1, 20 0, 86

Cal ystegin B, 7, 30 k. H

Tab. A-1 Hauptvertreter der Calystegine in Sol anumtuberosumund ihre
bi ol ogi sche Aktivitat

k. H - keine Hemmung, Werte stammen aus (Asano et al. 1997b)

Eine generelle Korrelation zw schen Struktur und Spezifitat der
Henmrung kann ni cht getroffen wer den. M t zunehmendem
Hydr oxyl i erungsgrad nimmt die Hemmung von §-d ukosidasen zu. Eine
N-Met hyl i erung der Calystegine (B, und C)) fuhrt zum volligen Verl ust
der Aktivitat gegeniber f-d ukosidasen. Die Position und stereo-
chem sche Ausrichtung der Hydroxyl gruppen spielt bei der Hemmung der
ei nzel nen G ykosi dasen ebenfalls eine wichtige Rolle. So sind die
Calystegine B; und C; potente Inhibitoren der Rinderleber--
Gal akt osi dase mt K-Wrten von 1,6 pM und 3,6 puM wohi ngegen sie




Ei nl ei tung 4

keine bzw. nur eine sehr geringe Henmung (K-Wert: 90 uyM der
Kaf f eebohnen- o- Gal akt osi dase zei gen (Asano et al. 1997b).

Die Calystegine By und C, hemmen weiterhin auch die nenschliche
Leber - B- d ukosi dase (lysosomal) mt K-Wrten von 10 pM und 1,5 uM
(Asano et al. 1997a). In der Hemmung von d ukosidasen kénnte auch
das therapeutische Potential dieser Verbindungen |iegen (Asano et
al . 2000). Bei der Behandlung von Diabetes nellitus (Typ 2) werden
o- A ukosi dase-Inhibitoren, we das Pseudotetrasaccharid Acarbose
(G ucobay® und Pseudonpnosaccharid Mglitol [N (2-Hydroxyethyl)-1-
deoxynojirimycin] (Diastabol® erfolgreich eingesetzt. Der K-Wrt

far die Saccharose-a-d ukosidase (aus Rattendunndarm liegt fiur
Acar bose bei 0,99 pMund fiar Mglitol bei 0,086 uM (Sanulitis et al.
1987) .

M gl ustat [N-(Butyl)-1-deoxynojirimnmycin] (Zavesco® ist ein weiteres
Deoxynojirinmycin-Derivat, welches nicht nur d ukosidasen hemt,
sondern auch d ukosyltransferasen (Platt et al. 1994a; Platt et al.
1994b). Es wird bei Morbus Gaucher Typ 1, einer erblichen Fettstoff-
wechsel st 6rung erfolgreich eingesetzt. Auf Gund von verninderter
Enzymaktivitat der d ukocerebrosidase kommt es zur Einlagerung von
d ukocerebrosiden in M1z, Leber und Knochenmark, was zu einer
krankhaften Vergro6Rerung dieser Organe und zu Bl utbil dveranderungen
fahrt. M gl ust at henmt eine dukosyltransferase die an der
Bi osynt hese von G ukocerebrosi den beteiligt ist.

Ein Ei nsatz von Cal yst egi nen und Cal yst egi nderi vat en al s
G ukosi dase- I nhi bitoren bei der Behandlung Diabetes nellitus Typ 2
ware denkbar. Ei ne Anwendung in der Krebstherapie sowie als
| mmunsti mul ans wurde ebenfalls diskutiert (Asano et al. 2000).

Da die Synthese von Calysteginen schwierig ist, stehen nur
ungentugende Mengen von reinen Calysteginen fir Testzwecke zur
Ver f lgung (Boyer et al. 1994; Johnson et al. 1995; Skaanderup et al.
2003). Eine Mglichkeit zur Gewinnung von Calysteginen ware die
sel ektive Rei ni gung aus Pf 1 anzenext r akt en. Auf G und der
pol yhydroxylierten Gundstruktur von Nortropanal kal oi den ist diese
j edoch problematisch (Buettner 1998; Garcia-Mreno et al. 2001), we
auch die selektive Derivatisierung di eser Ml ekule (Garcia-Mreno et
al. 2001).
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A 2.3 Calystegin- und Tropanal kal oi dbi osynt hese

Ein zentraler Metabolit im Primar- und Sekundarstoffwechsel von
Pflanzen ist Putrescin. Es ist Ausgangsstoff fur die Polyam ne
Spermidin und Spermn (Mrtin-Tanguy 2001) aber auch far Al kal oi de
wie Nicotin und die klassischen Tropanesteralkal oide (Henscheidt
2000). Durch Fitterungsversuche mt C-markiertem Putrescin an eine
Cal ystegia sepiumWirzel kultur konnte aulerdem die Integration der
“C-Markierung in Cal ystegi ne gezeigt werden (Gol dmann et al. 1990).
Putrescin leitet sich von den Aminosaduren L-Ornithin und/oder
L-Arginin ab. L-Onithin wrd dabei durch das Enzym Onithin-
decar boxylase (ODC E.C. 4.1.1.17) zu Putrescin decarboxyliert. ODC-
Sequenzen sind z.B. von Datura stranonium (Mchael et al. 1996),
Lycopersi con escul entum (Al abadi et al. 1998) und N cotiana tabacum
(I'mani shi et al. 1998) bekannt. L-Arginin wird durch das Enzym
Ar gi ni ndecar boxyl ase (ADC E.C. 3.5.3.1) decarboxyliert. Agmantin und
N- Car bamoyl putrescin sind Intermediate in der Putrescinbiosynthese.
ADC- Sequenzen sind z.B. von Datura stranonium Lycoper si con
escul entum (Rastogi et al. 1993), Nicotiana tabacum und Sol anum
tuberosum (partiell) (Nakane et al. 2003) beschri eben.

Putrescin ist gleichzeitig Substrat fur die Sperm dinsynthase, ein
Pri marstoffenzym w e auch fiur die Putrescin-N nethyltransferase,
ein Sekundarstoffenzym Mt einem Futterungsversuch von 1,4-%C
Putrescin an eine Hyoscyamus al bus-Wirzel kul tur konnte eine
| nkor poration der 2C Markierung in Spermidin und N Methylputrescin
bel egt werden. Alternative Wege zur Bildung von N Methylputrescin
uber &-N-Methylornithin (Leete 1979) ohne Beteiligung von Putrescin
als Internmediat konnten ausgeschlossen werden (Hashinmoto et al.
1989a; Hashinoto et al. 1989b).

Di e Spernidinsynthase (SPDS E.C. 2.5.1.16) nutzt Putrescin fir die
Ubert r agung ei ner Am nopr opyl gr uppe unt er Ver wendung von
decar boxyliertem S Adenosyl-L-nethionin (dcSAM als Cosubstrat.
Di e Decarboxylierung von S-Adenosyl-L-nmethionin erfolgt durch eine
S- Adenosyl - L- et hi oni ndecar boxyl ase (SAMDC E.C. 4.1.1.50). In der
Famlie der Solanaceen sind SPDS-Sequenzen z.B. von Datura
stranoni um Hyoscyanus niger (Hashinoto et al. 1998b), Lycopersicon
escul entum Nicotiana sylvestris und Nicotiana tabacum bekannt.
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SAMDC- Sequenzen wurden erstnmals von Arif und Mtarbeitern in
Ni cotiana tabacum und Sol anum tuberosum beschrieben (Arif et al.
1994).

Die Sperm nsynthase (SPMs E.C 2.5.1.22) ubertragt eine weitere
Am nopropyl gruppe unter Beteiligung von dcSAM auf Sperm din. Manche
Sper nmi di nsynt hasen kénnen auch Sper m nsynt haseakt i vi at zei gen
(Sarhan et al. 1987). Eine pflanzliche SPMs Sequenz ist z.B. von
Brassi ca peki nensis bekannt (Sindhu et al. 1984).

Die Putrescin-N-nethyltransferase (PMI E.C. 2.1.1.53) katalysiert
die Ubertragung einer Methylgruppe auf Putrescin unter Beteiligung
von S-Adenosyl-L-nethionin (SAM. PMI-Sequenzen sind von Atropa
bel l adonna (Suzuki et al. 1999a), Datura stranonium Hyoscyamnus
niger, N cotiana sylvestris (Hashinmbto et al. 1998a) und N cotiana
tabacum (Hibi et al. 1994) beschrieben. Phylogenetische Analysen
| egen nahe, dass sich die PMI im Laufe der Evolution aus SPDS
entw ckelt haben konnte (H bi et al. 1994; Hashinoto et al. 1998b).
N- Met hyl putrescin wird in einem folgenden Schritt durch eine
N- Met hyl put resci noxidase (MPO E.C 1.4.3.6) oxidativ desamniert.
Das Produkt ist 4-Methylam nobutanal, welches spontan zum N Methyl -

A'-pyrroliniunkation zyklisiert (Feth et al. 1989; Hashinoto et al.
1990) . Di eses konnte mt ei ner Acet oacet yl - CoA- Ei nhei t an
Position C, zu 2-(1-methyl-2-pyrrolidinyl)-3-oxobutanoat reagieren
und anschlieRend nach Decarboxylierung Hygrin bilden. Nach
Zykl i sierung konnte so Tropi non gebildet werden (Leete 1990). Ein
andere Miglichkeit wire eine Reaktion mt einer Acetoacetyl-CoA-
Ei nheit an Position C zu 4-(1-nethyl-2-pyrrolidinyl)-3-oxobutanoat
und anschl i eRBender Zykl i si erung zZu 2- Car boxyt r opi non. Nach
Decar boxyl i erung kdonnte ebenfalls Tropinon entstehen. Dies wurde von
Robins und Mtarbeitern nach Futterung von markierten Vorstufen an
ei ne Datura stranoni um Wir zel kul tur gezei gt (Robins et al. 1997).

Tropinon ist ein zentraler Metabolit in der Tropanal kal oi d-
Bi osynt hese. Durch die Schl issel enzyne Tropi nonreduktase I (TRl E.C
1.1.1.206) und Tropinonreduktase Il (TRII E.C. 1.1.1.236) wird die

Ket ogruppe an Position C; stereosel ektiv reduziert.
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L-Ornithin > NHZ/W/NH2 < Agmantin =~ L-Arginin

Putrescin
) o
\H CHs—NH NH,
NHy > SNHT O 2
Spermidin N-Methylputrescin
| | MPO

N NH CHs—
NHZ/V\NI'M/ Hw/ 2 NH /O

Spermin
4-Methylaminobutanal

l

PMT Putrescin-N-methyltransferase
CHs;

SPDS Spermidinsynthase

N *
N —> —> Nicotin
N-Methylputrescinoxidase

TRI Tropinonreduktase | N-Methylpyrrolinium-Kation

TRII Tropinonreduktase I l + Acetoacetyl-CoA

l

CHz—p
o)
TRI / Tropinon \ TRII
=\ o
OH
Tropin Pseudotropin
l + Phenylmilchsaure l
Littorin l
H\N
HO
| OH
OH
(S)-Hyoscyamin Calystegin A3

Abb. A-3 Tropanal kal oi dbi osynt hese

Durch Futterungsversuche nmit *N-Tropinon an eine Calystegia sepium
Wir zel kul tur konnte eine Integration der Markierung in Pseudotropin
bel egt werden (Scholl et al. 2001; Scholl et al. 2003). Die TRl ist
dabei fur die Bildung von Tropin (Tropan-3o-o0l) mal3gebend. Eine TR

wrde erstmals in einer Wir zel kul t ur von Datura stranoni um
nachgew esen (Koelen et al. 1982).
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De TRIl katalysiert im CGegensatz dazu die Bildung von Pseudotropin

(Tropan-3B-0l) wund konnte erstmals aus einer Hyoscyanus niger-
Wirzel kul tur isoliert werden (Draeger et al. 1988). Spater wirden
TRI 1 -Enzyne in Datura stranmonium (Nakajima et al. 1993) und Sol anum
tuberosum (Keiner et al. 2002) beschrieben. Bei de Tropi nonreduktasen
gehoren zur G uppe der kurzkettigen Dehydrogenasen (SDR, short-chain
dehydrogenases) und verwenden NADPH oder NADH als Co-Substrat
(Nakajima et al. 1993; Kallberg et al. 2002). Die Famlie der SDR-
Enzynme ist durch hochkonservierte Am nosaurenotive gekennzeichnet
(Persson et al. 1991; Jornvall et al. 1995).

Tropin reagiert mt Phenylmlchsaure zu Littorin (Ansarin et al.
1993; Robins et al. 1994). Durch Futterungsversuche mt nmarkiertem
Tropin und Littorin an eine Datura stranmoni um Wirzel kul tur konnte in
bei den Fallen eine Integration der Mrkierung in Hyoscyam n bel egt
werden (Duran et al. 2000). Die Umandlung von Littorin zu

Hyoscyamin ist noch nicht gekléart. Die Reaktion von Hyoscyanmin zu

Scopol ami n  dagegen i st bel eqgt . Dur ch 6p- Hydr oxyl i erung des

Tropanrings und anschlieRBender Epoxidbildung wrd Hyoscyamn in

Scopol amin Gberfihrt. Das beteiligte Enzym ist die Hyoscyam n-6p-
hydr oxyl ase (HeH E. C 1.14.11.11). Die H6H i st ei ne
2- oxogl ut ar at abhéangi ge Di oxygenase, die erstnmals in Hyoscyanmus niger
beschri eben wurde (Hashinoto et al. 1986; Hashinoto et al. 1987).
Spater wurde eine H6H auch aus Atropa bell adonna isoliert (Suzuki et
al . 1999b).

Nach Redukt i on des Tr opi nons zu Pseudot r opi n wird ei ne
N- Derret hyl i erung und mnehrere Hydroxylierung postuliert. N Denethyl-
ierungen sind bei Pflanzen mt Nicotin- und Tropanesteralkal oi d-
bi osynt hese nicht ungewbhnlich. Nornicotin wirde als Hauptal kal oid
in Zellkulturen von N cotiana plunbaginifolia gefunden. Dieses wird
durch Denethylierung aus Nicotin gebildet, bei der ein Tetra-

hydr of ol at - kat al ysi erter C;- Gruppen Transfer postuliert wird (Mesnard

et al. 2002). Aulerdem wurde Norhyoscyanin und Norscopolamn in
Pfl anzen gef unden, di e die kl assi schen Tr opanest er al kal oi de
produzieren (Giffin et al. 2000) . Nor pseudotropin wurde in
Cal ystegia sepium Wirzel kul turen nachgewi esen (Scholl 2003) und

unterst it zt di ese These.
Man ni nmt an, dass nach der N- Denet hyl i erung nehrere

Hydr oxyl i erungen fol gen. Far eine schrittweise Hydroxylierung
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spri cht der Fund von Di hydroxynortropanen in Pflanzen, die

Cal ystegi ne bilden kodnnen. Von Asano und Mtarbeitern wurden in
Cal ystegia soldanella 2o, 7p- und 2a, 38-Di hydroxynortropan und in
Duboi sia leichhardtii 3a, 7p- D hydroxynortropan gefunden (Asano et
al . 2001b). Die Detektion von 2a, 3p-Di hydroxynortropan in Cal ystegi a

sol danella stitzt die These einer schrittweisen Hydroxylierung, da

es mt der Hydroxylgruppe in 3pB-Stellung eine potentielle Vorstufe
der A- und B-Cal ystegi ne darstellen kann.

Alternative Wge in der Calysteginbiosynthese wurden oft diskutiert.

So beschrieben Asano und Kol | egen eine Bi osynthese, bei der es weder

zu einer N Methylierung des Putrescins am Anfang noch zu einer

N- Denet hyl i erung am Ende der Bi osynthese konmt (Asano et al. 1997b).

Putrescin ist zwar Ausgangspunkt dieser Biosynthese, dieses wrd
j edoch zwei mal oxidiert. Aus 4- A nobut anal ent st eht SO
4-1 m nobut anal , welches mt einer Acetoacetyl-CoA-Einheit zu einem
Cycl oheptanon-Ring mt Am no- und Hydroxylgruppe kondensiert. Im
weiteren Verlauf der Biosynthese postulierte nman, dass es zur

Oxi dation der Hydroxylgruppe und Stickstoffbrickenbildung mt der

Am nogruppe konm . Nach nehreren Hydroxylierungsschritten kdénnten so
Cal ystegi ne entstehen (Asano et al. 1997b). D ese unsymetrische
Doppel oxi dation ist ungewbhnlich, da vermutlich 4-Am nobutanal vor

der zweiten Oxidation zu einem A™-Pyrrolin-Ring reagiert.

Di eser koénnte auch nmit einer Acetoacetyl-CoA-Einheit kondensieren
und Uber Norhygrin Nortropinon bilden (Hashinbto et al. 1990).

Nortropi non konnte w ederum einer TRII als Substrat dienen. Eine
Urset zung von Nortropinon durch die Solanum tuberosum TRII in
Nor pseudotropi n unterstitzt diese Mglichkeit (Keiner et al. 2002).

Nor pseudotropi n kénnte dann durch mehrere Hydroxylierungsschritte in
Cal yst egi ne ungewandelt wer den.

Ei n Cycl oheptanon-Ring mt Hydroxyl- und Ani nogruppen wurde aullerdem
als Internediat der Calysteginbiosynthese postuliert, nachdem in
Physalis al kekengi (Sol anaceae) neben verschiedenen Calysteginen
Ami not ri hydr oxyl - Cycl ohept an gefunden wurde (Asano et al. 1996). Es
wurde  vermnutet, dass  Am notri hydroxyl -Cycl oheptan durch eine
enzynmati sche Reduktion zu 5-Am nodi hydroxyl -Cyl oheptanon reagiert

und di eses in einemfolgenden Schritt zu Calystegin As zyklisiert.
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A 2.4 Putrescin-Nnethyltransferasen

Die N-Methylierung von Putrescin stellt den Ubergang vom Primér- zum
Sekundar st of f wechsel dar. Die Putrescin-Nnethyltransferase ist ein
Schl Gissel enzym in der N cotin- wund Tropanal kal oi dbi osynthese und
wurde aus Wirzeln von Nicotiana tabacum (M zusaki et al. 1971),
Hyoscyamus al bus (Hi bi et al. 1992) und Datura stranmonium (Walton et
al. 1994) isoliert und charakterisiert. pnt-cDNA wurde aus Atropa
bel | adonna (AB018571), Datura stranonium (AJ583514), Hyoscyanus
ni ger (AB018572), Ni cotiana attenuata  (AF280403), Ni coti ana
sylvestris (AB004322, AB004323, AB004324) wund N cotiana tabacum
(D28506) kloniert.

Transkri pt unt ersuchungen der Nicotiana tabacum pnt (H bi et al
1994) und N cotiana sylvestris pm (Hashimbto et al. 1998b)
bel egten, dass diese ausschlieBlich in Wirzeln transkribiert werden.
Hi st ochem sche Analysen bestatigten zudem dass die Nicotiana
sylvestris PMI in der Cortex, der Endoderm s und dem Xylem junger
Wirzeln lokalisiert ist (Shoji et al. 2000). Auch in Atropa
bel  adonna wurde pnt-Transkript nur in Wirzeln gefunden (Suzuki et
al. 1999a). Aulerdem wurde durch histochem sche Analysen gezeigt,
dass die Atropa belladonna PMI ausschlieBlich im Perizykel der
Wirzel zu finden ist (Suzuki et al. 1999a).

Die pm-Transkription wird bei verschiedenen Nicotiana-Arten durch
Stress induziert. So wurde festgestellt, dass die N cotin-
Konzentration in Wirzeln und Blattern von Nicotiana sylvestris
signi fikant erhdht war, nachdem diese durch InsektenfralR geschadi gt
waren. Parallel dazu stieg die Jasnonsdurekonzentration in Blattern
und Wirzeln (Baldwin et al. 1997) . Jasnmonsaure bzw. deren
Met hyl ester sind Signal nol ekil e, welche die Expression von Cenen
i nduzi eren koénnen. Durch Applikation von Methyljasnonat an eine
Ni cotiana sylvestris-Wrzel kultur konnte gezeigt werden, dass die
Transkription der pnt induzierbar war (Shoji et al. 2000). Ein
Versuch mt ei ner Ni cotiana tabacum Suspensi onskul tur fiahrte
ebenfalls zu einer Induktion der pnt-Transkription. In Folge einer
er hoht en PMI- Expression kam es zur Steigerung der N-Methyl putrescin-

und Ni cotinkonzentration (Imanishi et al. 1998).
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Fur eine verstarkte Transkription durch Jasnonsaure bzw deren
Met hyl ester konnten bestimmte Regionen im Pronotorbereich der
N. tabacum bzw. N sylvestris pm verantwortlich sein (Riechers et
al . 1999; Shoji et al. 2000), die im Pronotorbereich der
A. belladonna pm nicht zu finden sind (Suzuki et al. 1999a).
Pronotorstudien mt vier pnt-Genen aus N. tabacum zeigten, dass ein
Bereich von ca. 110 bp vor dem Startcodon entscheidend ist. Durch
Del eti onsversuche konnte ein konserviertes G Box-El enent (GCACGITG,
eine TA-reiche Region und ein GCC-Mitiv (TGCGCCC) gefunden werden,
wel che die Transkription regulieren (Xu et al. 2004).

Die PMI-Expression kann weiterhin durch Phytohornone beeinflusst
werden. | nkubationsversuche nmit dem Auxin-Anal ogon Indol-3-butter-
saure und Wirzel kul turen von Duboi sia |eichhardtii, Hyoscyanus niger
und Nicotiana tabacum zeigten, dass die PMI-Aktivitat durch Zugabe
di eses Auxins verringert wurde (Hashinoto et al. 1989a). Auch die
| nkubation einer N. t abacum Suspensi onskul t ur m t 2,4-Di chl or -
phenoxyessi gsaure fudhrte zu einer verm nderten  PMI-Aktivitat
(I'mani shi et al. 1998).
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A 3 Auf gabenst el | ung

Die N-Methylierung von Putrescin ist der erste spezifische Schritt
in der N cotin- und Tropanal kal oi dbi osynthese. Es wird postuliert,
dass Cal ystegi ne auf densel ben Bi osyntheseweg entstehen. Ausgehend
von dieser Hypothese sollte ein Beleg fir diese Reaktion in einer
Pfl anze gefunden werden, die ausschlielllich Calystegi ne akkunuliert.

Die Kartoffel pfl anze war fur di ese Aufgabenstellung pradestiniert.

Messungen von N-Methylputrescin in verschi edenen Kartoffel geweben
konnten erste Hi nweise auf eine aktive Putrescin-N nmethyltransferase
geben. Es sollte versucht werden durch heterologe Transformation
transgene Kartoffel pflanzen zu generieren, deren PMI-AKtivitat
verandert ist. Durch Messungen von N Methylputrescin und weiterer
Intermedi ate der Biosynthese konnte der netabolische Fluss naher
untersucht werden. Die Ausw rkungen der Transformation werden

Ei nblicke in die Regul ation der Cal ystegi nbi osynt hese geben.

Parallel zu den Transfornmationsversuchen wird auf direktem Wg
versucht, PMr-Aktivitat in Kartoffel geweben zu nessen. Aus Geweben
mt hoher PMI-AKtivitat koénnte eine pnt-cDNA kloniert werden. Durch
heterol oge Expression in E. coli und Reinigung konnte die Funk-
tionalitat belegt werden. Transkriptuntersuchungen der pnt in
ver schi edenen Geweben  werden Hi nwei se auf die spezi fische
Lokal isation geben. En Vergleich mt Transkriptuntersuchungen der
tril koénnte Aufschluss (dber den Biosyntheseweg innerhalb der

Kart of f el pfl anze geben.

Der Bel eg einer spezifischen und aktiven PMI in Kartoffel wirde das
Konzept der Calysteginbildung Uber den Tropanal kal oi dbi osynt heseweg
ent schei dend festigen und alternative Bi osynthesewege (A 2.3) wirden
an Bedeutung verlieren.
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B Materialien und Met hoden

B 1 Materialien

B 1.1 Pflanzen und Wirzel kul turen

Kart of f el pfl anzen, Sol anum tuberosum L. var. Désirée, wurden aus
Kart of fel knol I en unter Freil andbedi ngungen angebaut. Die Kartoffel-
knol |l en wurden von der Saatzucht-Firnma Fritz Lange KG Bad Schwartau
bezogen. In vitro Kartoffelpflanzen, Solanum tuberosum L. var

Désirée, wirden von Frau Dr. S. Rosahl, Institut far Pflanzen-
bi ochem e, Halle (Saale) zur Verfigung gestellt. D ese wrden auf
M5- Medium nmit 3% Saccharose unter Langtagbedi ngungen (16 h hell,
8 h dunkel) bei 23 °C kultiviert (Mirashige et al. 1962). Aus diesen
Pfl anzen wurden W1 dtyp-Wirzel kul turen gezogen, die in Ganborg s B5
Medium mit 3% Saccharose bei 23 °C, 100 rpm im Dunkeln kultiviert
wurden (Ganborg et al. 1968). AuRerdem wurden Wirzel kulturen durch
Transformation mt  Agrobacterium rhizogenes (Stamm LBA 9402)

gewonnen und wi e beschrieben kultiviert.

B 1.2 Hefen und Bakterien

Hef en Fi rma Genot yp Phanot yp
X-33 (Pichia pastoris) |lnvitrogen |WIldtyp mut

G5115 hi s4 Mut* Hi s
KM7 1H arg4 aoxl:: ARA Mt 5 Arg*

Tab. B-1 Verwendet e Hefestanme und deren Ei genschaften

Bakt eri en Fi rma CGenot yp

OneShot Top10® Invitrogen |F ncrA A(nrr-hsdRVS-nor BC) @80l acZAML5 Al acX74

recAl deoR araD139 A(ara-I|eu)7697 gal U gal K
rpsL (Str®) endAl nupG

XL1- Bl ue MRF Stratagen |A(ncrA) 183 A(ner CB-hsdSMR-nTr) 173 endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 rel Al lac [F proAB | ac%zamL5
Tnl0 (Tet')]

SOLR™ Stratagen |el4 (McrA) A(ncrCB-hsdSVR-nrr) 171 sbcC recB

recJ uvrC umuC: :Tn5 (Kan") lac gyrA96 rel Al thi-
1 endAl A F proAB | ac%ZAMI5] Su”

BL21 ( DE3) Novagen F ompT hsdSg(rgms) gal dcm ( DE3)

Roset t a- gami ™ ( DE3) Novagen Aar a-1eu7697 Al acX74 AphoAPvul | phoR araD139
ahpC gal E gal K rpsL (Snf)*F'[1ac*(l acl %) pr o]
gor522::Tn 10(Tc?) trxB::kan (DE3) pRARE (Cnf)

SG 13009 [ pREP4] Q agen Nal > Str® Rif° Thi~ Lac Ara® Gal* M|~ F RecA’
Wr™* Lon®

Tab. B-2 Verwendet e Bakterienstédnme und deren Ei genschaften
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B 1.3 Vektoren

Vekt or Fi rma Ei genschaft en

pCR®2. 1TopoTA Invitrogen |[Anp’, Kan', |acZo

pGEM- T Pronega Anp', | acZo.

pBI 121 Cl ont ech Kan", 35S-Pro, GUS

pBl uescri pt® SK(+/-) |Stratagen Anp', |acZo

pET21d Novagen Anp', 6xHi s- Tag(C)

pQE30 Q agen Anp', 6xHi s- Tag(N)

pPI CZaA I nvi trogen Zeo', a- Faktor-Tag(N), c-nmyc-Epi (C), 6xHis-Tag(Q

Tab. B-3 Verwendete Vektoren und deren Ei genschaften

Anp'

| acZo -
6xHi s-Tag — 6facher

— Anpicillinresistenz;
B- Gal akt osi dase- a- f ragnment ;
Hi sti di n- Anhang C-termnal/N-termnal;

Sekretionssignal ;

Epitop s bhietet

c-myc-Epi -
I nvitrogen Antikorper an)

r

B 1.4 digonukleotide

a i gonukl eot i de
HPSF®- Qual i t &t

Kont am nat i onen,

Pri nmer

m t

wur den

von

wi e Produkten mt

Kan" -
35S-Pro -

MAG- Bi ot ech
sind besonders

Kananyci nr esi st enz;
35S- Pronot or;
o- Faktor-Tag -
Epi top des c-myc-Onkoproteins (zur

as -

(HPSF®- Qual i t at)

ger ei ni gt

Schut zgr uppen oder

und

frei

Zeo' — Zeocinresistenz;
d ucoroni dase;

o- Fakt or -
Det ekti on dieses

bezogen.

von

n- 1- Pr odukt en.

Degenerierte Priner enthalten Buchstaben, die von der gangigen

Basen- Kodi erung (A, T, C, G abweichen. D e Dekodierung dieser Buch-

staben i st der Tabell e angehéangt.

Pri mer Anwendung Sequenz Tmin
°C
A bel .PMI.S.Dir Transfornmati on GGA TCC ATG GAG GIC AAC CAC 67,7
particle BanHi

A bel . PMI. AS. Di r borbar drrent GAG CTC ATG GAG GTC AAC CAC 66, 0
Sacl

A bel . PMT. S. Rev GAG CTC TCA AAA CTC AAC CAA ATC 64,0
Sacl

A. bel . PMT. AS. Rev GGA TCC TCA AAA CTC AAC CAA ATC 65,5
BanHi

S tub. TRIT.S.Dr Transfornmation GGA TCC ATG GCA GAA TTG AGA 66, 1

particle BanHi

S.tub. TRII.AS.Di r bonbar drrent GAG CTC ATG GCA GAA TTG AGA 64, 4
Sacl

S.tub. TRII. S. Rev GAG CTC TTA AAA CGC ACC ATT AGC 65,7
Sacl

S.tub. TRII. AS. Rev GGA TCC TTA AAA CGC ACC ATT 63,7
BanH

35-S Pronotor Dir Dot Bl ot AAG CTT GCA TGC CTG CAG 61,3

35-S Pronotor Rev Sonde GGA TCC TCT AGA GIC CCC CG 62,2

Put. PMI Dir 1 RT- PCR | CAA GAT GIC ATG CTC TTT GAG 60, 0

Put. PMI Dir 2 1. PMT Fragnent ACA GAG AAT GGT GGA TTT CCA 63,2

Put. PMI Rev 1 ATT CTT GAA RTY AAC TTC TGG 54, 2

Put. PMI Rev 2 GCR AAA GAT GGC AAA AT 52,4
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RT PMI Dir 1 RT-PCR I | ATG GMI GAM RWM HWY AAC AA 51,8
RT PMI Dir 2 1. PMI Fragnent ATG GMI GAWM RWM HWY GGC AG 58,0
RT PMI Dir 3 ATG GMI GAM RWM HWY GAG TA 53,9
RT PMI Dir 4 ATG GMI GAM RWM HWY AGA GG 55,9
RT PMI Dir 5 ATG GMI GAM RWM HWY TGG AA 53,9
RT PMI Dir 6 ATG GMI GAM RWM HWY ACC AA 53,9
T7 cDNA- Bank GTA ATA CGA CTC ACT ATA GG C 52,6
M 13 Rev GGA AAC AGC TAT GAC CAT GA 56, 1
SPDS Spez. Dir SPDS- spez. GIG TCT TGC GCG AGG TAT CC 61, 4
SPDS Spez. Rev PCR AAT GGI CTT GAC AGG GCT TT 55, 3
5RACE Dir 1 5" RACE-PCR (PMI) |GGC CAC GCG TCG ACT AGI ACG G4 |68,1
IGG Al GGIIG
5 RACE Dir 2 GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC 63,1
5" RACE Rev 1 GCT CCA TCG CCG AGA ACC 60, 5
5" RACE Rev 2 TTA CGC GAG GAT CAT TAA AAT TAG 55,9
5" RACE Rev 3 GGG GTA CGG AAG AAC TTC GAA T 60, 3
3’RACE Dir 1 3" RACE-PCR (PMI) |GGA ATT GGI TTT ACA TTA TTC GAA 54,2
3’RACE Dir 2 CGG GAT CCT TGC GCC TAA T 58,8
3" RACE Rev 1 CTC GAG CGG TAC CCC GIT TTT TTT 64,7
TTIT TTT TTT T
3" RACE Rev 2 CTC GAG CGG TAC CCC G 59, 4
S.tub. PMI ges. Dir PMT- RT- PCR AAC AAT ATT TAC TTT CTC CCA AAC 54,2
S.tub. SPDS ges. Dir SPDS- RT- PCR GGI' GAA GAA GAC TGA AGA GIC C 60, 3
PMI Sonde Dir Nor t hern Bl ot AAT ATT TAC TTT CTC CCA AAC 49,8
PMI' Sonde Rev Sout hern Bl ot GIT GGA GIT TCC CAA TAA TAG 54,0
SPDS Sonde Dir Nor t hern Bl ot GGI' GAA GAA GAC TGA AGA GIC 57,9
SPDS Sonde Rev Sout hern Bl ot AGA GAT ATA AGG AGA TGG CTC CT 56, 8
S.tub. PMI pET Dir Expr essi on CCA TGG AAG TCA TAT CTA CTC ACA CA|61,6
pET21d Ncol
S.tub. PMI' pET Rev CTC GAG AGA CTC AAT CAA ACT TCT G |61,3
Xhol
H. ni g. PMI pET Dir CCA TGG AGG TCA TAA GTA ACC ACA 61,0
Ncol
H. ni g. PMI' pET Rev CTC GAG AAA CTC AAC CAA ATC CCT 61,0
Xhol
N.tab. PMI pET Dir CCA TGG AAG TCA TAT CTA CCA ACA 59, 3
Ncol
N. t ab. PMI' pET Rev CTC GAG AGA CTC GAT CAT ACT TCT G |60,9
Xhol
S.tub. SPDS pET Dir CCA TGG CAG ATG AGT GTIG CTG 61, 8
Ncol
S. tub. SPDS pET Rev CTC GAG TTT TCC TTT GGTI TTC G 62,3
Xhol
S. tub. PMI pQE30 Di r Expressi on GGA TCC GAA GIC ATA TCT ACT C 58, 4
pQE30 BanHl
S. tub. PMI' pQE30 Rev AAG CTT TTA AGA CTC AAT CAA ACT 54,2
Hi ndl | |
S.tub. PMI Pichia Dir |Expression GAA TTC GAA GIC ATA TCT ACT CAC A |58,1
Pi chia pastoris EcoRI
S. tub. PMI Pichia Rev GCG GCC GCA GAC TCA ATC AAA CT 64, 2
Not |

Tab. B-4 Verwendete Priner, Anwendungen und Ei genschaften

Restri ktionsschnittstellen innerhalb der Prinmer wurden unterstrichen und
benannt. Dekodi erung: MA+C), WA+T), R(A+GQ, H(A+T+C), Y(C+T)




Mat eri al i en und Met hoden

16

B 1.5 Kits und Enzyne

Kit/ Enzym Firma

ABI Prism Dye Term nator Cycle Sequencing Kit Per ki n El mer
ALFexpress Aut oRead Sequenci ng Kit Phar maci a
cDNA Synthesis Kit Strat agen
EasySel ect Pichia Expression Kit I nvi trogen
ExAssi st Interference-resistant Hel per Phage Strat agen
Hi gh Prine DNA Labeling Kit Roche

Hot St ar Taq- Pol ynerase (5 U pul) Q agen
Lysozym Appl i chem
MRNA Purification Kit Phar maci a
PeqGOLD RNAPur e Peql ab

Pf u- DNA- Pol ynmerase (5 U ul) Pr onega

Q Aprep Spin Maxiprep Kit Q agen

Q Aprep Spin Mdiprep Kit Q agen

Q Aprep Spin Mniprep Kit Q agen

Q Aqui ck Cel Extraction Kit Q agen

Q Aqui ck Nucl eoti de Renoval Kit Q agen

Q Aqui ck PCR Purification Kit Q agen

Restri kti onsendonukl easen

NEB, Boehri nger

Mannhei m

RNase A Boehri nger Mannhei m
RNase H Pr onega

Superscript Il Reverse Transcriptase I nvi trogen

T4 Ligase Peql ab

Tag- Pol ynerase (5 U pul) Peql ab

Term nal Desoxynucl eoti dyl Transferase NEB

TOPO- TA-C oning Kit I nvitrogen

Tri zol G bco BRL

Zap- cDNA G gapack |11 Gold Coning Kit Strat agen

Zap- cDNA Synthesis Kit Strat agen

Tab. B-5 Verwendete Kits und Enzyme und deren Bezugsfirnen

B 1.6 Puffer, Standardl 6sungen und Medi en

Al'l e verwendeten Puffer, Standardl 6sung sowi e Medi en wurden nach den
Vorschriften von Sambrock und Mtarbeitern hergestellt (Sanmbrock et
al . 1989).
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B 1.7 Chem kalien

De in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chem kalien besal3en
"pro analysi"-Qualitat und wurden im Wsentlichen von den Firnen
Sigma (Dei senhof en), Roth (Karl sruhe), Merck (Darnstadt) und
Appl i chem (Darnst adt) bezogen.

Chemi kal i en Firma

[ 0*2P] dATP 3000 Gi/nmol NEN
Anpicillin Ger bru

Bi odyne A Menbran 0,45 pm @ 85 nm 132 mm Pal |
Carbenicillin Gerbru
Hybond® N Merbr an Amer sham
Zeocin I nvi trogen

Tab. B-6 Verwendete Chenikalien anderer Firnen

G 6Renmar ker Fi rma

1 kbp DNA-Leiter G bco BRL
100 bp DNA-Leiter Peql ab
Protein Standard M xture |V Mer ck

Tab. B-7 Verwendete G dRenmar ker und deren Bezugsfirnen

B 1.8 Gerate und Hlfsmttel

Wesentliche Gerate und Hilfsmttel sind den Kapiteln zu entnehnen,

i n denen i hre Anwendung beschri eben wurde.
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B 2 Met hoden

B 2.1 Anal ytische Methoden

B 2. 1.1 Isolierung und Derivatisierung der Pol yam ne

Nach Smith und Mtarbeitern wurden die Gewebe pulverisiert und
lyophilisiert (Heto FD 1,0) (Smith et al. 1985). 50 ng wirden
anschlieBend mit 1,5 m 5% Perchl orsaure (V/V) honopgenisiert und bei
4 °C imDunklen 2 h inkubiert. AnschlieRend wurde 20 mn bei 14000 g
zentrifugiert.

I m Uberstand (Ul) fanden sich konjugierte und freie Pol yan ne.

1. Das Pellet enthielt nur konjugierte Polyanine und wurde nit
1 m 1IN NaOH resuspendiert.

2. 250 pl Oiginal Gberstand (U2) und 250 pl Pel |l et suspension (P)
wurden einer Hydrolyse mit jeweils 250 pl 12 N HO bei 110 °C
18 h im Trockenschrank in Braunglasanpullen unterzogen.
Anschl i eBend wurde bei 14000 g 5 mn zentrifugiert.

3. 100 pl vom Oiginaliberstand (Ul) und 100 pl von beiden
Uberstanden (U2 und P) wurden nmit 100 pl gesattigter NaCO;-
Losung, 400 pl Dansylchloridl 6sung (7,5 ng/m Aceton) 1 h bei
60 °C im Dunkl en inkubiert.

4. Um den Uvberschuss Dansylchlorid zu binden, wirden 100 pl
Prolinldsung (100 ng/m ) zugegeben wund 30 mn bei Raum
tenperat ur inkubiert.

5. Extrahiert wirden die dansylierten Polyanine mt 700 ul
Tol uol .

6. Bei 37 °C wurden die Lbosungen bis zur Trockne eingeengt und in
500 ul Acetonitril fir AMDTLC- Analytik oder in 1000 pl
Acetonitril fdar HPLC Messungen gel Ost.
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B 2.1.2 Dinnschi cht chronat ogr aphi e

B 2.1.2.1 Ei nfachentw ckl ung

Mt Hilfe der einfachen Dinnschichtchromatographie [|assen sich
Pol yam ne nach Dansylierung (B 2.1.1) trennen (Smith et al. 1975).
Zur Verbesserung der Trennung, wurden in Anlehnung an Lineares und
Mtarbeitern HPTLC-Platten (20 cm x 10 cm Kieselgel 60 ohne
Fl uor eszenzi ndi kat or, Schi cht di cke 200 um Mer ck, Dar nst adt)
ei ngesetzt (Linares et al. 2001). Die Proben wurden nit dem Li nomat
IV (Camag) aufgetragen. Al's nobile Phase wurde ein Laufnittel genisch
aus Chloroform Triethylamn (2 : 1, V/V) verwendet (Linares et al.
2001) .

B 2.1.2.2 Automati sche Mehrfachentw ckl ung

Fiur die automatische Mehrfachentw cklung kam das AMD 2 System
(Camag) zum Einsatz. Die Trennung erfolgte nit TLC-Platten (20 cm X
10 cm Ki esel gel 60 ohne Fluoreszenzindi kator, Schichtdicke 250 pm
Merck, Darnstadt). Die Proben (50 ul) wurden nit dem Linomat |V
(Camag) 5 nm breit und nmit einem Abstand von 8 nm aufgespriht. Als
nobile Phase wirde zum einen nmt einem Laufmittel gensch aus
Cycl ohexan/ Et hyl acetat (5 : 4, V/V) und einer Vorkonditionierung mt
1 N Anmmoniak gearbeitet. Zum anderen wrde ein Gemsch aus
Chloroform Triethylamin (2 : 1, WV/V) und Vorkonditionierung nmit
1IN Ammoniak getestet. Fiur das 1. Laufmttelgem sch wurden die
Platten in 4 Stufen (Laufstrecke: 50, 60, 70 und 80 mm) entw ckelt.
Beim 2. Laufm ttel gemisch wrden die Platten ebenfalls in 4 Stufen
entwi ckelt, allerdings bis zu einer maxinmalen Laufnittel hdhe von
90 mMm Die quantitative Bestinmung erfolgte mt dem Canmag

Scanner |1.

Ei genschaften:

Scan- Modus: Fl uor eszenznodus
Wl | enl &nge: 320 nm
Scangeschwi ndi gkei t: 20 mi's

Scankopf : 4,00 mMmm x 0,45 mMm

Auswert ung: Camag CATS 3.17 Software
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B2 1.3 HPLC

Die HPLC Messung wurde mt dem HPLC- System La Chrom der Firma Merck-
Hi t achi durchgef Uhrt.
Syst enei genschaft en:

Punpe: L- 7100

I nterface nmodul e: D- 7000

Aut o sanpl er: L- 7200

Séaul enof en: Col um- Ther nost at Jetstream 2 Pl us

O entenper at ur: 40 °C

Det ekt or en: Di oden- Array Detektor (DAD) L-7455
Fl uoreszenz Detektor L- 7480

Saul e: RP;g- Sdul e Hypersil ODS (Knauer)

Saul enpar anet er : 250 Mmx 4 nm @ 5 pm

Fl ussrat e: 1 mM/mn

I nj ekt i onsvol unen: 20 ul

Fir die Elution wurde ein Acetonitril/Wsser-Gadi ent verwendet
(Marce et al. 1995).
G adi ent fur HPLC Trennung:

Pr ogr amm Omn- 5mn i sokratisch bei 65% Acetonitril
5 mn-15 mn st ei gend auf 90% Acetonitril

15 min-22 mn i sokratisch bei 90% Acetonitril

22 min-24 mn fall end auf 35% Acetonitril

24 min-35 mn i sokratisch bei 35% Acetonitril

Die Detektion erfolgte bis 50 ng Polyamin pro Injektion mt dem
Fl uoreszenz- Det ekt or bei einer Extinktionswellenlange von 365 nm und
ei ner Em ssionswellenl &nge von 510 nm und ab 50 ng Polyamn pro
I njektion mit dem Diodenarray-Detektor (DAD) bei einer Wellenlange
von 254 nm Ausgewertet wurden die Proben mt Merck-Hitachi Model
D 7000 Chromatography Data Station Software. Zur ldentifizierung der
Pol yami ne wurde der Vergleich von Retentionszeiten nit Standards
herangezogen. Zuséatzlich wurden zu allen Pol yam nen di e UV-Spektren
untersucht und nmit Standards verglichen, um die Messung abzusi chern.

Zur Quantifizierung wirden 3 - 6 unabhangi ge Proben vernessen.
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Nach Bestimrung des Mttelwertes und der Standardabwei chung wurden
die Proben als Ausreiller entfernt, die +/- 30% vom Mttelwert
abwi chen (Kaiser et al. 1972).

Kal i bri er ger aden:

bis 50 ng Polyanmn pro Injektion

Det ekt or : FI uor eszenzdet ekt or

Put resci n: y = 0,3385x R’ = 0, 9997

N- Met hyl put r esci n: y = 0,2106x R = 0, 9999

Sper ni di n: y = 0,2349x R = 0, 9998

Sper ni n: y = 0,2506x R? = 0, 9998

ab 50 ng Polyamin pro Injektion

Det ekt or: Di oden- Array Det ekt or

Put r esci n: y = 0,0048 x + 0,0400, R® = 0,9994
N- Met hyl put resci n: y = 0,0030 x + 0,0334, R® = 0,9993
Sper ni di n: y = 0,0030 x + 0,0172, R® = 0, 9995
Sper mi n: y = 0,0023 x + 0,1021, R* = 0, 9997

B 2. 1.4 Isolierung von Internedi aten der Cal ystegin-
bi osynt hese

Tropinon, Tropin, Nortropin und Pseudotropin sind I|Internediate der
Cal yst egi nbi osynt hese. Aus 1 g (Frischmasse) Pflanzengewebe wurden
diese mt zweiml 10 m 50%gem (V/V) Methanol und Utra Turrax
extrahi ert. Danach wurde abzentrifugiert (10 min, 4500 g, 4 °C) und
die Extraktion wi ederholt. Nach weiterer Zentrifugation wurden die
vereini gten Uberstande bei 50 °C unter Vakuum auf ein Volumen von
1 mM eingeengt und mt 50 pl Anmoniak alkalisiert. Die Reinigung der
Internmediate erfolgte mit Extrelut®Saulen (Merck). Der alkalische
Pfl anzenextrakt wurde auf eine Saule gegeben und 20 nmin dort
bel assen. Die Elution erfolgte zweinmal mt 4 nm Chloroform und
einmal nmit 4 m ChloroforniMethanol (9 : 1). Die vereinigten Eluate
wurden bei 30 °C unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt und in
200 pl Ethyl acetat aufgenomen, um sie im Anschluss per GC (B 2.1.6)

zu anal ysi eren.
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B 2.1.5 Isolierung und Derivatisierung der Cal ystegine

Aus 1 g (Frischmasse) Pflanzengewebe wurden Cal ystegine mt zwei mal
10 m  50% (V/V) Methanol und Utra Turrax extrahiert. Nach
Zentrifugation (10 nmin, 4500 g, 4 °C) und erneuter Extraktion wurden
die vereinigten Extrakte auf ein Volunen von 3 m unter Vakuum und
bei 50 °C eingeengt. Die Reinigung erfolgte nmt einem stark sauren
Kat i onenaust auscher (1 onenaustauscher | LAB Merck, Saule 10 x
100 mMmm mt 5 m befullt). Nach Applikation der Probe auf die Saul e
wurde diese so lange mit WAsser gespilt, bis sie neutral reagierte.
Danach konnte die Elution mt 2N Anmmoniak erfolgen. Anschlielend
wurde mt Wasser gespult und die vereinigten Eluate auf ein Vol unmen
< 1 m eingeengt (50 °C und Vakuun). Zum Schluss wurden die Eluate
auf 1g FMm nit Wasser eingestellt. Da Cal ystegi ne kein Chronophor
besitzen, nissen diese fir eine Detektion derivatisiert werden. Nach
Lyophilisierung (Heto FD 1,0) der Extrakte wirde deshalb eine
Silylierung durchgefihrt (Fleet et al. 1990). Diese erfolgte durch
Zugabe von 50 pl n-Hexan, 40 pul HVDS (Hexanet hyl di siloxan) und 10 pl
TMCS (Trinmethyl chlorsiloxan). Nach Honogeni sierung im U traschal |l bad
(Sonorex RK 100, Bandelin) wurde dieses CGemisch 15 mn bei 70 °C
i nkubi ert. Danach wurden 50 ul des internen Standards Azobenzol
(1 mg/m  in n-Hexan) zugegeben und mt n-Hexan auf 500 ul
aufgefdllt.

B21.6 CC

Bi osynt heseinternmediate und silylierte Calystegine wrden nmit Hilfe
der Gaschronmatographie getrennt und quantifiziert. Die Identi-
fizierung erfolgte im Vergleich =zu den Retentionszeiten von
St andar ds. Bei simul taner Messung konnte anhand des char ak-
teristischen Peakverhal t ni sses der beiden Detektoren FID und PND die
I dentifizierung zusatzlich verifiziert werden. Zur Quantifizierung
wurde ausschlieBlich der FID verwendet. 3 - 6 unabhangi ge Proben
wurden erfasst. Nach Besti mmung  des Mttelwertes und der
St andar dabwei chung wurden die Proben als AusreilBBer entfernt, die

+/- 30% vom M ttel wert abw chen.



Mat eri al i en und Met hoden

Syst enei genschaft en:

Typ: Gaschr omat ograph Hewl ett Packard 6890

Det ekt or en: Fl anmreni oni sat i onsdet ekt or (FID
Phosphor - Sti ckst of f - Det ekt or ( PND)

Br enngase: Synt heti sche Luft, Wsserstoff

Saul e: HP-5 nmit 20 cm HP-5- Vorsaul e

Saul enpar anet er : 30 cm x 320 pm x 0,25 pm

St ati onare Phase: 95% Met hyl si | oxan, 5% Phenyl si | oxan

Mobi | e Phase: Hel i um

Fl ussrat e: 1 mM/nmn

I nj ekti onsvol unen: 1yl

Trennprogranm f ir | nternediate:
Saul ent enper at ur: Initialtenperatur 65 °C
10 °Cmin bis 120 °C
2 min 120 °C isotherm
15 °C/mn bis 240 °C
10 °C/min bis 300 °C

I nj ekti on: gepul ste Injektion ohne Split
(200 kPa, 1,5 min, 250 °QC
Retenti onszeiten & Tr opi non: 8,1 mn
Nor t r opi n: 9,0 mn
Tr opi n: 9,2 mn
Pseudot r opi n: 9,6 mn
Azobenzol : 14,1 mn

Trennprogranmm f ir Cal yst egi ne:
Saul ent enper at ur: Initialtenperatur
160 °C, 2 min
5 °C/min bis 240 °C
10 °C/nmin bis 300 °C

I nj ekti on: Split (1 : 20), 120 kPa, 250 °C
Retentionszeiten @& Azobenzol : 6,3 mn

Cal ystegi n As: 7,4 mn

Cal ystegi n As: 7,8 mn

Cal ystegi n By: 10,4 nmn

Cal ystegi n Bs: 11,9 nmin
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Kal i bri er ger aden:

Tr opi non: y = 1956,4 x-7,578, R = 0,999
Nort r opi n: y = 1164,5 x-8,202, R = 0,9958
Tr opi n: y = 1559,4 x-7,117, R = 0,9923
Pseudot r opi n: y = 1765,5 x-7,319, R® = 0, 9997
A- Cal yst egi ne: y = 263,72 x-4,505, R = 0,9768
B- Cal yst egi ne: y = 266,37 x-1,277, R = 0,9809

B2 1.7 GCGM

Zur weiteren Absicherung der Identitdt von Internediaten und
Cal ystegi nen wurde bei vielen Proben Gaschromatographie mt
massenspektronetri scher Det ekti on ei ngeset zt . Die  Tenperatur-
progranme wurden wie in B 2.1.6 verwendet. Im Gegensatz zu B 2.1.6
erfolgte hier die Injektion ohne Split bei einem Druck von 120 kPa

und ei ner Tenperatur von 250 °C.

Syst enei genschaft en:

Typ: Gaschr omat ograph Hewl ett Packard 5890,
System || Plus

Det ekt or : HP 5972 Quadr upol massenspektronet er

| oni si erungsspannung: 30-70 eV

Saul e: DB- 5

Saul enpar anet er : 30 mx 320 pyl x 0,25 pm

St ati onare Phase: 95% Met hyl si | oxan, 5% Phenyl si | oxan

Mobi | e Phase: Hel i um

Fl ussrat e: 1 mM/mn

I nj ekti onsvol unen: 2 ul
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B 2.2 Mol ekul ar bi ol ogi sche Met hoden

B 2.2.1 DNA-Isolierung

1 g Pflanzenmaterial wurde mt flissigem Stickstoff genbrsert und
mt 2 m Extraktionspuffer aufgenonmen. Diese Suspension wurde
10 mMn bei 65 °C inkubiert. Anschlieend wurden 0,6 m 5 M
Kal i umacet at | sung zugegeben und 10 mn im Eisbad inkubiert. Nach
Zentrifugation (10 min, 15000 g, 4 °C) wurde der Uberstand mt 2 ni
ei nes Cem sches aus Phenol/Chl orof ornf | soanyl al kohol (25 : 24 : 1)
versetzt und die geféllten Proteine abzentrifugiert (5 min, 12000 g,
4 °C). Dy eser Schritt wurde so oft wederholt, bis die Proteine
vol I stdndig entfernt waren. Die in der Ldsung enthaltene DNA wirde
mt 0,7 Volunen |sopropanol gefdllt. Nach Zentrifugation (5 mn,
15000 g, 4 °C wurde das Pellet mt 70% Ethanol gewaschen, erneut
zentrifugiert wund in ca. 75 pu  Aqua dest. aufgenommen. Die
photonmetri sche Gehaltsbestimung erfolgte it Gene  Quant Il

Phar maci a Bi otech bei 260 nm

Extrakti onspuffer: 100 MM Tris-HO pH 8.0
50 mM EDTA
500 mM Nad
10 mM Mer capt oet hanol
1,5% (MV) SDS

B 2.2.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mt PeqGOLD- RNAPure (peql ab)
oder mt Trizol® (Gbco BRL). Fir starkehaltige Gewebe, w e Knollen-
und Wirzel gewebe wurde Gesamt - RNA nach einem nodifizierten Protokoll
von Reinbothe und Mtarbeitern isoliert (Reinbothe et al. 1992).

3 g Frischnmasse wurden in einem mt flidssigem Stickstoff geklhlten
Morser und 6 m  NTES-Puffer extrahiert. Die in der Ldsung
enthaltenen Proteine wurden mt 6 m Chloroforn Phenol (1:1) durch
5-mnitiges kréaftiges Mschen (Vortex CGenie 2) gefdllt. Im Anschl uss
wurden die Proteine durch Zentrifugation (10 nmin, 5000 g, 4 °C) von
der Loésung abgetrennt. Dieser Fallungs— und Zentrifugationsschritt

wurde so |ange wi ederholt, bis die Proteine vollstandig abgetrennt
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waren. Zum Ende der Fallung wurde die wassrige Lésung mt 6 ni
Chl orof orm versetzt, gem scht (Vortex Genie 2) und zentrifugiert
(10 min, 5000 g, 4 °C), um die Losung von Phenolresten zu befreien.
Danach wurden die Nukleinséduren aus der wassrigen Losung mt
3 Vol . 96% Ethanol und 0,1 Vol. 3 M Natriunmacetatl 6sung pH 5,2 bei
— 20 °C uber Nacht gefallt. Nach Zentrifugation (30 mn, 5000 g,
4 °C) wurde das Pellet mt 70% Et hanol gewaschen, er neut
zentrifugiert und bei Raumenperatur (RT) getrocknet. AnschlielRend
wirde das Pellet in 5 nm DEPC behandeltem WAsser geldst und die
Gesant-RNA nmit 5 mM 4 ML (pH 5,2) auf Eis Uber Nacht gefallt,
zentrifugiert (30 min, 5000 g, 4 °C), gewaschen (70% Ethanol) und
getrocknet (RT). Zum Ende der GCesam —RNA-Isol ation wurde das Pell et
in 100 — 300 pl DEPC-Wasser geldst und mit Gene Quant |l Pharnmacia
Bi otech bei 260 nm vernessen. Die Qualitat der Gesant-RNA wurde
durch den Quotient aus Aseo nnf A2s0 nm bestinmmt. Dieser lag bei den

ver wendet en Proben Uber 1, 6.

NTES — Puffer: 10 MM Tris-HO pH 7,5
100 "M Nadl
1 mM EDTA
1% (MV) SDS

B 2.2.3 nRNA-Rei ni gung

Die nRNA-Reinigung erfolgte mt dem "nmRNA-Purification-Kit" der
Firma Pharmacia. Aus 1,25 ng Gesam-RNA wurden ca. 10 upg nRNA
gewonnen. 5 pug nMRNA wurden fiar die Herstellung einer cDNA-Bank
verwendet .

B 2.2.4 cDNA-Herstellung

Fur 3°- und 5 -RACE-PCR (B 2.2.10.2) und RT-PCR (B 2.2.10) wurde
CDNA aus 5 pg Gesamt-RNA (B 2.2.2) nit Hilfe der SuperScript” Il RT
(I'nvitrogen) nach Angaben des Herstellers gewonnen. Fir die 3" -RACE-
PCR und RT-PCR wurde ein Qigo(dt)i,.ig-Priner (lnvitrogen) und fur
di e 5 - RACE- PCR sequenzspezifische Prinmer (B 1.4) verwendet.
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B 2.2.5 cDNA-Bank-Herstellung

Fur die Herstellung der cDNA-Bank wurde das "cDNA Synthesis Kit",
das "ZAP-cDNA® Synthesis Kit" und das " ZAP-cDNA® G gapack® Il Cold

Cloning Kit" der Firna Stratagene verwendet. Entsprechend den
Anwei sungen wurde mt der nRNA eine Erststrang-cDNA-Synthese mt
reverser Transkriptase und einem digo(dt)-Primer mt Xhol -
Schnittstelle durchgefihrt. Dieser folgte eine Zweitstrang-cDNA-
Synthese mt DNA-Polynerase | und anschlielRender Ligation eines
Adapters mt EcoRI-Schnittstelle. Nach Phosphorylierung der EcoRI -
Schnittstelle und Restriktion mt Xhol wurde mt den unterschiedlich
grofBen CcDNA-Fragnenten eine Gelfiltration mt Sepharose CL-2B
durchgef ihrt. Dabei wurden unterschiedliche Fraktionen aufgefangen.
Fragnente Uber 400 bp Lange wurden nit T4 Ligase Uber Nacht in den
linearisierten Uni-ZAP® XR-Vektor (A- Phagengenom mt Phageni d
pBl uescript SK) ligiert. Mt Hilfe des ZAP-cDNA® G gapack® Il Gold

Coning Kits wirde die A-Phagen DNA in Capside (Phagenhllen)
ver packt. Von dieser "Primarbank" wurde der Phagen-Titer bestimt.
Er betrug 1,1 x 10° pfu/m . Da dieser Titer fir eine cDNA-Bank noch
ZU gering war, wurde diese mt Hlfe von XL1-Blue-Bakterienzellen
amplifiziert. Der daraus resultierende Titer der cDNA-Bank betrug
2,4 x 10¥® pfu/mM. Mt diesem hohen Titer konnte die cDNA-Bank

aliquotiert bei -80 °C eingefroren werden.
B 2.2.6 cDNA-Bank- Screeni ng

Fur das Screening wurde die hier beschriebene cDNA-Bank aus 1 — 3 mm
| angen Kartoffel keimen der Sorte Désirée verwendet. 1.5 x 10° Phagen
wur den gescreent. Das Primar—, Sekundar— und Terti arscreening wurde
nach den Anwei sungen des Stratagene—Manual s durchgefihrt. Auf fdnf
14.5 cm (9) Petrischalen mt LB-Agar wirden pro Petrischale
ca. 3 x 10* Phagen (pfu) ausplattiert. Nach 6 h bei 37 °C erreichten
di e Phagenhtfe im Agar eine & 06Re von ca. 1 — 2 nm im Durchnesser.
Nach Lagerung bei 4 °C uber Nacht wurden diese am nachsten Tag auf
zwei Filter (Biodyne A ¢ 13,5 cm Pall, UWk) pro Petrischale durch
Auflegen (einmal 1 nmin, einml 3 mnmn) Ubertragen. Diese Filter
wurden dann 5 min mt Denaturierungsl dsung, Neutralisierungsl dsung
(B 2.2.8) und 2 x SSC (0,3 M Nad, 0,03 M Natriuntitrat/NaOH,
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pH 7,0) auf Filterpapier behandelt. Die Phagen-DNA wurde danach
mttels UV-Licht (120 mJ, UV Stratalinker® 2400, Stratagene) auf die

Filter fixiert, in destilliertem Wsser gesplilt und anschlieRend
einer Vorhybridisierung (mn 4 h bei 65 °C) unterzogen. Dabei kam
ein auf 65 °C vorgewdrnter Hybridisierungspuffer [6 x SSC, 10 nmM
EDTA, 5 x Denhardt s LOsung (Sanbrock et al. 1989), 0,5% (MV) SDS,
100 pg/ M denaturierte Heringssperma—DNA] zum Einsatz. Nach der
Vor hybri di si erung wurde der Puffer erneuert und mt einer radioaktiv
mar ki erten Sonde Uber 16 — 18 h hybridisiert. Al's Sonde wurde das
durch RT-PCR gewonnene PMI-Fragnent (750 bp) verwendet. De
Mar ki erung erfolgte nmit dem "Hi gh-Prinme—-Labeling"-Kit (Roche) nit
[a-32P] dATP (NEN). Zur Reinigung der narkierten Sonde von
anhaft enden ungebundenen Nukl eoti den wurde das "Nukleotide Renoval
Kit" (Q agen) eingesetzt. Nach der radioaktiven Hybridisierung
wurden mnehrere Waschschritte durchgefihrt. Als erstes wurden die
Filter zweimal bei RT 15 mn in 2 x SSC und 0,1% SDS (MYV)
gewaschen, danach folgte ein Waschschritt bei 62 °C je 30 mn in
1 x SSC und 0,1% SDS (MV) und zum Schluss ein Wschschritt bei
62 °C 15 min in 0,1 x SSC und 0,1% SDS (MV). Um ein Autoradi ogranm
auf zunehmen, wurden die Filter zusammen mit ei nem Rontgenfil m (Kodak
NEN X-Om t™ Blue XB-1) wund Verstarkerfolie 72 h bei -80 °C
i nkubiert. Die Entw cklung der Rontgenfilme erfolgte mt dem AGFA
Curix 60. Nach Untersuchung der Rontgenfilne auf Doppelsignale
wurden positive Plagues von den LB-Agarplatten abgenomren und in
500 pl SM Puffer [100 M NaCl, 10 mM MySQ,, 50 mM Tris/HO pH 7,5 und
0,1% Gelatine (MV)] und 20 ul Chloroform 3 h bei RT geschiuttelt,
zentrifugiert bei 14000 Umn und bei 4 °C gelagert. 50 ul dieser
Losung wurden nmit PCR (B 2.2.10.1) auf das Vorhandensein des PMI-
Fragnentes UUberprift, welches zum Screening eingesetzt wurde. Um
herauszufi nden wel cher Phagen-Klion das gréRte PMI-cDNA-Fragment
enthielt, wurden PCR-Produkte mit den Vektor-spezifischen Primern T7
und M 13 Rev (B 1.4) in einem 1,5% gem Agarosegel aufgetrennt und
eine Southern Blot-Analyse durchgefiuhrt. Die gréRten positiven
Phagen- Kl one wurden ei nem Sekundar- (500 pfu/100 nm Petrischal e) und

Tertiar (100 pfu/100 mm Petrischale) -Screening unterzogen. Nach dem
Tertiar-Screening wirde nit Hlfe des ExAssist® Helferphagen das

pBl uescript SK-Phagemid aus dem A-Phagen-Genom (Uni-ZAP® XR)
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ausgeschnitten und in XL1-Blue Bakterienzellen vernehrt. Das
pBl uescri pt SK-Phagenmid wurde durch PCR (B 2.2.10) mt den Prinern
T 7 und M 13 Rev (B 1.4) und Sequenzierung (B 2.2.12) Uberpruft.

B 2.2.7 Northern Bl ot

Der Nort hern Bl ot wurde in dieser Arbei t ei ngeset zt , um
Transkri pt mengen von GCenen (spds versus pnt) in unterschiedlichen
Pfl anzengeweben zu erfassen und di ese niteinander zu vergl ei chen.

20 pg Gesant-RNA (B 2.2.2) wurden mit 2 Vol. RNA-Probenpuffer und
0,1 Vol. RNA-Stoppuffer versetzt (Sanbrock et al. 1989), 15 mn bei
65 °C denaturiert und anschlieRend 5 mn auf Eis inkubiert. Nach
Zusatz von 5 ul Ethidiunbromid (0,1 ng/m) wurden die Proben in
einem 1,2% gem denaturierendem Agarosegel bei 100 V in 1 x MOPS
aufgetrennt (Sambrock et al. 1989). Nach zwei Waschschritten
(jeweils 20 min) nmit DEPC-Wasser und 20 x SSC (3 M Nad, 0,3 M
Natriuncitrat/NaCH, pH 7,0) wurde die RNA durch Kapillartransfer
(Sanbrock et al. 1989) auf eine positiv gel adene Hybond® N'-Nylon-
menbran (Amer sham Pharnaci a) Uber Nacht Uubertragen und am nachsten
Tag mit UV-Licht (120 mJ, UV Stratalinker® 2400 Stratagene) fixiert.
Anschl i eBend wurde eine Vorhybridisierung (4 h) und Hybridisierung
(16 - 18 h) bei 42 °C durchgefihrt. Der Hybridisierungspuffer wurde

zwi schen bei den Hybri di si erungen gewechselt.

Hybri di si erungspuffer: 50% (V/ V)  deionisiertes Formam d
5 X SSC
5 x Denhardt (Sanbrock et al. 1989)

1% (M V) SDS
10% (M V) Dext ransul f at
50 pg/ m Her i ngssper mae—DNA (denaturiert)

Vor der Hybridisierung nit radioaktiv markierten Sonden wurden
zahlreiche Spezifitatstests (B 2.2.9) durchgefihrt. Auf Gund der
hohen Honol ogi e zw schen beiden Genen (spds/pmnt) konnten nur sehr
kurze Sonden gefunden werden, bei denen keine Kreuzhybridi sierungen
auftraten. Durch PCR mit den Primern PMI Sonde Dir und PMI Sonde Rev
(B 1.4) wrde ein 200 bp Ilanges Fragnent vom 5 -Ende der
S. tuberosum pmt anplifiziert und gereinigt (Q Aquick CGel Extraktion
Kit). Mt der S. tuberosum spds wurde &hnlich verfahren. Auch hier
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wurde ein 300 bp langes Fragnent vom 5 -Ende nmit den Prinern SPDS
Sonde Dir und SPDS Sonde Rev (B 1.4) synthetisiert und gereinigt. Im
Anschluss wurden die Fragnmente mt dem "H gh-Prinme-Labeling"—Kit
(Roche) mt [o-32P] dATP (NEN) nach den Anwei sungen des Herstellers
markiert (Feinberg et al. 1983). Ungebundene Nukleotide wurden im
Anschluss nmit dem "Nukl eoti de Renpval Kit" (Q agen) entfernt. Ebenso
wur de mt der 18S- r RNA- Sonde aus Lycoper si con escul entum
(Dobrowol ski  1987) verfahren, die als Ladekontrolle eingesetzt
wurde. Nach der Hybridisierung wrde die Nylonnmenbran nehrfach mt
unterschiedlich stark konzentrierten SSC- Losungen bei unterschied-

i chen Tenperaturen gewaschen.

Puf f er Tenperatur in °C Zeit in mn
2 x SSC+ 0,1 SDS (MV) 25 1
1 x SSC + 0,1 SDS (M V) 58 30
0,1 x SSC + 0,1 SDS (MV) 58 30
0,2 x SSC + 0,1 SDS (M V) 60 15

Tab. B-8 Waschschema nach Hybri di sierung

AnschlieRend wrde die Menbran in eine Folie eingeschwei 3t und auf

ei ner Phosphorimagerplatte (Fuji) oder einem Rontgenfilm (Kodak NEN

X-Oma t™ Blue XB-1) fur mndestens 20 h exponiert. Die Auswertung
erfolgte mt dem Phosphorinmager (Fuji BAS 1500) oder nach
Ent wi ckl ung des Filnes mt AGFA Curix 60.

B 2.2.8 Southern Bl ot

Das Southern Bl ot-Verfahren (Southern 1975) wurde angewandt, um die
Anzahl der Kopien eines Gens im Genom festzustellen. 20 ug
genomi sche Blatt-DNA (B 2.2.1) wirden nit den Restriktions-
endonukl easen EcoRV, Hi ndlIl und Spe uber Nacht bei 37 °C verdaut.
Nach einer Fallung wurde die geldste DNA mt 0,1 Vol. Ladepuffer
versetzt und in einem 0,8%gem Agarosegel mt 0,1 pg/m Ethidium
bromd bei 100 V in TAE-Puffer aufgetrennt (Sanbrock et al. 1989).
Zur Denaturierung der DNA im Gel wurde dieses einmal 30 mn in
Denat uri erungsl 6sung (0,5 M NaOH, 1,5 M Nad), zweimal 15 min in
Neutrali si erungsl 6sung (0,5 M Tris/HO , 1,5 M Nad, pH 7,4) und
einmal 15 min in 20 x SSC geschwenkt. Der Kapillartransfer auf die
Nyl onmenbran, die Fixierung, Hybridisierung und Auswertung erfol gte,
wi e unter (B 2.2.7) beschrieben.
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B 2.2.9 Dot Bl ot

Das Dot Blot-Verfahren wirde in dieser Arbeit fir den Nachweis der
Integration von Expressionsplasnm d-DNA in das Pflanzengenom trans-
form erter Pflanzenlinien genutzt.

DNA wurde dazu aus Blattern isoliert (B 2.2.1) in Mengen von 1 ug
und 2 pug auf eine Nylonnmenbran (Hybond® N, Anmersham Phar maci a)

punktform g aufgetragen. Danach wrde die Menbran we unter
(B 2.2.8) Dbeschrieben jeweils 5 mn in Denaturierungs- und
Neutral i si erungsl 6sung und 20 x SSC-Lésung inkubiert. Die weiteren
Arbeitsschritte sind ebenfalls (B 2.2.8) zu ent nehnen.

Auch die Spezifitatstests der pnt/spds-Sonden wurden anal og durch-
gefuhrt. Als Tenplate-DNA fir die Tests wurde jedoch mt Q Aquick
PCR Purification Kit (Q agen) gereinigtes PCR-Produkt eingesetzt.

B 2.2.10 PCR

Di e Pol ynmerasekettenreaktion (PCR) wurde fur die Anplifikation von
DNA- Fragnmenten eingesetzt. Fur RT-PCR wurde cDNA eingesetzt, die
durch reverse Transkription aus nMRNA (B 2.2.4) gewonnen wurde. Fir
Test- und Kol onie-PCR wurde eine Tag-Polynerase der Firma peqglab
verwendet. Fir die abschlieende PCR nach 3 - und 5 -RACE-PCR kam
Hot St ar - Tag- Pol ynerase (Q agen) oder Pfu-Polynerase (Pronmega) zum

Ei nsat z.

Tag- Pol yrmer ase Tag- Pol yrer ase Pf u- Pol yner ase

peql ab Hot St ar Q agen Pr onega
Tenpl at e (100 ng) 1,0 ul 1,0 pul 1,0 pl
10 x PCR-Puffer 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul
Q Sol ution 0,0 pl 10,0 pul 0,0 pl
dNTP-Mx ( 2,5 mV) 4,0 pl 4,0 ul 4,0 pl
Primer Dir (50,0 uM 1,0 ul 1,0 ul 1,0 pl
Primer Rev (50,0 mM 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
DNA- Pol yer ase 2,0 U 2,0 U 2,0 U
Aqua dest. ad 50,0 ul 50,0 ul 50,0 ul

Tab. B-9 Standard- PCR- Anséat ze
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De PCR wrden im T3 Thernocycler (Bionetra) mt folgenden

Pr ogr ammen dur chgef thrt:

Tag- Pol yrer ase Tag- Pol yner ase Pf u- Pol yner ase

peqgl ab Hot St ar Q agen Pr onega
Initial phase 95 °C 5 mn 95 °C 15 min 95 °C 1 mn
1 Zykl us
Anpl i fikation 95 °C 1 mn 95 °C 1 mn 95 °C 1 mn
35 Zykl en 50-65 °C 1 mn |50-65 °C 1 mn [50-65 °C 1 mn

72 °C 2 mn 72 °C 2 mn 72 °C 3-5 mn

Fi nal phase 72 °C 10 min 72 °C 10 min 72 °C 5 mn
1 Zykl us

Tab. B-10 Standard- PCR- Progamme

B 2.2.10.1 Kol oni e- PCR

Die Kolonie-PCR wrde nach einer Transformation (B 2.2.11)
ei ngeset zt, um her auszufi nden, wel che Bakt eri enkol oni e das
ei ngebrachte Plasmd enthielt. Dazu wurden Kolonien von den Agar-
Pl atten abgenonmen und in 20 yul Aqua dest. in einem PCR-Tube gel 6st.
Anschl i eBend wurden die Tubes dreimal abwechselnd bei 100 °C 3 min
gekocht und in flussigem Stickstoff (3 mn) eingefroren. Mt der so
zuganglich genmachten Plasnid-DNA konnte eine PCR durchgefihrt
werden, wobei die Probe mt dem PCR-Ansatz unter (B 2.2.10) auf
50 pl aufgefdllt wirde.

B 2.2.10.2 5 - und 3" - RACE- PCR

Die 5 - und 3 -RACE-PCR wurden im Wsentlichen in Anlehnung an die
Protokoll e des "5 RACE System for Rapid Anplification of cDNA Ends"
und "3° RACE System for Rapid Anplification of cDNA Ends" der Firma
Li fe Technol ogi es® G bco BRL® durchgef iihrt.

Gesam-RNA aus 1 - 3 mm langen Kartoffelkeinen der Sorte Désirée
wurden nach (B 2.2.3) gereinigt. Mt 5 pg Gesamt-RNA und

Super Script 11 Reverser Transkriptase (Invitrogene® wurde die
Er st strang- Synt hese durchgefihrt. Dazu wurde fir die 5 -RACE-PCR der
PMT- genspezi fische Primer 5 RACE Rev 1 und fir die 3" -RACE-PCR der
Aigo(dt)p1g-Priner mt Adapter 3" RACE Rev 1 eingesetzt (B 1.4). De
Reaktion erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers. Dye so
gewonnene Einzel strang-DNA wurde im Anschluss nit dem Q Aqui ck PCR
Purification Kit gereinigt und stand weiteren PCR-Schritten zur

Ver f iigung.
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Fur die 5 -RACE-PCR war es né6tig, an das unbekannte konpl enmentare
3" - Ende der Ei nzel strang-DNA ein definiertes Nukl eot i d- Ende
anzuhangen, um danit eine erste PCR durchzufihren. Fir das Anhéangen
von Desoxynukl eotiden an das 3" OH Ende des Ei nzel stranges stand eine
Term nal e Desoxynukl eotidyl - Transferase (TdT) der Firma New Engl and
Bi ol abs® zur Verfiigung. Entsprechend den Anwei sungen wurde fol gender

Ansat z gewdhl t:

DNA 8,0 pl (20 ng)
10 x NEB-Buffer 4 5,0 pl
Cod , 50 u
dCTP (10 nmV) 1,0 ul
Aqua 21,5 ul
TdT (5 W pl) 1,0 ul

D eser Reaktionsansatz wurde 15 min bei 37 °C inkubiert und bei
70 °C (10 m n) gestoppt. Der DNA-Ei nzelstrang nmit Cytosin-Anhang am
3" -Ende bildete die Gundlage fiur eine erste PCR mt dem direkten
Prinmer 5 RACE Dir 1 (poly-dGIP-Prinmer mit Adapter) und dem reversen
Primer 5 RACE Rev 2 (B 1.4). Fiur die PCR Reaktion wurde die HotStar
Taqg- Pol ynerase der Firma Q agen verwendet (B 2.2.10). Mt 5 pl einer
1. 100 (V/V) Verdinnung wurde im Anschluss eine zweite PCR mt dem
direkten Primer (Adapter-Prinmer) 5 RACE Dir 2 und demin 5 -Richtung
ei ngerickten reversen Primer (5 RACE Rev 3) durchgefihrt (B 1.4).
Die PCR-Produkte wurden im Anschluss in einem Agarosegel
aufgetrennt, mt dem Q Aquick Gel Extraction-Kit (Q agen) gereinigt
und in den pCR®.1TopoTA-Vektor (Invitrogen) kloniert (B 2.2.11).
Nach Pl asm dpraparation mt dem Q Aprep Spin Mdiprep Kit (Q agen)
wur den di ese sequenziert (B 2.2.12).

Die 3 -RACE-PCR wurde ebenfalls in zwei aufeinanderfolgenden PCR-
Schritten durchgefuhrt. Mt der Einzelstrang-DNA wurde eine erste
PCR nmit dem PMI-sequenzspezifischen direkten Prinmer 3" RACE Dir 1 und
dem reversen Primer 3" RACE Rev 2 durchgefihrt (B 1.4). Der reverse
Prinmer entsprach dem Adapterbereich des Primers 3 "RACE Rev 1
(B 1.4). 2ul dieses PCR Ansatzes wurden nach der PCR-Reaktion fur
eine zweite PCR eingesetzt. Bei dieser wurde der in 3 -Ri chtung
ei ngerickte direkte Prinmer (3"RACE Dir 2) und derselbe reverse
Primer, wie in der ersten 3 RACE-PCR eingesetzt (B 1.4). Mt den
Amplifikaten wurde wie in der 5 RACE-PCR verfahren.
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B 2.2.11 Kl onierung

B2211.1 Kl oni erung al | genein

Die Klonierungen erfolgten nach einem einheitlichen Schema. Die
Met hoden der Auftrennung von DNA in einem Agarosegel, Restriktion
mt Endonukl easen und Ligation mit T4 Ligase warden in Anlehnung an
Sambrock und Mtarbeitern durchgefihrt (Sanmbrock et al. 1989). D e
Transformation der Plasmde in die Bakterienzellen folgte im
Anschluss (Cohen et al. 1972). Die Reinigung von DNA-Fragnmenten aus
Agar osegel en wurde nach den Anweisungen des "Q Aquick Ge

Extraction"-Kit (Q agen) durchgefihrt. Die Prdparation von Plasm den
wurde nit dem "Q Aprep Spin Mni-, Mdi- oder Maxiprep"-Kit (Q agen)
nach dessen Ausf ihrungen durchgef ihrt.

Schena:
1. Amplifikation der DNA nittels PCR aus cDNA oder Pl asni d- DNA
mt Taqg- oder Pfu-Pol ynerase
2. Auftrennung des PCR-Ansatzes mittels Cel-El ektrophorese
3. Reinigung des PCR-Produktes mt Q Aquick Gel Extraktion Kit
4. Kl onierung in pCR®™.1TopoTA-Vektor (Invitrogen)
5. Sel ektion positiver Klone nmt Kolonie-PCR (B 2.2.10.1)
6. Plasmdpraparation mit Q Aprep Spin Mni- oder Mdiprep Kit
7. Parallelrestriktion des pCRP2. 1TopoTA-Pl asm ds und des
Zi el pl asmi ds
8. Auftrennung des Ansatzes mittels Cel -El ektrophorese
Rei ni gung der Insert-DNA und Zielvektor-DNA mit Q Aquick
Gel Extraktion Kit
10. Ligation mt T,—Ligase Uber Nacht bei 16 °C
11. Transformation des Plasmids in die Bakterienzellen
12. Sel ektion positiver Klone nit Kol onie-PCR
13. Pl asnidpréaparation mt QAprep Spin Mni- oder Mdiprep Kit
B 22 11.2 Kl oni erung Chi mare
Da es im Verlauf der heterol ogen Expression in E. coli immer w eder

zu Schwi erigkeiten mit der Lo6slichkeit des Proteins der S. tuberosum
PMI2 kam aber das Protein der H niger PMI (AB 018572) als
Positivkontrolle gut Ié6slich war, sollte mt der Expression von
Chi maren versucht werden, die LOslichkeit der S. tuberosum PMI2 zu
verbessern. Durch die Expression von Chimaren sollte die Funktio-

nalitat einzelner Teile der S. tuberosum PMI2 bel egt werden.
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D e Chi marenbil dung war nbglich, da beide PMI-cDNA an fast gl eicher
Stelle die Restriktionsschnittstelle Xbal besalBen (C 6.1). Nach RNA-
Isolierung (B 2.2.2) und cDNA-Herstellung (B 2.2.4) erfolgte die
Klonierung (B 2.2.11.1) in den Expressionsvektor pET21d. Im
Anschl uss wurden die Plasmde S. tuberosum pnt2 und H niger pnt in
pPET21d einer Restriktion mt Xbal unterzogen. Auch der Vektor pET21d
besall diese Restri ktionsschnittstelle. Nach  Auftrennung der
Restri kti onsansatze durch Cel el ektrophorese, und Reinigung mt dem
Q Aqui ck Gel Extraktion Kit wurden beide mt Xbal geschnittene PMI-
CDNA- Fragnente nit dem jeweils anderen Vektor-Fragnment dber Nacht
mt T4-Ligase bei 16 °C fusioniert. Die Vektor-Fragnente wirden
vorher mt al kalischer Shrinp-Phosphatase (Q agen) nach Anwei sungen
des Herstellers dephosphoryliert, um eine Religation zu verneiden.
Der korrekte Einbau in die Vektoren wurde mt Restriktionsanalyse
und Sequenzierung (B 2.2.12) Uberprift. Die Chimaren wurden we
fol gt bezeichnet:

SH - S. tuberosum pnt2 cDNA- Anfang und H niger pnt cDNA- Ende

HS - H niger pnt cDNA-Anfang und S. tuberosum pnt 2 cDNA- Ende

B 2.2.12 Sequenzi erung

Zur Sequenzierung wurde zum einen der A. L.F. -Sequencer der Firna
Amer shamt Pharmaci a und zum anderen der ABI Prism 377 DNA Sequencer
der Firma Perkin Elmer verwendet. Fir den A L.F. -Sequencer wurden
Cy-5 markierte Priner eingesetzt. Die Sequenzierungen wurden
freundlicherweise von Frau Dr. A Pet er son, Bi ozentrum Hal | e
(Saal e) durchgefuhrt (Sanger et al. 1977; Chen et al. 1985). D e
Auswertung erfolgte mt Qriga 1.2 Software (Oxford Mol ecular Ltd.)

oder per Internet (http://ww.ncbi.nl mnih.gov).

B 2.2.13 Transfornati on

B 2.2.13.1 particl e bonbardnent - Tr ansf or mati on

Die Transformation von pnt- und trll-cDNA in sense- und antisense-
Oientierung in Solanum tuberosumBlatter wrde am John Innes
Centre, Norwi ch Research Park, Colney in Norwich (G oBRbritannien)
unter Anleitung von Mark J. Leech und Leo A H Zeef durchgefihrt.
Fur die Transformation wurde die particle gun ACCELL™ der Firma
Agracetus verwendet (M Cabe et al. 1993).
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Unt er anderem best anden Er f ahrungen m t di esem Cerat far
Cat harant hus roseus (Leech et al. 1998; Hilliou et al. 1999) und fdur
Hyoscyamus nmuticus (Zeef et al. 2000). Transformationen nmit Sol anum
tuberosum waren noch ni cht dur chgef thrt wor den. Vor der
Transformation wurde die Atropa belladonna pnt (AB0O18571) und
Sol anum tuberosum trll (AJ292343) in sense- und antisense-
Oientierung in den Pflanzenexpressionsvektor pBl121 (C ontech)
(Tab. B-3) kloniert (B 2.2.11). Nach Uberpriifung der Kkorrekten
Integration mttels Sequenzierung (B 2.2.12) wurde die Plasn d- DNA
an CGol dparti kel gebunden.

Gol dparti kel préaparati on:

1. 10 p (1 pg/pl) Plasmd-DNA (B 2.2.11) wurden mt 100 upl
XHO Puf fer vorsichtig gem scht

2. diese Losung wurde anschliefend mt 5 ng CGoldpartikel
(g = 0,91 pm versetzt (Vortex Genie 2)

3. 100 pl 0,1 M Spermidin und 100 pl 25% PEG (1300-1600) (V/V)
wurden anschlieRend nacheinander unter grindlichem M schen
zugegeben

4. im Anschluss wirden 100 pl Cad, (2,5 M tropfenweise
ei ngear bei t et

5. danach wurde 10 min erneut stark gemischt (Vortex Genie 2) und
zentrifugiert (1 mn, 10000 g, 4 °O

6. der Uberstand wurde abgenonmen und das Pellet in 10 m Ethanol
(96% im Utraschallbad resuspendiert und zentrifugiert (1 mn,
10000 g, 4 °0O

7. anschlieRend wurde das Pellet erneut in 10 m Ethanol (96% im
U traschal | bad resuspendiert

8. 30 pl dieser Suspension wurden auf das Tragermaterial (1 cn?
M ca-Aluniniunfolie der Firma Du Pont) auf getragen und
getrocknet bis der Ethanol (96% vollstandig verdunstet war

XHO- Puffer: 5 M Nad 30 u
2 MTris-HO pH 8,0 5 ul
dest. Wasser ad 1000 pl
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Vor bereitung der Bl atter:

1. Junge Blatter der Kartoffelsorte Désirée wurden gesammelt und
15 min in 10% ger handel siblicher Reinigungsldsung mt NaOC
(bl each) inkubiert, grindlich mt sterilem Wasser gespllt und
unter sterilen Bedingungen in 1 cnf-groRe Sticken geschnitten.

2. Danach wurden die Blattstucken in Petrischalen mt Ms- Medium
(Murashige et al. 1962) nmit 3% Zucker und 0,8% Agar 24 h bei
25 °C (12h Tag/ Nachtregi ne) inkubiert.

Die Transformation erfolgte bei 14 kV. Pro Konstrukt wirden 30
bonmbardnment durchgefihrt. Die so behandelten Blattsticken wurden
iber Nacht bei 25 °C inkubiert und am nachsten Tag auf frisches
MS- Medium mt 3% Zucker, 0,8% Agar, 1 ng/l 6-Benzyl am nopurin (BAP)
und 0,1 ng/l 1-Naphtylessisgsaure (NAA) uUberfidhrt und fir 48 h bei
25 °C (12h Tag/ Nachtregi me) inkubiert.

B 2 2 13.2 Sel ektion und Regeneration

Bei 25 C° und einem Tag/ Nachtreginme (16h/8h) wurden die fol genden
Kul turschritte durchgefihrt. 72 h nach dem particle bonbardnent
wurde mt der Kanamycin-Selektion und Regeneration von Kalli
begonnen. Dazu wurden die Blattsticken auf Kallus-Induktionsnmedi um

Uber f Ghrt.

Kal | us- 1 ndukti onsnmedi um Konzentration: Auxine T Cytokinine {
M5- Medi um mi t 3,0% (MV) Zucker
0,8% (MV) Agar
3,0 nmg/ 1 1- Napht hyl essi gsaure
0,1 nmg/ 1 Benzyl am nopurin
50,0 ng/ | Kananycin

Al'ler drei Wchen wrden die Medien durch frische ersetzt. Nach ca.
sechs Wichen kam es zur ersten Kallus-Bildung. |Insgesant wurden die
Bl att st icken drei Monate auf Kall us-Induktionsnmedi um bel assen.
Danach wurden die Kalli von Blattresten befreit und auf Spross-

| ndukti onsnmedi um kul tiviert.
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Spr oss- | ndukt i onsmedi um Konzentration: Auxine | Cytokinine T
M5- Medi um mi t 3,0% (MYV) Zucker
0,8% (MYV) Agar
2,00 ng/ | Zeatinri bosi de
0, 02 nmg/ |1 1- Napht hyl essi gsaure
0, 02 ng/ 1 G bberellinsédure Ag
50, 00 nmg/ | Kananycin

Nach sechs Wchen kam es zur ersten Sprossbildung. D eser Vorgang
dauerte bei manchen Kalli bis zu sechs Mnaten. Nachdem di e Sprosse
eine GoRe von 1 - 2 cmerreicht hatten, konnten sie auf Hornmon- und
Kananyci n-freies Ms-Mdium nmit 3,0% Zucker und 0,8% Agar kultiviert
werden. Nachdem die Pflanzen eine entsprechende G 6RBe (ca. 8 cn)
erreicht hatten, wurde auch versucht, diese in gedanpfter Erde zu

kul tivieren.
B 2.2.14 Heterol oge Expression in Escherichia coli

Al's Plasnide fir die heterologe Expression in Escherichia coli wirde
haupt sachlich der Vektor pET21d (Novagen) verwendet, aullerdem kam
der Vektor pQE30 (Q agen) zum Einsatz. Mt diesen Vektoren ist eine
Expression von Proteinen nmit und ohne Histidin-Anhang (N und
C-terminal) nbglich. Witere Charakteristika dieser Vektoren sind
dem Kapitel (B 1.3) zu entnehmen. Fir SPDS-Konstrukte wurde, auf
G und des natirlichen Vorkonmmens der SPDS in Bakterien, der E. coli-
Stamm HT 551 eingesetzt. Bei diesem sind die neisten SPDS-und SAMDC-
Gene deletiert (Xie et al. 1993). D eser Bakterienstamm wurde uns
freundli cherwei se von Prof. Takashi Hashimto (Graduate School of
Bi ol ogi cal Science, Nara Institute of Science and Technol ogy, |komg,
Nara, Japan) zur Verfigung gestellt. Fur PMI-Konstrukte wurde
ent sprechend den Anwei sungen des Herstellers fir den Vektor pET21d
der Bakterienstamm BL 21 (DE3) wund fir den Vektor pQE30 der
Bakt eri enstamm SG verwendet (B 1.2). AuRerdem kam der BL 21 (DE3)-
verwandt e Bakterienstamm Rosetta-gam™ (DE3) zum Einsatz. Dieser
Bakt eri enstamm  ernbgl i cht die Expression von eukar yoti schen
Proteinen in E. coli, die auf Gund der "codon usage" von E. coli
bei bestinmmten Proteinen nicht ndglich wire. Er enthalt die
fehlenden tRNA-CGene, fur in E coli selten verwendete tRNAs

[ Roset t a™- St amme] (Kane 1995). AulRer dem ver st ar kt di eser
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Bakteri enstamm auf G und von Mitationen in den Thioredoxin- und

d ut at hi onredukt ase-Genen [Origami ™-Stanmme] die Disulfidbricken-
bil dung von heterolog exprimerten Proteinen im Cytoplasma der
Bakterien wund kann somt den aktiven Anteil der exprimerten
Protei ne erhdohen (Bessette et al. 1999).

Transform erte Bakterien wrden in TB-Medium (B 1.6) mt 50 pg/m
Carbenicillin bei 37 °C im Schuttler (innova 4230, New Brunsw ck
Scientific) bei 250 rpm bis zu einer optischen Dichte von
Asoonm = 0,8 - 1,0 inkubiert und bei Tenperaturen von 16 °C, 25 °C
und 37 °C mt 1 MM IPTG 2 h, 4 h, 8 h und 16 h induziert, um
opti mal e Expressionsbedi ngungen zu finden. Nach Zentrifugation
(5000 g, 10 min, 4 °C) wurden die Bakterien aufgeschl ossen (B 2.3.2)
und exprimerte Proteine weiter untersucht.

B 2.2.15 Heterol oge Expression in Pichia pastoris

Fir Expressionsversuche in Hefezellen wurde das EasySel ect™ Pichia
Expression Kit (lnvitrogen) verwendet. Innerhalb des Kits wurde der
Expressi onsvektor pPICZaA (Invitrogen) (B 1.3) verwendet. Dieser
Vektor ernbglicht die Expression eines Proteins als Fusionsprotein

m t dem  Saccharonyces cerevisiae o- Fakt or Sekreti onssi gnal
(Nterminal) und einem Histidin-Anhang (Ctermnal) (Brake et al.
1984; Brake 1989). Nach Klonierung (B 2.2.11) wurde der Vektor nit
der Restriktionsendonukl ease Sacl linearisiert und nach Anwei sungen
des Pichia EasyComp™ Kit (Ilnvitrogen) in die Zeoci n™-resistenten,
met hyl ot rophen Stamme KM71H und GS115 (B 1.2) transformiert und auf
YPDS/ Zeoci n™- Agar pl atten 4 Tage bei 30 °C inkubiert (Tschopp et al.
1987). Da sich beide Stamme in ihrem Phénotyp durch schnelles bzw
| angsaner es Wachstum unt er schi eden, wur den bei de auf i hre
Expressi onseffizienz untersucht.

Der Integrationsnachweis erfol gte nach I nkubation einzelner Klone in
25 mM MDH Fl Ussignmedium bei 30 °C (2 Tage). Nach Zentrifugation
(5000 g, 5 mn, 4 °C wirden die Pellets in 500 u Wasser
resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieRend wirde das
Pellet in 200 pul Breaking Buffer resuspendiert und grundlich
verm scht (Vortex CGenie 2). Nach Zugabe von 0,3 g Seesand und 200 pl
ei nes Phenol / Chl or of or m' | soanyl al kohol - Gem sches (25 : 24 : 1) wirde
erneut stark gem scht (Vortex Genie 2). Danach folgte nach Zugabe
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von 200 ul TE-Puffer und Mschen ein Zentrifugationsschritt
(14000 g, 5 nin, 4 °C). Die im Uberstand befindlichen Nukleotide
wurden nmit 1 m 96% gem Ethanol gefallt, abzentrifugiert (14000 g,
5mn, 4 °C wund in 400 pl TE-Puffer gelt6st. In dieser Lésung
ent hal tene RNA wurde durch Inkubation bei 37 °C, 15 min mt DNase-
freier RNase A (1ng/m) entfernt. Nach erneuter Fallung mt 1,2 ni
96% gem Et hanol und 10ul  3M Natriumacetatl 6sung pH 5,2 und
Zentrifugation (14000 g, 5 mn, 4 °C wrde das Pellet in 100 ul
TE-Puffer aufgenonmmen und mt PCR (B 2.2.10) und genspezifischen
Primern Uberprift.

Positive Kl one wurden anschlieBend in 25 m MGYH Medium bis zu einer
opti schen Dichte Asponn= 2,0 - 4,0 bei 250 rpmund 30 °C inkubiert und
abzentrifugiert (3000 g, 5 nmn, 4 °C). Danach wurde das Pellet in
300 m BWMMH Medium aufgenommen und dber 4 Tage inkubiert. Ver-
brauchtes Methanol wurde aller 24 h durch Zugabe ersetzt (Medium
Konzentration O0,5% Methanol). Jeweils nach 8 h wirde eine Probe

genonmen, um die Proteinexpression mt SDS-PAGE (B 2.3.4) zu

Uberprufen. Die Herstellung der Medien erfolgte nach EasySel ect™

Pi chia Expression Kit (Invitrogen).

Br eaki ng Buffer: 10 niM Tris-HO pH 8,0
100 nM Nadl
1 nmM EDTA
2 % Triton X-100

1% SDS
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B 2.3 Bi ochem sche Met hoden

B 2.3.1 Proteinextraktion aus Pfl anzen

Die PMI-Proteinextraktion wirde bei 4 °C durchgefiuhrt (Feth et al.
1985; Hibi et al. 1992). Dazu wurden 2 g Pflanzenmaterial 1in
sterilem Wasser gewaschen und in 2,5 m Kaliunphosphatpuffer
[(100 M pH 7,5) nmit 0,25 M Saccharose, 5 mM EDTA 0,5% (MV)
Nat ri umascorbat, 3 mM DIT und Pepstatin 1 ng/l (Sigma)] nit etwas
Seesand und 10% (MV) unl 6slichem PVPP (Polyvenyl pol ypyrrolidon)
genvrsert. AnschlielRend wurde die Suspension zentrifugiert (14000 g,
10 min, 4 °C) und der Uberstand auf eine mit 100 nmM Tris-HC - Puffer

(pH 9,0) préequilibrierte PD-10 Saul e (Pharnmacia) [Sephadex® G 25 M
gepackt] gegeben. Nachdem der Uberstand vollstandig in die PD 10
Saul e eingezogen war, wurden die Proteine mt 3,5 m 100 nM Tris-
HCl - Puffer (pH 9,0) eluiert und die Proteinkonzentration bestimt.

B 2.3.2 Proteinextrakti on aus Bakterien

Nach heterol oger Expression von Proteinen in E coli (B 2.2.14)
wur den die Bakterien abzentrifugiert (5000g, 10 min, 4 °C wund in
Lysi spuffer resuspendiert. Fir Bakterien mt spds-Konstrukt wurde
der Lysispuffer I (50 nM NaH,PQ,, 300 nM NaC, 10 nmM I m dazol, pH 7)
und far Bakt eri en mt pmt - Konst r ukt der Lysi spuffer Il
(50 MM NaH,PO,, 300 mM Nadl, 10 nM Im dazol, pH 8) verwendet. Nach
Zugabe von 1 nmg/m Lysozym wurden die Proben 30 mn auf Eis lysiert
und im Anschluss mt dem Potter-Honogenisator (Euro-St D, [|IKA
Labortechni k Staufen) bei 2000 rpm fur fidnfmal 2 mn, nmt 1 nin
Kiuhl ung auf Ei s honogenisiert. Nach Zentrifugation (14000 g, 30 mn,
4 °C) wurde der Uperstand abgenommen und eine Bestinmung der
Prot ei nkonzentration durchgefihrt. Der Ubperstand wurde auRerdem mit
SDS-PAGE (B 2.3.4) unt er sucht und fdr die Proteinreinigung

ver wendet .
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B 2.3.3 Bestinmung der Proteinkonzentration

De quantitative Bestimmung von Proteinen in Zellaufschl issen
(Bradford 1976) erfolgte nmit dem Zweistrahl photoneter W 160 A
(Shimadzu). Al's Standard wurde Rinderserunal bumi n (BSA) eingesetzt.
Mt Hlfe einer Eichgeraden konnten Messungen in einem Bereich von
40 - 150 pg/ m durchgef ihrt werden.

B 2.3.4 SDS-Pol yacryl am d- CGel el ekt rophor ese

Die denaturierende SDS-Polyacryl am d-Gel el ektrophorese (SDS- PAGE)
wurde eingesetzt, um heterolog exprinmerte Proteine entsprechend
i hrer G 6Re aufzutrennen und zu detektieren. Dazu wurden die Proben
mt Probenpuffer (0,625 M Tris-HCO pH 6.8, 10% dycerol, 2% SDS

(MV), 4% o-Mercaptoethanol, 0,25% Bronphenolblau) im Verhaltnis
1: 1 gemischt und bei 95 °C 10 nin denaturiert (Laenmi 1970).

Danach wurden sie bei einer Spannung von 100 V in einem 5% gem
Sammel gel konzentriert und bei einer Spannung von 150 V in einem
12, 5% gem Trenngel el ektrophoretisch aufgetrennt [M ni kamrer "PHERO

m nivert" (Biotech-Fischer)]. A's Go6Renstandard wurde der "peqGOLD
Protei nmarker [I1" (peqglab) eingesetzt. Zur Detektion wirden 2

ver schi edene Verfahren ei ngeset zt:

Coomassi e- Far bung: (Nachwei sgrenze 100 ng/ Bande)

Nach Sanbrock wund Mtarbeitern wirden die Proteine im SDS
Pol yacrylam d-Gel 20 nmin mt Fixierldsung (50% (V/V) Methanol,
12% (V/V)  Essigsaure, 0,02% (V/V) Formal dehyd) behandelt und
anschlieBend 30 mn nit Coomassie-Farbel 6sung (0,2% Coonassie
Brilliant Blue R250, 42,5% (V/V) Ethanol, 10% (V/V) Essigsaure,
5% (V/V) Methanol) detektiert. Zum Schluss wurde das Gel mt einer
Lésung aus 25% (V/V) Ethanol und 10% (V/V) Essigsaure so |ange
entfarbt, bis die Proteine im Gel gut sichtbar waren (Sanbrock et
al . 1989).
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Si | ber - Farbung: (Nachwei sgrenze 100 pg/ Bande)

Die Silber-Farbung von SDS-Polyacrylamd-Gelen erfolgte nach
Heukeshoven und Mtarbeitern. Dazu wirden die Proteine im SDS-
Pol yacrylam d-CGel 1 h in (50% (V/V) Methanol, 12% (V/V) Essigsaure,
0,02% (v/v) Formal dehyd) fixiert, dreimal 20 nmn in 50% (V/V)
Et hanol gewaschen und 1 mn mt 0,02% (MV) Natriunthiosulfat
behandelt. Nach kurzem (20s) Wschen mnit destilliertem Wsser
(dreimal) wurde das Gel 20 mn in (0.2% (MV) Silbernitrat und
0,025% (V/IV) Formal dehyd) inpragniert und erneut kurz (20s)
gewaschen (dreimal). AnschlieBend wirde das Gel entwi ckelt (6% (MYV)
Nat ri untar bonat , 0,5% (MV) Nat ri unt hi osul f at, 0,02% (VIV)
For mal dehyd), bis Banden sichtbar wurden. GCestoppt wrde diese
Reaktion mt einer L6sung aus 50% (V/V) Methanol und 12% (V/V)
Essi gsaure (Heukeshoven et al. 1988).

Sanmel gel Tr enngel
Acrylamd / Bisacrylamd 5, 000% 12, 500%
Tris- HO 0,125 M (pH 6, 8) 0,125 M (pH 8, 8)
SDS 0, 100% 0, 100%
Temed 0, 100% 0, 120%
APS 0, 050% 0, 016%
Aqua dest. ad 2,000 m 6,000 nm

Tab. B-11 Zusammenset zung SDS- Pol yacryl am d- Gel

B 2.3.5 Enzynassay

Die SPDS- und PMI-Aktivitat wrde nach Feth und Mtarbeitern
bestimmt (Feth et al. 1985). In diesem Assay wurde das Substrat
Putrescin (Signa) zum einen mt dem Co-Substrat decarboxyliertes
S- Adenosyl -L-nmethionin [dcSAM in Spermidin und zum anderen nit dem
Co- Substr at S- Adenosyl -L-nethionin  (Si gna) [ SAM in N Mthyl-
putrescin ungewandelt. Die Reaktionsprodukte wirden im Anschluss
dansyliert (B 2.1.1) und per HPLC (B 2.1.3) quantifiziert. In der
SPDS- Reaktion (1 nm) kamen 3,6 mM Putrescin und 1,2 nM dcSAM in
100 M Tris-HA (pH 9,0) zum Einsatz. Die PMI-Reaktion erfolgte
anal og, allerdings wirde dcSAM durch 0,6 nM SAM ersetzt. Nach
| nkubation (37 °C, 30 mn) wurden die Reaktionen durch Einfrieren
mt flissigem Stickstoff gestoppt. Im Anschluss wurden 100 pl von
dem Reakti onsansatz abgenonmen und nach (B 2.1.1 ab Punkt 4) weiter

bearbeitet. Unter Verwendung der eingesetzten Proteinnenge (100 ug)
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konnte die spezifische Aktivitéat berechnet werden. Sowohl das in der
SPDS- Reaktion eingesetzte decarboxylierte S-Adenosyl-L-nethionin,
als auch das als Standard verwendete N Methylputrescin wurde uns
freundli cherwei se von Prof. Takashi Hashimto (G aduate School of
Bi ol ogi cal Science, Nara Institute of Science and Technol ogy, |komg,
Nara, Japan) zur Verfigung gestellt.

B 2.3.6 Reinigung und Charakterisierung der rekonbi nanten

Enzyne

B 2.3.6.1 Reinigung mt Nickel-Affinitéatschromatographie

Ergebni s der Expression nit dem pET21d- Vektorsystem (Novagen) waren
SPDS- und PMI-Proteine mit Histidin-Anhang am CTerminus. Mt Hilfe
di eses Restes wurde eine Reinigung Uuber Chel atkonplexbildung mt

Ni ckel -1onen ernbglicht. Zu diesem Zweck wrden 5 m H Trap™

Chel ati ng Sepharose™ HP-Saul en (Amer sham Pharmaci a) ei ngesetzt. Vor
der Reinigung wurden die Saulen mit N SO, beladen und mt 30 ni

Lysispuffer | oder 11 (B 2.3.2) bei einer FlieRgeschw ndigkeit von
1 mM/mn préaequilibriert. Die nachfol genden Reinigungsschritte
wurden bei 4 °C durchgefihrt. Aus 250 nl Bakteriensuspension
(B 2.2.14) wurden 5 m Proteinl 6sung gewonnen (B 2.3.2). Mt einer
Fl i eBgeschwi ndigkeit von 0,5 m/mn wirde die Probe auf die Saule
aufgetragen und mt 30 m Waschpuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM Nad ,

20 MM Imdazol, pH 7) gereinigt. Bei gleichbleibender Fliel-

geschwi ndi gkeit wurde im Anschluss mt 30 m Elutionspuffer (50 niM
NaH,POQ,, 300 nM Nad, 250 mM I m dazol, pH 7) eluiert. Das Eluat wurde
in Fraktionen von 3 m aufgefangen. Fir die Reinigung wurde eine
Schl auchpunmpe (Punp P-1, Phar maci a) und ein Fraktionssanmm er

(Redi frac, Pharmacia) verwendet.

Fur die Reinigung der PMI wurde auBerdem ein AKTAexpl orer 100 system
(Amer sham Bi osci ences) verwendet, bei dem ein Elutionspuffer (50 nmM
NaH,PQ,, 300 mM Nadll, pH 7) mit linearem |Im dazol gradienten (10 mM -

500 MM zum Einsatz kam Die FlielRgeschwi ndigkeit betrug 1 m/mn.

Die Absorption der Proteinldsung wurde nmit dem Spektral photoneter

bei einer Wllenlange von 280 nm vernessen. El uatfraktionen wurden
in einem Volunen von 2 m aufgefangen. Die Reinigung erfolgte bei

4 °C
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B 2.3.6.2 Konzentrierung der Proteinl6dsung

PMr- oder SPDS-aktive und gereinigte Fraktionen (B 2.3.6.1) wirden
vereinigt und nmit Menbranfiltersystenmen konzentriert. Zum Einsatz
kam ein Utrafree®15 (Bi omax-30) Centri fugal Filter Devi ce
(MIllipore) oder Mcrosep® Centrifugal Filter Device (Pall/Life
Sci ence). Die Menbranfilter wurden nach den Anweisungen des
Herstellers verwendet. Beide Menbranfilter hatten eine Durch-
| &ssigkeit von 30 kDa. 15 m Protei nprobe wurden nach Entfernung von
Sal zen und Wasser auf 2 m reduziert. Proteinkonzentration (B 2.3.3)
und  Enzymektivitat (B 2.3.5) wur den  erneut besti mt . D e
Regeneration der Menbranfilter erfolgte einmal mt 15 mM 0,5 M NaCH
und funfrmal mt 15 m Wasser.

B 2.3.6.3 Ky VWert und Viux- Besti mmung

Kir  und Viyex- Bestinmung wurden ausschlielich nmit der PMI durch-
gefihrt. Nach Walton und Mtarbeitern wrde ein G ycin-NaOH Puffer
(200 My mt pH 9,0 verwendet (Walton et al. 1994). Fur die
Messungen wur de die Konzentration von Putrescin zw schen 0,01 nM und
3,0 mM variiert. D e SAMKonzentration betrug 1 nM In einem
Reaktionsansatz (1 m) wirden 9 ug gereinigtes PMI-Protein
ei ngesetzt. Die Inkubation (30 min) erfolgte bei 30 °C im Schittler
(Ther mom xer 5436, Eppendorf) und wurde mit 17 M NaOH gestoppt. Nach
Dansylierung (B 2.1.1) wrden die Proben per HPLC (B 2.1.3)
vernmessen und ausgewertet (Mchaelis et al. 1913; Lineweaver et al.
1934). Fur alle Ansatze wrden 3fach Bestimungen durchgefihrt.

Mttelwerte und Standardabwei chungen wurden berechnet.
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C Er gebni sse

C 1 Anal yti k und Akkurul ati on der Pol yam ne

C1.1 Analytik der Polyam ne

Pol yam ne wi e Put rescin (PUT), N- Met hyl putresci n (Me- PUT) ,
Spermidin (SPD) und Spernin (SPM konmen in Pflanzengeweben in
freier und Kkonjugierter Form vor. Aus diesem Gund wrde die
konjugierte Form einer Hydrolyse unterzogen. Nach dieser gab es
verschi edene Mglichkeiten der Derivatisierung. Die zwei haufigsten
Met hoden sind die Dansylierung nit 5-Di nethyl ani no-1-napht halin-
sul fochlorid (Dansyl chl ori d) (Smth et al . 1985) und die
Benzylierung mt Benzylchlorid (Flores et al. 1981). Dabei werden
nono-, bis-, tri- und tetra-substituierte Am ne gebildet (Seiler et
al. 1978). Ein Vorteil der Dansylierung gegenitber der Benzylierung
ist die Detektion von fluoreszierenden Derivaten. Dies ernmdglicht
ei ne hohere Sensitivitat. Bei der Benzylierung erfolgt die Detektion
im UV-Bereich. Nachteilig bei der Dansylierung ist eine gew sse
Unspezifitéat der Derivatisierung, da auch andere Verbindungen nit
Am nogruppen (z.B. Am noséuren), Phenole und Al kohole derivatisiert
werden (Kotzabasis et al. 1993). Nach der Dansylierung wurden die

Pol yami ne mt AVD-TLC und HPLC getrennt und quantifiziert.
C1.1.1 Quantifizierung mt AVD-TLC

Im Vergleich zur einfachen Dinnschichtchromatographie nit TLC
Platten konnte nit Hilfe der autonatischen Mehrfachentw cklung nit
AVMD 2 System (Camag) eine wesentlich bessere Trennung und Schéarfe
der Banden erzielt werden. As Laufmttel wrden verschiedene
i sokratische Laufnittel gem sche getestet. Eine optimale Trennung
konnte mt dem Laufmittelgemsch 1 aus Cyclohexan/Ethyl acetat
(5: 4, VIV) und einer Vorkonditionierung mit 1 N Ammoniak erreicht
werden, ebenfalls gute Ergebnisse brachte Laufmittel gem sch 2 aus
Chloroform Triethylamin (2 : 1, WV/V) und Vorkonditionierung nmit
1 N Ammoniak. Ein Laufmttel gradient wurde ebenfalls getestet (Vega
et al. 1999). Dieser fihrte nicht zu einer hdheren Trennscharfe und

bendtigt auf Gund von 20 Entw cklungsstufen zu viel Zeit. De



Er gebni sse 47

Rf-Werte fur die Dansylderivate von Spermn, Spermdin, Putrescin
und N-Methyl putrescin |agen beim Laufnmittel gemisch 1 bei 0,32; 0, 39;
0,50 und 0,67 und beim Laufnmittel genisch 2 bei 0,40; 0,58, 0,69 und
0, 78.

Me-PUT

PUT

SPD
SPM

5 ng 10 ng 20 ng 50 ng 100 ng

Abb. C1 Quantifizierung der Polyamne mt AVD TLC

Dansyl derivate: Me-PUT — N-Methylputrescin; PUT - Putrescin; SPD -
Spermidin und SPM —Spermin Die Trennung erfolgte mit dem Laufmttel gem sch
1. Das Bild wrde nmt CCD Video Canera Mdule und Video Copy Prozessor
(Vilber Lourmat) unter UV-Licht bei 312 nm (Transillum nator Mdel TG 312A,
Spectrol i ne) aufgenonmen.

Repr oduzi er bare Detektionsgrenzen |lagen bei 5 ng, 10 ng, 5 ng und
5ng jeweils fir Putrescin, N Methylputrescin, Spermdin und Spermn
pro Bande. Daraus ergab sich eine Messgrenze, die um den Faktor 3, 6
und 4 fur die freien Polyamine (Ul), fir die |6slichen konjugierten
(U2) wund fur die unlodslichen konjugierten (P) Polyanmine pro ng
Trockennasse hoéher lag als die Detektionsgrenze. Die Eichgeraden zu
den einzel nen Polyam nen verliefen allerdings nur in einem Bereich
bis 50 ng pro Bande linear. Aus diesem Grund nussten Standards auf
jede TLC-Platte aufgetragen werden, um sie ins Verhaltnis mt den
Proben zu setzen. Zur  Reproduzierbarkeit der Messung wurde
festgestellt, dass 10 W ederholungen der Messung aller 4 Polyan ne
ei ne Abwei chung von unter 5% ergaben. Die Wederfindungsrate fir
N- Met hyl putrescin betrug 98,9% Dazu wurde eine definierte Menge
dieses Amns vor der Aufarbeitung von Pelargonienblattern, die
nachwei slich kein N Mthylputrescin enthalten, zugegeben und nach

B 2.1.1 bearbeitet. D eser Versuch wurde funfnal w ederholt. Der
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Vorteil der AMD TLC- Messung |lag in der hohen Anzahl von Proben pro
TLC-Platte und dem geringen Bedarf an Ldsungsnittel, das zum Ei nsatz
kam Ein Nachteil dieser Methode war die noch zu hohe Nachwei sgrenze
von N-Methylputrescin, die fur diese Arbeit von grof3er Bedeutung
war. Al's schnelle und preiswerte Screening-Mthode fur Polyamne in
Pfl anzengeweben ei gnet sich diese Methode aber sehr gut. Um geringe
Mengen an N-Methyl putrescin besser erfassen zu konnen, wurden diese
mt Hilfe der HPLC und Fl uoreszenzdet ekt or anal ysiert.

C1.1.2 Quantifizierung mt HPLC

Die Trennung der |ipophilen Polyam n-Dansylderivate erfolgte mt
Hlfe von RP-18-Saulen (reversed phase). In Anlehnung an Marce und
Mtarbeitern kam ein Acetonitril-Wasser G adient zum Einsatz (Marce
et al. 1995). Die Retentionszeiten fiur die Dansylderivate von
Putrescin, N-Methylputrescin, Spermidin und Spermin |agen Dbei
6,20 min; 7,79 mn; 10,23 min und 14, 65 nin.

1000

S00

PUT
= Me- PUT

| SPD SPM

{=]ulu]

To0

e00

9
10,23

500

14,65

400

Incensity (mV)

300

200

100

1,49
11 am
{ —
1] 9,66
.
411,75
3
-
27,59

1] Z 3 ] 5] 10 1z 14 16 15 Z0 zZ 24 Z6 ZB 3o 32 34
Fetencion Time (min)

Abb. G 2 Trennung der Polyamine mt HPLC

HPLC- Chr omat ogr anm  ( Fl uor eszenz- Det ekt or - Si gnal / Retenti onszeit in min);
Dansyl deri vat e: PUT — Putrescin; Me-PUT - N-Methylputrescin, SPD -
Sperm din und SPM — Spernin; Konzentration: 40 ng pro Signal
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Die reproduzierbaren Detektionsgrenzen |lagen hier bei 0,5 ng pro
Signal fur alle Polyam ne. Auf Gund unterschiedlicher Aufarbeitung
der Proben ergaben sich Messgrenzen von 7,5 ng fiar die freien
Polyamine (Ul), 15,0 ng fur die |6slichen konjugierten (U2) und
10,0 ng fiar die wunléslichen konjugierten (P) Polyamine pro ng
Trockennasse.

C 1.2 Akkunul ation der Polyam ne in Sol anum t uber osum

I n Sol anum t uber osum wur den Pol yamni ne bi sher im Zusanmenhang mit der
Bi | dung von Kartoffelknollen (Leubner et al. 1992; Taylor et al.
1993) und Kei nungsprozessen von Kartoffel knollen (Kaur-Sawhney et
al. 1982) untersucht. Bei diesen Messungen wurden nur freie
Pol yam ne detektiert. Eine differenzierte Untersuchung der Pol yam ne
in den verschi edenen Geweben von Sol anum tuberosum erfol gte bisher
noch nicht. Ausgehend von der Hypothese, dass Calystegine aus
N- Met hyl putrescin gebil det werden, wirden Kartoffel gewebe besonders
auf di ese Verbindung untersucht. Kartoffel pflanzen der Sorte Désirée
wirden im Freiland 8 Wchen kultiviert und untersucht. Die
Kart of f el knol I en dersel ben Sorte wurden 6 Monate bei 4 °C gel agert

und nach Kei mi nduktion (Lagerung bei RT, 3 — 5 Tage) vernessen.

20
18 (freies Putrescin
16 losliches konjugiertes Putrescin
14 - W unldsliches konjugiertes Putrescin
e 12 ‘L—;
= / L
2 10 7 -
amy §
iGElE BB N N
Nl a
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. CG3 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Putrescin-
Besti nmung i n verschi edenen Kart of f el geweben
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20
18 =
Ofreies Spermidin
16 losliches konjugiertes Spermidin
14 W unltsliches konjugiertes Spermidin
E 12 T
2 10 I
£ olis —
8 — — —
17
. - >
5 — 07— — —7
) o ? % % % 1] 7 Z
e
.
0 - “Za T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Abb. G4 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Sperm di n-
Besti mmung i n verschi edenen Kart of f el geweben
20
18
Ofreies Spermin
16 losliches konjugiertes Spermin
14 M unlosliches konjugiertes Spermin
c 12
|_
= 10
£
e
6_
4_
2_
O_
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. G5 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Sperm n-
Besti nmung i n verschi edenen Kart of f el geweben
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Putrescin, Spermdin und Spermn wurden in allen Geweben detektiert.
Besonders in stark proliferierenden Geweben wi e Kartoffel kei men war
die Gesantkonzentration von Putrescin (max. 13,49 unol/g TM und
Spermidin (max. 9,98 upmol/g TM erhdht. Auffallig waren die hohen
Gesant konzentrationen von Putrescin (10,30 pmol/g TM, Spermdin
(17,94 pmol/g TV und Spermn (4,49 pnol/g TM in Blidten. Spermn
wur de aullerdem in der Kart of f el schal e in grof3en Mengen
(7,66 umol /g TM) genessen.

20
1,8
Ofreies N-Methylputrescin
1,6 A lgsliches konjugiertes N-Methylputrescin - —
14 W unlgsliches konjugiertes N-Methylputrescin
c 1,2
= 1T
21,0
Q
£
08 -
0,6 ?—
0.4 é ?
02 m
nd. n.d. 4 nd.  n.d. n.d. nd. nd. nd nd.  n.d. n.d.
0,0 T T T /I T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. CG6 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der N Methyl -
put resci n-Bestinmung i n verschi edenen Kart of f el geweben

Kart of f el schal e 8. St engel
2 Kart of f el augen dor nant 9. St ol one

3 Kart of f el augen Start Kei mung 10. untere Bl atter
4. Kartoffel keine 1 nmm 11. mttlere Blatter
5 Kartoffel keine 3 nmm 12. obere Bl atter

6 Kartof f el kei ne 10 nmm 13. Bl it en

7 Wir zel n

1
De Mttelwerte wirden aus 3-5 wunabhangigen Messungen berechnet und
St andar dabwei chungen i n Bal ken angegeben.
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AusschlieBlich in Kartoffelaugen, deren Dormanz gebrochen war
(1,05 pmol /g TM und in Kartoffelkeinmen mit einer Lange von 1 nm
(0,75 wunmol/g TM konnte N Methylputrescin gefunden werden. Des
Weiteren wurden zwei in vitro Wrzelkulturen (WIldtyp und mt
Agrobacterium rhizogenes transformert) aus Kartoffel untersucht.
Dabei wurden Uuber 4 W chen wbchentliche Messungen durchgefihrt.
Weder in Wirzeln von Freilandpflanzen noch in den zwei in vitro
Wir zel kul turen konnte N Methyl putrescin detektiert werden. In einer
Kartof fel zel | suspensi onskultur und einem in vitro Kartoffelknoll en-
system (CGopal et al. 1997) wurde ebenfalls kein N Mthylputrescin

gef unden.

C 2 Akkunul ati on der Cal ystegine in Sol anum
t uber osum

Di e Akkunul ation von Calysteginen im WIdtyp von Sol anum tuberosum
wurde von Keiner und Mtarbeitern beschrieben (Keiner et al. 2000).

Un die Bedeutung der Putresci n-N-net hyl transferase fur die
Cal yst egi nbi osynt hese untersuchen zu kdnnen, war es wchtig, ein
invitro System bereitzustellen, bei dem es gleichzeitig zu einer

N- Met hyl putrescin- und Cal ystegi nakkumul ati on komt. Dazu wurden
beide Wirzel kulturen (WIldtyp und mt Agrobacterium rhizogenes
transformert) und die Suspensionskul tur von Kartoffel auf

Cal ystegine untersucht. In keinem dieser drei in vitro Systene
konnten Cal ystegi ne gefunden werden. Aullerdem wurden auch in vitro
Kart of fel pfl anzen der Sorte Désirée untersucht. Auch hier wurden in
kei nem Gewebe Cal ystegi ne detektiert.

Nach  Kei ner und Mtarbeitern war Cal yst egi nakkunul ation in
Kart of f el knol | engeweben von W/ dtyp-Pflanzen besonders in 3 mm
Kartof fel keimen am hochsten (3,3 nmg/g Frischmasse)(Keiner et al.

2000). Aus diesem Gund wurde ein in vitro Kartoffel knoll ensystem
getestet. Mniknollen wirden generiert (CGopal et al. 1997) und auf

Cal ystegi ne untersucht. Auch nach einer Dornanzphase (3 Mnate bei

4 °C im Dunkeln) mt anschliefRender Kei m nduktion (Lagerung bei RT,

3 — 5 Tage) wurden keine Cal ystegi ne detektiert.
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C 3 Transfornati on

C 3.1 Transfornmation

Di e Pol yam nmessungen bel egen,

in Kart of f el augen,

keimen mt

erster Hi nweis auf

deren Dormanz gebrochen war
(C 1.2).
ei ne aktive PMI. Durch heterol oge Transformtion

sollte die PMI-Aktivitat

met abol i schen

Par al | el dazu
Transformati on mani puliert
in der Calysteginbiosynthese der
TRI | - Akt i vit &t

regul i erende

Durch Ver @nderung der

die TRII

besitzt.

der

sollte

I n Sol anum tuberosum Bl attern

dass N-Met hyl putrescin ausschliel3lich

ver andert

di e

wer den.

Funkti on

Lange von 1 mm akkuruliert

wer den,

in

Cal yst egi nbi osynt hese
Aktivitat
Die TRII
Kart of f el

i st

und

der

in Kartoffel-

Dies war ein

um Auswi rkungen auf den

ZUu untersuchen.

(Kei ner et

sollte untersucht

TRI |

ein Schl issel enzym

durch

2002) .

wer den, ob

Cal yst egi nbi | dung

Die Transformation (B 2.2.13) erfolgte in Anlehnung an M Cabe und
bormbar drment

M tarbeitern
Blattern mt
tuberosum trll-cDNA in sense-
et al. 1993).
vektor pBl 121
Transformati onsrate wurden
héchste transi ente GUS- Expression (Jefferson et al.
particle bonbardnent
errei cht. Dabei

particle

(C ont ech)

und antisense-Orientierung

ver wendet

(B 2.2.13.1)

al .

Spannungen

von

die Transformati on wurde der
(B 1.3).
ver schi edene

ei ner

1987).

Konstrukt 30 bonbardments durchgefihrt. Die daraus

Sol anum
Atropa belladonna pnt-cDNA und mt

t uber osum
Sol anum
(M Cabe

Pfl anzenexpr essi ons-

Optim erung der

getestet. Die

1987) wurde nach

Spannung von
konnten pro Blattstiick (1 cnf) 40 bis 50 bl aue Spots

nachgewi esen werden (Jefferson et

14 kV

Anschl i eBend wurden pro

Regenerationsraten sind in fol gender Tabelle zu finden.

resul ti erenden

PMI S PMI AS TRl S TRI I AS pBl 121
bonmbar dnent 30 30 30 30 30
Kal | i 60 80 52 113 80
Pfl anzenl i ni en 14 12 8 14 15
(gesant)
Pfl anzenl i ni en 12 8 1 4 7
(kul tivierbar)
Tab. C 1 Regenerationsraten
PMI S - particle bonbardnent mt pnt-sense-Plasnid; PMI AS particle

bonbar dnent

trll-sense-Pl asm d;

AS

pnt -anti sense-Pl asm d
TRI |

S -

particle bonmbardnment mt

particle bonbardnent

m t

Pl asm d; pBl 121 — particle bonbardnment mit pBIl121-Leerpl asnid

trll-anti sense—
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C 3.2 Pflanzencharakteristika

Al l e Pflanzenlinien zeigten, unabhangig vom Plasmd, ein gestortes
Wachstum im Vergleich zu WIldtyp in vitro Pflanzen. Besonders
auffallig war ein gehemtes Wchstum stark verzweigte Stengel,
verkurzte I nt er nodi en, verkl einerte Bl atter m t ver st arkter
Behaarung und stark verlangsantes Wirzelwachstum Auf Gund des
gestorten Wirzelwachstuns starben zahlreiche Pflanzenlinien ab
(Tab. C1). Wahrend in vitro Pflanzen vom WIldtyp innerhalb von
drei Mnaten eine Hbohe von 12 cm erreichten, bildeten transformerte
Linien im selben Zeitraum nur 3 cm hohe Pflanzen (Abb. C7). Auf
Grund di eser WAchstunsstorungen war es unnbglich, transformerte
Pflanzen in Erde zu kultivieren, da diese binnen weniger Tage
abstarben. Zum Teil starben Pflanzenlinien auch durch Kontam nation
von Bakterien, Hefepilzen und anderen Schadlingen (z.B. Thrips

tabaci) .

A:
transformiert
B:

Wildtyp

Abb. C 7 Wachstum von transform erten Pflanzen versus WI dtyp-Pfl anzen
(in vitro)

C 3.3 Integrationsnachwei s

Nach Regeneration der Kartoffelpflanzen wurde die Integration der
Plasmde (G 7.1, G 7.2) in das Pflanzengenom untersucht. Dazu wurde
CGesant-DNA (B 2.2.1) aus den Pflanzengeweben isoliert und ein Dot
Blot (B 2.2.9) nit 35S-Pronotor-DNA (G 7.1, G 7.2) als Sonde
dur chgef Ghrt.
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¢ W & & o 4 B oa B o B oo g 5y
. & W ¥ : & ¥ % e 1 pg

5.1 5.2 5.3 5.4 7 21 29.129.2 29.3 37 40 56 D H pBI

Abb. C-8 Dot Blot PMI S

PMI S 5.1 bis 56 — nit pnt-sense-Plasmd transformerte Pflanzenlinie;
D - regenerierte Pflanzenlinie (nicht transformert); H — Pflanzenlinie
W dtyp; pBl - nmit pBl1l21-Leerplasnid transfornmierte Pflanzenlinie;

(PMIS 5.1 - Kalluslinie 5, regenerierte Pflanze 1)

"9 s 0 % . 8 s *® 2y

A

» ; & s » & ' 1 ng

31 51 &0 &4 77 B84 8¢ a8 D H PBI

Abb. C-9 Dot Blot PMI AS

PMI AS 31 bis 88 — nmit pnt-antisense-Plasmd transformerte Pflanzenlinie;
D — regenerierte Pflanzenlinie (nicht transformert); H — Pflanzenlinie
Wldtyp; pBl — mt pBl121-Leerplasnmd transformerte Pflanzenlinie

g *4‘,;* g ,g s ’ # 1 pg

o e

20 29 38 39 52 D H pBI

Abb. C- 10 Dot Blot TRII AS und S

TRII AS 20 bis 39 — mit trll-antisense-Plasmid transformerte Pflanzen-
linie; TRII S 52 — nmit trll-sense-Plasnmd transformerte Pflanzenlinie;
D - regenerierte Pflanzenlinie (nicht transformert); H — Pflanzenlinie

Wldtyp; pBl — mit pBl121-Leerplasnmid transfornmierte Pflanzenlinie

Genomi sche DNA wurde aus Blattern isoliert (B 2.2.1) und punktfdrm g auf

eine Nylonmenmbran (Hybond® N, Anersham Pharmacia) aufgetragen. Nach
Denaturierung und Neutralisierung erfolgte die Hybridisierung (B 2.2.8) nit
dem 850 bp-Fragnment des 35S-Pronotors (pBl121) (G 7.1, G 7.2).

Fir die sieben pBI121-Kontroll pflanzenlinien wirde auch ein Dot Bl ot durch-
gefuhrt. Dieser war positiv (Dot Blot nicht gezeigt). Zuséatzlich wrde mt
Wir zel n dieser Pflanzen ein @QUS-Assay (Jefferson et al. 1987) durch-

gef ihrt, der negativ war.
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C 3.4 Transkriptuntersuchung

Di e Transkriptuntersuchung von Blattern der PMI S-Linien ergab nit
dem pnt-cDNA-Fragnent (200 bp) als Sonde kein Signal. Da die
Kartoffel -pnt-cDNA ausschlieBlich nur in Kartoffelaugen, deren
Dormanz gebrochen war und in 1 mm Kartoffelkeinmen exprimert wrd
(C 99 wund der CaW 35S-Promotor des Pflanzenexpressionsvektors
pBl 121 fir eine Gewebe-unspezifische Expression verantwortlich ist,
konnte dies ein starker H nweis darauf sein, dass die Transformation
mt dem pnt-sense-Konstrukt nicht zu transgenen Kartoffel pflanzen-
linien fihrte. Ei ne Untersuchung der pnt-Transkriptnengen in PMI AS-
Linien war nicht nbglich, da es nicht gelang, Pflanzen in Erde zu
kultivieren, die Kartoffelknollen bilden kdnnen. Eine pnt-Trans-
kri ptuntersuchung der PMI AS-Linien ware nur nach Keim nduktion von
Kart of f el knol I en di eser Linien sinnvoll gewesen (C 9).

Fir die TRII S und AS-Linien galt dies auch. Da von Keiner und
Mtarbeitern in Blattern und Wirzeln von WIdtyp-Kartoffel pflanzen
trll-Transkript nachgewi esen werden konnte, bestand die Mglichkeit
di ese GCewebe zu wuntersuchen. In Blattern von WIdtyp-Kartoffel-
pflanzen akkumulierte nach Keiner und Mtarbeitern trll-Transkript
jedoch nur sehr schwach. In Wrzeln von WIdtyp-Kartoffel pflanzen
akkurmulierte im Gegensatz dazu trll-Transkript in groBeren Mengen
(Keiner et al. 2002). Da die Wirzeln von in vitro Pflanzen ein stark
ver| angsantes Wachstum zeigten, wirden Wirzelkulturen aus den
TRII S- und AS-Linien in Ganborg s B5 Medium (B 1.1) kultiviert und
ei n genei nsamer Northern Blot durchgefiuhrt. Aufféallig war hier, dass
die Linie TRII AS 39 ein starkeres Signal ergab als die WIdtyp-
Linie H und regenerierte untransformerte Linie D. Dies kdnnte auf
di e doppel strangige trll-cDNA- Sonde zuruckzufdhren sein, welche fiur
den Northern Blot eingesetzt wurde. Transkribierte antisense-trll-
RNA aus dem Plasm d, wie auch native trll-nRNA aus Kartoffel konnten
durch di e Sonde detektiert worden sein. Deshal b kann die Transkri pt-
untersuchung nur einen Uberblick Uber das vorhandene gesant-trll-
Transkript der transform erten und untransform erten Linien geben.
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Abb. C 11 Northern Blot TRII AS/'S
TRII AS 20, 29, 38, 39; TRIl S 52

TRI | AS 20 bi s 39 — mt trll-antisense-Plasm d transformerte
Pfl anzenli ni e; TRI | S 52 - mt trll-sense—-Plasmd transformerte
Pflanzenlinie; D — regenerierte Pflanzenlinie (nicht transformert); H -

Pfl anzenlinie WIdtyp

Di e Gesant-RNA wrde aus Wirzeln isoliert (B 2.2.2). 20 pyg wurden in einem
denat uri erenden Agar osegel aufgetrennt und auf eine Nyl onnenbran geblottet
(B 2.2.7). Die Hybridisierung erfolgte nit einem 400 bp | angen Fragnent der
S. tuberosum trll-cDNA (3 -Ende). deiche Mengen an Gesant-RNA wurden
gezeigt (RNA mit Ethidiunbrom d gefarbt).

C 3.5 Pol yam nnessung

Auf Gund der negativen Northern Blot-Ergebnisse mt pnt-trans-
formerten in vitro Pflanzen (C 3.4) wurden exenplarisch nur drei
PMI  S-Linien untersucht. Die PMI AS-Linien wirden konplett
anal ysiert. Fur die Messung wrden Blatter drei Mnate alter
invitro Pflanzen verwendet. N Methylputrescin konnte erwartungs-
gemal in keiner Pflanzenlinie detektiert werden. Auffallig war aber,
dass bei fast allen PMI AS-Linien die Putrescinkonzentration um das
4- bis 7fache erhdht war (Tab. G5). In der WIldtyp-Linie betrug die
Putresci nkonzentration 5,86 punol/g TM wahrend in den PMI AS-Linien
64, 77, 84, 86 und 88 Werte um 25 unol/g TM genessen wurden. |n den
PMI AS-Linien 31 und 60 wurden sogar Putrescinkonzentrati onen von
34,89 punol/g TM und 42,71 pnol/g TM detektiert (Tab. G5). Die
Sper m di nkonzentrati on schwankte um 6 unol/g TM in allen Linien
(Tab. G 6). Auch die Sperm nkonzentration war fiar fast alle Linien
gleich. Sie lag bei 2 pmol/g TM nmit Ausnahne der Linie PMI AS 64
(4,59 pnol/g TM (Tab. G 7). Cenerell konnte festgestellt werden,
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dass sich die Spermdin- und Sperm nkonzentrationen in dem Bereich
bewegten wie in WIldtyp- und Vektorkontrolllinien. Far die
Put resci nkonzentration galt dies nicht. Ein Zusamrenhang zu
verdnderter PMI-Aktivitat konnte nicht hergestellt werden, da PM-

Aktivitat nicht nmessbar war.
C 3.6 Internedi at nessung

Internmedi ate der Cal ysteginbiosynthese, w e Tropinon, Tropin und
Pseudotropin, wrden ausschlie8lich in Wirzelkulturen der trll-
transformerten Linien genmessen und nit der Wirzelkultur der
Wldtyp-Linie verglichen. We im Anhang (Abb. G8) zu sehen,
bewegten sich die GCehalte an biosynthetischen Internediaten der
tril-transformerten Wirzel kulturen im Bereich der WIdtyp-Wrzel-

kul tur.
C 3.7 Cal ystegi nnessung

We unter C 2 bereits beschrieben, konnten in WIldtyp in vitro
Kartof f el pfl anzen keine Calystegine detektiert werden. Da eine
Kul tivierung der transformerten in vitro Kartoffel pflanzen in Erde
nicht gelang, sonit die Bildung von Kartoffelknollen ebenfalls
ausgeschl ossen  war, konnte eine Calysteginanalytik mt den

transform erten Kartoffel pflanzenlinien nicht durchgefidhrt werden.

C 4 I solierung einer pnt-cDNA

Da es durch heterol oge Transformation nicht gelang die Aktivitat der
PMI in Kartoffel zu veréandern, die Messung von N Methylputrescin in
Kart of f el geweben aber sehr aussichtsreich war (C 1.2), wuirde
ver sucht in diesen Geweben PMr-Aktivitat zu nessen, um eine
Beteiligung der PMI an der Calysteginbiosynthese zu bel egen.
Aullerdem wurden diese Gewebe verwendet, um eine pm-cDNA zu
isolieren. Die Expression von rekonbinanter PMI in E. coli kénnte
die Grundlage fiur weiterfihrende Untersuchungen zur Regul ation der

Cal yst egi nbi osynt hese sein (D 4).
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C 4.1 Bestinmmung der spezifischen PMI-Aktivitat

Die Detektion von N Mthylputrescin in Kartoffelknollengeweben
(C 1.2) zeigte, dass keinende Kartoffelknollen fir die Messung der
spezi fischen PMI-Aktivitat (B 2.3.1, B 2.3.5) geeignet waren.
Dor mant e Kart of f el augen, Kartoffelaugen zu Begi nn der Keinmung, 1 mm
3 mmund 10 mm | ange Kartoffel kei me wurden anal ysiert.

AusschlieBlich in 1 wmm Ilangen Kartoffelkeinmen konnte eine
spezi fische PMI-Aktivitat von 20 pkat/ng Protein genessen werden.
Daraufhin wurde dieses GCewebe ausgewdhlt, um Gesant-RNA zu
extrahi eren (B 2.2.2) und dam t ei ne RT-PCR (B 2.2.10)
dur chzuf Ghren. AufRerdem wurde ei ne cDNA-Bank (B 2.2.5) hergestellt.

C 4.2 Isolierung eines pnt-cDNA-Fragnentes

Aus honol ogen Berei chen bekannter pnt cDNAs aus Atropa bel |l adonna,
Hyoscyamus ni ger, Ni cotiana tabacum wund Nicotiana sylvestris
[A. belladonna pntl (AB018570), A. belladonna pm2 (AB018571),
H. niger pm (AB018573), N. tabacum pnt (D28506) und N. sylvestris
pmt (AB004322) ] wurden degenerierte Prinmer abgel ei tet. 2wei
degenerierte Primerpaare wurden fir eine RT-PCR verwendet. Mt dem
Primerpaar Put pnmt Dir 1 und Put pnt Rev 2 (B 1.4) konnte ein
750 bp-Fragment anplifiziert werden. Di eses zeigte sehr hohe
Hormol ogi en zur N. tabacum (D28506), A. belladonna (AB018570) und
H. niger (AB018573) pnt-cDNA (89% 88% und 83% ldentitat) und auch
hohe Homol ogien zur N sylvestris (AB006692), H. niger (AB006690)
und L. escul entum (AJO06414) spds-cDNA (71% 70% und 70% I dentitat).

C 4.3 Vervol |l standi gung der pnt-cDNA

C4.3.1 5" - RACE- PCR

Mt dem pnt-genspezifischen Priner 5 RACE Rev 1 wurde eine CcDNA-
Synt hese durchgefihrt. Im Anschluss daran wurde nit Hlfe einer
Ter mi nal en- Desoxynukl eoti dyl - Transferase (TdT) am 3 OHEnde des
Ei nzel stranges ein poly-dCTP-Bereich angefigt. Der so préparierte
Ei nzel strang bildete die Gundlage fir 2 aufeinanderfolgende PCR
(B 2.2.10.2) mt jeweils eingeriuckten reversen Prinern. Resultat

dieser PCR war ein 500 bp |anges DNA-Fragnment. Dieses wurde in den
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pCR®™2. 1TopoTA-Vektor (Invitrogen) kloniert und sequenziert. Das
5" RACE- Produkt zei gte sehr hohe Honol ogi en zu bekannten pnt.

C4.3.2 3" - RACE- PCR

Die cDNA-Synthese fur die 3 -RACE PCR erfolgte mt dem
Aigo(dt)is.ig-Priner mt Adapter 3’ RACE Rev 2. Nach 2 weiteren PCR
mt eingeriuckten direkten Primern und dem Adapter 3" RACE Rev 2 als
reversem Primer (B 2.2.10.2) wirden zwei DNA-Fragnente (820 bp,
740 bp) anplifiziert. Diese wurden ebenfalls in den pCR®2.1TopoTA-
Vektor (lnvitrogen) kloniert und sequenziert. Auch diese Fragnente

hatten sehr hohe Honol ogi e zu bekannten pnt.
C4.3.3 Abschl i eBende PCR

Nach der Sequenzanalyse wurde ein direkter Prinmer vom 5 -Ende des
5" - RACE- PCR- Produkt es abgeleitet, um mt dem Adapter 3" RACE Rev 2
als reversem Prinmer eine abschlieRende RT-PCR durchzufuhren. Al's
Tenpl ate diente cDNA, wie unter C 4.3.2 beschrieben. Resultat dieser
PCR waren zwei pnt-Klone, die als pntl (1335 bp) und pmt2 (1255 bp)
bezei chnet wurden. Die Sequenz des Klones pntl wurde in die EMBL-
Dat enbank ei ngetragen (AJ605553).

C 5 1solierung einer spds-cDNA

C 5.1 Isolierung ei nes spds-cDNA- Fragnent es

Auf der Suche nach weiteren pmnt-cDNA-Kl onen wurde mt dem 750 bp
| angen pnt-honol ogen Fragnment (C 4.2) eine cDNA-Bank aus 1 - 3 mm
| angen Kartoffelkeinen der Sorte Désirée (B 2.2.5) gescreent. Dabei
wurden 1,5 x 10° pfu nach (B 2.2.6) untersucht. Das Primirscreening
ergab 115 Doppel signale. Da die Anzahl an Doppel signal en sehr hoch
war, wurden aus praktischen G unden fir eine Witerbearbeitung nur
40 Primarkl one ausgewahlt. Mt diesen wurde eine Kontroll-PCR nach
B 2.2.10 nit den "genspezifischen" Prinmern Put pmt Dir 1 und Put pm
Rev 2 durchgefuhrt. Diese war fur alle 40 Klone positiv. 6 Kl one

wur den daraufhin fir ein Sekundarscreeni ng ausgewdhl t.
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Sekundar kl one wurden mt PCR zum einen mt "genspezifischen Prinmern”
(Put pnt Dir 1 und Put pmt Rev 2) und zum anderen mt vektor-
spezifischen Prinern (T 7 und M 13 Rev) untersucht. 3 Klone mt der
grofdten Insertation (ca. 1150 bp) wurden einer in vivo-Excision
(B 2.2.6) unterzogen und anschlielRend sequenziert. Ein K on zeigte
nach Honol ogi evergl eich keine Honologien zu bekannten  cDNA-
Sequenzen. Di e beiden anderen Kl one waren identisch und zeigten sehr
hohe Honologie zu L. esculentum (AJO06414), H niger (AB006690),
D. stramonium (Y08253), N. sylvestris (AB006692), C. ar abi ca
(AB015599) und P. sativum (AF043109)-spds-cDNA (96% 93% 92% 92%
82% und 80% ldentitat). Zum pnt-honol ogen Fragnent aus S. tuberosum
betrug die Honplogie 70% (ldentitat). Auf Gund der grof3en
Uber ei nstimmung zw schen pnt und spds auf DNA-Ebene wurde nun
versucht, ein Prinerpaar zu finden, welches spezifisch auf eines der
bei den Fragnente reagierte. Nach entsprechenden Test-PCR wurde ein
spds-spezifisches Prinerpaar (SPDS Spez. Dir und SPDS Spez. Rev)
gefunden (B 1.4), mt dem die 40 Primarklone erneut untersucht
wurden. 12 Klone waren dabei negativ. Dy ese 12 Kl one und drei
positive Klone wurden nach einem Sekundarscreening einer in vivo
Exci si on unterzogen und sequenziert. Neben Honol ogien zu cDNAs, die
far diese Arbeit irrelevant (12 negative Kl one) waren, zeigten die
drei positiven Klone sehr hohe Honol ogi e zu Sperm di nsynt hasen. Zwei
der drei Klone waren nmit dem bereits bekannten Klon identisch. Der
dritte unterschied sich um 30 Nukl eotide von dem bereits gefundenen.
Bei de Klone (im Folgenden als spdsl und spds2 bezeichnet) waren am
5 Ende unvol | st andi g. Bis zum "Start-ATG' fehlten ca. 50
Nukl eot i de.

C 5.2 Vervol |l standi gung der spds-cDNA

Nach Honol ogi evergl eich beider spds-Klone nit der EMBL-Datenbank
wurde ein Solanum tuberosum spds-Fragnent [EST] (BG596466, Lange:

632 bp) gefunden, mt welchem der Kl on spdsl in 5 -Richtung um
ca. 200 Nukleotide verlangert werden konnte. Der U(Uberlappende
Bereich beider Fragnmente (ca. 440 bp) war bis auf 8 Nukleotide
i dentisch. Nach Ableitung eines direkten Prinmers (spdsl Dir) konnte
di eser spdsl-Klon mt Hilfe von RT-PCR und ei nem A igo(dt) i, 1g-Primer

vervol | st andi gt wer den. Di eser hi er al s spdsl bezei chnet e
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vol I stdndige Klon hatte eine Lange von 1347 bp. Bei dem zweiten
unvol | standi gen spds2-Klon wurde nit 5 -RACE-PCR versucht, einen
vol I standigen Klon zu erhalten. Dies gelang nicht. D e Sequenz des
vol | st andi gen Kl ones spdsl wurde in die EML-Datenbank eingetragen
(AJ345003) .

C 6 Charakterisierung der Sequenzen

C 6.1 pm-Sequenzen

Nach wi ederholten Sequenzi erungen (m ndestens. funf pro Kl on) wurde
ei ne Sequenzanal yse durchgefihrt. Die Klone pntl und pm2 hatten
ei ne Lange von 1335 bp und 1255 bp. Beide pnt-Kl one schlossen einen
kodi erenden Bereich von 1023 Nukl eotiden ein (einschliellich Stop-
Codons). Diese Nukleotidsequenzen kodierten fir zwei Proteine mt
jeweils 340 Am nosduren. Unterschiede in der Lange beider pnt-KIlone
ergaben sich im nichtkodierenden Bereich des 3 -Endes (G 5.1,
G 5.2). Im kodi erenden Bereich waren 8 Nukleotide unterschiedlich.
Auf Am nosaur eebene bedeutete dies einen Unterschied von 4 Am no-
sauren. Mt den Ani nosauresequenzen PMI1l und PMI2 wirden theore-
ti sche Ml ekul argewichte von 37379,8 Da und 37355,7 Da und ein
t heoretischer isoelektrischer Punkt fidr beide PMI-Kl one von 5,99

berechnet [http://ww. expasy.org/tools/pi_tool.htm, (Bjellqgvist et

al. 1993)]. Mt der EML-Datenbank wurde eine Sequenzanalyse
durchgef ihrt  (http://ww. ncbi.nl mnih.gov/BLAST/). Auf Gund der

geri ngen Abwei chungen zw schen beiden PMI-KH onen wirde fidr den

Sequenzvergleich mit bekannten pmt/PMI und spds/SPDS nur der
pnt 1/ PMrl- Kl on verwendet (Tab. G 2).
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Accessi on Nukl eot i d- Am nosaur e-

nunber sequenz sequenz
Ni cotiana tabacum PMI (Nt ab) D28506 85 88
Ni cotiana attenuata PMI AF280403 84 88
Atropa bel | adonna PMI ( Abel) AB018571 80 80
Hyoscyanus ni ger PMI (Hnig) AB018572 79 83
Coptis japonica Coclaurin-N Ml AB061863 39 6
Cof f ea arabi ca Xant hi n- N- MI AB048793 39 3
Li moni um l atifol i um B- Al ani n- N- Ml AY216903 39 7
Dat ura stranoni um SPDS Y08253 68 62
Cof f ea arabi ca SPDS AB015599 67 63
Sol anum t uber osum SPDS ( St ub) AJ345003 66 57
Lycopersi con escul entum SPDS (Lesc) AJ006414 65 57

Tab. C- 2 Honol ogi evergleich der S. tuberosum pnt1/PMI1 in % (ldentitéat)

Ent schei dend fir die Zuordnung der S. tuberosum PMI-Sequenzen zu den
PMI war nicht nur die hdéhere Honol ogie zu bekannten PMI i m Vergl eich
zu SPDS, sondern auch PMI- und SPDS-spezifische Am nosduren
(Abb. C-12) (Hashinoto et al. 1998b; Suzuki et al. 1999a). Zudem
konnt en die von Posf ai und Mtarbeitern beschri ebenen
SAM Bi ndenotive | - 11l und V zugeordnet werden (Posfai et al.
1989). In Modtiv | fand sich aufRerdem die dycin-reiche Donmine
(G Loop) der SAM Bindungsstelle, we sie fur SAM abhangi ge DNA-
Met hyl transferasen beschrieben wirde (Schluckebier et al. 1995).
Zusat zlich konnte die katalytische Domane fur N Methyltransferasen
gefunden werden (Malone et al. 1995). Innerhalb dieser Donmdne wurde
der Bereich fiur die Bindung und Deprotonierung des Putrescins naher
| okal i siert (Korolev et al. 2002). In den Sequenzvergleich wirde die
N. tabacum PMI ei nbezogen, um zu zeigen, dass die dort gefundenen
Anmi noséaur ewi eder hol ungen (tandem repeats), w e bei Hashinmto und
Mtarbeitern beschrieben, in den S. tuberosum PMI-Sequenzen nicht
zu finden sind (Hashinoto et al. 1998a).
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Abb. G- 12 Honol ogi evergl ei ch der PMI- Prot ei nsequenzen

Legende:

R A noséaur eunt er schi ede der S. tuberosum PMIl und PMI2
AIA PMT- und SPDS-spezifische Ami nosauren

R SAM (dcSAM - Bi ndg. und Putresci n-Bi ndg. / - Depr ot oni erung

Xbal Schnittstelle

<« >

Anmi nosauren mt w chtigen Funktionen (D 3.2)

*

i denti sche Am nosauren
stark konservierte Am nosauren

schwach konservi erte Am nosauren

C 6.2 spds- Sequenzen

Bei de Sperm di nsynt hase- Kl one wurden ebenfalls nehrfach sequenziert.
Fur eine Sequenzanalyse wirde nur der vollstandige spdsl Klon
her angezogen. Dieser hatte eine Lange von 1347 bp mt einem
kodi erenden Bereich von 1044 Nukl eotiden (einschliellich Stop-Codon)
und entsprach einem Protein mt 347  Ani nosaur en. Mt der
Prot ei nsequenz  konnte ein theoretisches Ml ekul argew cht von
38232.5 Da und ein isoelektrischer Punkt von 4,81 berechnet werden.
Ei n Sequenzvergl ei ch wurde durchgefiuhrt (Tab. C 3).

Accessi on Nukl eot i d- Ami noséaur e-
number sequenz sequenz
Lycopersi con escul entum SPDS (Lesc) AJ006414 97 97
Dat ura stranoni um SPDS (Dstr) Y08253 94 93
Hyoscyanus ni ger SPDS (Hni g) AB006690 93 94
Ni coti ana syl vestris SPDS AB006692 92 90
Cof f ea arabi ca SPDS AB015599 79 82
Pi sum sati vum SPDS (Psat) AF043109 74 74
Atropa bel | adonna PMI AB018571 67 59
Sol anum t uber osum PMT ( St ub) AJ605553 66 57

Tab. C 3 Honol ogi evergl eich der S. tuberosum spdsl/SPDS in % (ldentitat)
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St ubSPDS
LescSPDS
Psat SPDS
Dst r SPDS
Hni gSPDS
St ubPMT1
St ubPMT2

St ubSPDS
LescSPDS
Psat SPDS
Dst r SPDS
Hni gSPDS
St ubPMT1
St ubPMT2

St ubSPDS
LescSPDS
Psat SPDS
Dst r SPDS
Hni gSPDS
St ubPMT'1
St ubPMT2

St ubSPDS
LescSPDS
Psat SPDS
Dst r SPDS
Hni gSPDS
St ubPMT'1
St ubPMT2

St ubSPDS
LescSPDS
Psat SPDS
Dst r SPDS
Hni gSPDS
St ubPMT1
St ubPMT2

MADECAAFYKGT EL PVKRPREEEAET EMEAANNS EKEESSPYI SSVLPGW 55

MAAESTVEL ESSMK- - EHRDDDEKSNGFSVSAVSMDVEGG- - - DKDPSGNGVSSVI PGAF 55

--------------------------- MEVANHNNNNNGC- - - TNDKESPCI SSVLPGAWF 30

--------------------------- MEVANHNNNNNGC- - - TNDKESPCI SSVLPGAF 30

- MEVI STHTNGSAI Tl TTNGHHNNGKSDHRNGGT I HDNGN- - - - KLLLGN- SNSI KPGW 54

- MEVI STHTNGSTI Tl TTNGHHNNGKSDHRNGGT I HDNG\- - - - KLLLGN- SNSI KPGAF - 54
. % .

* * Kk k%

MADECAAFYKGT ELPVKRPREEEAETEI\/EAANNS@I;@EKE%SPYI SSVLPGWF 60

<

SEI SPLWPGEAHSL KVEKI LFQGKSDYQNVLVFQSSTYGKVLVLDGVI QL TEREE
SEI SPLWPGEAHSL KVEKI LFQGKSDYQNVLVFQSSTYGKVLVLDGVI QL TERBE
SEI SPMAPCEAHSLKI EKI LFQGKSEYQKVMVFQSSTYGKVLVLDGVI QL TEREE
SEI SPLWPGEAHSL KVEKI LFQGKSDYQDVMVFQSTTYGKVLVLDGVI QL TERBE
SEI SPLWPGEAHSL KVEKI LFQGKSDYQDVMVFQSTTYGKVLVLDGVI QL TEREE

+mmRARRRR

*

* k- % ckkkhkkkhk ke ks kkekkkkhkk kk ke osks ke khkhkhkkk kkk kk kK

dcSAM ( SAM - Bi ndg.
v

M THLPLCSI PNPKKVI
M THLPLCSI PNPKKVI
M THLPLCSI PNPKKVI
M THLPLCSI PNPKKVI
M THLPLCSI PNPKKVI
M VHLPLGSI PTPKKVI
M VHLPLGSI PTPKKVI

MWEVAKQFFPDVA 180
MWEVAKQFFPDVA 175
IMVWEVSKQFFPEVA 175
MWEVAKQFFPDVA 150
MWEVAKQFFPDVA 150
DDVVI DVSRKFFPYLA 174
DVSRKFFPYLA 174

kkk ke ke oo kkk ook

VGYEDPRVNL gl AFLKNVPAGT YDAVI FKPFFESI AKALRPG 240
VGYEDPRVNL gl AFLKNVPAGTYDAVI FKPFFESI AKALRPG 235
VGFNDPRVTLRI AFLKAAPEGTYDAVI FKPFFQSVARALRPG 235
VGYEDPRVNLHI AFLKNVPAGT YDAVI FKPFFET! ARALRPG 210
VGYEDPRVNLHI AFLKNVPAGT YDAVI FKPFFET! ARALRPG 210
ANFNDPRVTLVL TFVKAAQAGYYDAI | FRPFFEAVAKALRPG 234
ANFNDPRVTLVL VKAAQAGYYDAI | FRPFFEAVAKALRPG 234
-:****.* :* ** i * ***:***********::***:***:::*:*****
Motiv 111 Motiv V

ATQAESI WLHVHI | EEI VANCRQI FKGSVNYAWT TVPTYPSGM GFMLCSTEGPAVD 300
g\ﬁgTQQESI WLHVHI | EEI VANCRQ FKGSVNYAWT TVPTYPSGM G-FMLCSTEGPAVD 295
GVMCTQAESI WLHVDI | EDI VSNCRHI FKGSVNYAWT TVPTYPSGM GFMLCSTEGPLVD 295
GVWSTQAESI WL.HVHI | EEI VANCREI FKGSVNYAWT TVPTYPSGM GFMLCSTEGPAVD 270
GVWWSTQAESI WLHVHI | EEI VANCREI FKGSVNYAW TVPTYPSGM GFMLCSTEGPAVD 270
GVI CTQAESI WLHVHI | KQI I ANCRLVFKGSYNYAWT TVPTYPTGVI GYMLCPTEGPEVD 294
GVl CTQAESI WLHVHI | KQI I ANCRLVFKGSVNYAWT TVPTYPTGVI GYMLCSTEGPEVD 294

* %k - khkkkhkhkkhkhkkhk K*ko ke hkkk chkhkhkhkhkhkhkhkIkhkAkrkhkhkhkhk k- kkkkk KAk kk kK

FKNPI NPI DDESP- - | EPLKFYNSEI HQASFCLPSFAKRVI ETKGK 347
FKNPI NPI DDESP- - E@I EPLKFYNSEI HQASFCLPSFAKRVI ETKGK 342
FKHPVNPI DOKDC- - QKSVRPLKFYNSEI HTAAFCLPSFAKRKI GSKET 342
FKNPI NPl DDESH- - GQTI GPLKFYNSEI HQASFCLPSFAKRVI ETKGK 317
FKNPI NPl DDESH- - GQT'l GPLKFYNSElI HQASFCLPSFAKRVI ETKGK 317
FKNPVNPI DKDTTHVKSKLEPLKFYNTDI HKAAFI LPSFARSLI ES- - - 340
FKNPVNPI DKDT THVKSKLEPLKFYNTDI HKAAFI LPSFARSLI ES- - - 340

hk ok kkkk . khkkkhkk o kk Kk k Khkkkk-. * .
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Abb. G- 13 Honol ogi evergl ei ch der SPDS- Pr ot ei nsequenzen

Legende:

A Ver | &ngerung am N-termi nal en Ende (27 AS)

R A noséaur eunt er schi ede zwi schen S. tuberosum SPDS und
L. escul entum SPDS

ARA PMT- und SPDS-spezifische Ami nosauren

A dcSAM ( SAM - Bi ndg. und Put r esci n- Bi ndg. / - Depr ot oni er ung

v Ami nosauren mit wichtigen Funktionen (D 3.2)

* i denti sche Ami noséuren

stark konservierte Ani nosauren

schwach konservi erte Am nosauren

We unter C 6.1 dargestellt, konnten auch hier die PMI- und SPDS-
spezi fi schen Am nosauren gefunden werden (Hashinoto et al. 1998b;
Suzuki et al. 1999a). Allerdings wurde festgestellt, dass die Pisum
sativum (Psat) SPDS in einer Aninosdure von den bekannten
Ami nosduren abwi ch. Fur 6 der 7 beschriebenen Ami noséuren konnte die
Zuor dnung dbernonmen werden. Zu den in C 6.1 beschriebenen Mtiven
nach Posfai und Mtarbeitern wrde festgestellt, dass diese auch in
der SPDS-Proteinsequenz zu finden waren und somt fidr die Bindung
von dcSAM gl ei cher maen kennzei chnend sind (Posfai et al. 1989). Die
Bi ndung von dcSAM misste somit an gleicher Stelle erfolgen. De
Bi ndungst asche sollte jedoch schmaler im Vergleich zur PMI sein, da
di e Carboxyl gruppe des Methionins bei dcSAM fehlt (Korolev et al.
2002) . Ent schei dend  far die GO0Be der Bi ndungstasche i st
Asparagi nsaure [D] (Pos. 143), welches bei den PMI an gleicher
Stelle durch Isoleucin [I] ersetzt ist. Dieser Unterschied in den
Sequenzen zwi schen SPDS und PMI kdnnte al s Marker- Am nosaure di enen,
um ei ne Zuordnung zu den SPDS oder PMI vorzunehnen. Aufféallig war in
di esem Vergl ei ch auch die extrem hohe Honol ogi e auf Am nosaureebene
zur L. esculentum SPDS [97% (ldentitat)], von der sie sich nur in 11
Ami nosauren unterschied. Ebenso interessant war die Verlangerung
bei der Protei nsequenzen am N-term nalen Ende (27 Am nosauren). Mt
Ausnahnme der Pisum sativum SPDS ist diese Verlangerung bisher bei
kei ner anderen pflanzlichen SPDS bekannt (Al abadi et al. 1999). Um
ei ne Zuordnung der gefundenen PMI- und SPDS- Sequenzen eindeutig zu
bel egen, wurde im Anschluss an die Sequenzanalyse ein Enzynmassay
dur chgef hrt.
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C 7 Heterol oge Expression der pnt und spds

C7.1 pmtl1l-Klon in Escherichia coli

Fiur die heterologe Expression in Bakterienzellen wirden zwei

verschi edene Expressionssystene verwendet. Zum einen wrde der

Vektor pET21d in BL21 (DE3)- und Rosetta-gam ™-Zellen verwendet,

wel cher die Expression von Protein mt Histidin-Anhang (6fach) am
C-Term nus ernoglicht. Zum anderen wurde der Vektor pQE30 (Q agen)

in SG 13009 Zellen eingesetzt, um Protein mnit Histidin-Anhang
(6fach) am N-Terminus zu erhalten. Fir beide Vektor-Systenme wirden
ver schi edene Expressi onsbedi ngungen getestet. Die Induktion erfolgte
mt unterschiedlichen |PTG Konzentrationen (0,1 mM 0,5 mM und
1,0 MM und nach unterschiedlichen Zeiten (2 h, 4 h, 8 h und 16 h).

AuBerdem wurde die Induktion bei wunterschiedlichen Tenperaturen
(16 °C, 25 °C und 37 °C) durchgefihrt. Dabei wurde zum schnellen
Screenen | 06sliches und unl 6sliches Protein nicht getrennt, sondern

al s Gesantprotein durch SDS-Gel el ektrophorese untersucht. Die besten

Expr essi onser gebni sse wurden mt dem pET21d- Vektor in Rosetta-gam ™-
Zellen nach 4 h Inkubation nmt 1 mMIPTG bei 37 °C erzielt. Nach
Trennung des GCesamtproteins wurde erneut eine SDS-Gel el ektrophorese
durchgefihrt. Das Ergebnis dieser Untersuchung war jedoch nicht
ei ndeutig, da sowohl im |dslichen als auch unl dslichen Bakterien-
| ysat von Rosetta-gam ™-Zellen, die mt pET21d-Leer-Plasnmid trans-
formert waren, ein Protein mt ca. 38 kDa zu finden war. Deshalb
wurden PMT- Aktivitéatstests durchgefuhrt (B 2.3.5).

Di e spezifische PMI-Aktivitat betrug fir das |6sliche Bakterienlysat

aus Rosetta-gam ™-Zellen, die mt PpET21d-pm1-Plasnmid (G 7.3)
transformert waren, 306 pkat/ng Protein, widhrend im Bakterienlysat
aus Rosetta-gam ™-Zellen, die mt pET21d-Leer-Plasnmid transformert
waren, keine PMI-Aktivitat genessen wurde. Da aus dem Protei nassay
eindeutig zu erkennen war, dass das rekonbinante Protein des
PMri-Cl ones aktiv war, wirde im Folgenden versucht, dieses zu
reinigen und anzureichern, um unspezifische Methyltransferase-
aktivitat auszuschlieRBen. Fir die Reinigung des Proteins wurde der
Hi sti di n- Anhang am C- Term nus des rekonbi nanten Proteins genutzt und

ei ne Rei ni gung Uber Chel at konpl exbi | dung nit Ni ckel -1onen
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durchgefihrt (B 2.3.6.1). Fir die N ?-Affinitéatschronatographie
wurde das AKTA 100-System (Pharmacia) verwendet (B 2.3.6.1). Das

rekonbi nante Protein wurde mt einem | nidazol gradienten eluiert.

500 500
450 | — Absorption | 450
— Gradient

400 + - 400
=
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350 + - 350 ¢
2 5
e 300 + - 300 B
c I
S 250 + - 250 8
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3 2
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100 + - 100

50 + - 50
0 —t —t — } — — — } — — 0
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Eluat in ml

Abb. C 14 Elutionsprofil des rekonbi nanten PMI- Proteins

Im Elutionschromatogramm sind 40 nm  Waschfraktionen (10 mM |Im dazol) und
60 m El vuatfraktionen (G adient von 10 nM bis 500 mM | m dazol) dargestellt.

Abb. C-15 SDS-Gel PMI- Rei ni gung

| - I6sliches Bakterienlysat; M — Proteinmarker; D — Durchfl ussfraktionen;
W — Waschfraktionen; E - Elutionsfraktionen aus dem 2. Peak des
El uti onschr omat ogr anms
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El uatfrakti onen wurden mt SDS-Cel el ektrophorese auf rekonbi nantes
PMI-Protein untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der 2. Peak
im Elutionschronmatogramm (Abb. C14) das rekonbinante PMI-Protein
war. We in Abb. C15 zu sehen, konnte ein Protein nit einem
Mol ekul argewi cht von ca. 38 kDa gereinigt werden. Dies entsprach dem
theoreti schen Mol ekul argewicht des S. tuberosum PMI1-C ones mt
Hi stidin- Anhang von 38,2 kDa. Die vereinigten und konzentrierten
El uatfrakti onen ergaben eine spezifische Aktivitat von 3036 pkat/ng
Protein. Sperm dinsynthaseaktivitat wurde mt Putrescin und dcSAM

al s Cosubstrat geprift, konnte aber nicht festgestellt werden.
C7.2 pnt2-Klon in Escherichia coli

Mt dem pnt2-Klon, der sich nur in 4 Amnosauren vom pntl-Klon
unterschied, wurden die gleichen Expressionsexperimente w e unter
C 7.1 beschrieben durchgefuhrt. Die besten Expressionsraten wurden
mt dem pnt2-Klon mt pET21d-Vektor in BL 21 (DE3) Zellen nach 4 h
bei einer |IPTG Konzentration von 1 mM und 37 °C erzielt. Dies galt
auch fdr die H niger pnt (AB 018572), N. tabacum pnt (D 28506) und
D. stramonium pm (AJ 583514), die als Kontrollen eingesetzt wurden.
I m ndchsten Schritt wurden die Bakterien nach (B 2.3.2) lysiert, um
sowohl das Pellet aus unl 6slichem Protein und Zelltrinmern, als auch
das | o6sliche Zelllysat auf PMI-Protein mt SDS-Gel el ektrophorese zu
unt er suchen. Jeder SDS-Cel - Anal yse schloss sich ein PMI-Aktivitats-
test an (B 2.3.5). Im Gegensatz zur N. tabacum, D. stramonium und
H niger-PMI lag die S. tuberosum PMI2 als unldsliches Protein vor,
wel ches vermutlich Aggregate (inclusion bodies) bildete, wie sie
hdufig bei heterologen Expressionen in E. coli beobachtet werden
(King et al. 1996). Eine Zusamenlagerung von Proteinen kann
entstehen, wenn zu wenig Chaperone fir die korrekte Faltung des
Proteins vorhanden sind (Carrio et al. 2002; Carrio et al. 2003)

oder Di sul fidbricken ni cht ausgebi | det wer den. M t dem

Bakt eri enst amm Rosett a- gam ™ best and die Mgl i chkei t die
Di sul fidbrickenbil dung von rekonbi nanten Proteinen zu verbessern.
Rosetta (DE3)-Zellen enthalten in E. coli selten verwendete tRNA wie
AGG, AGA, AUA, CUA, CCC und G@&A, die fur die Expression
eukaryoti scher Proteine notwendig sein koénnen (Kane 1995). Oiganmi

(DE3) - Zel | en ent hal t en Mut at i onen in den Thi or edoxi n- und
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d ut at hi onr edukt ase- Genen, wel che die Disulfidbrickenbildung der
exprimerten Proteine im Cytoplasma fordern (Bessette et al. 1999).
Auch der Einsatz dieses Bakterienstammes fuhrte zu keiner Verbes-
serung der Loslichkeit des PMI2-d ones.

Mt dem pQE30-Vektor in SG 13009 Zellen zeigte der pnmt2-Kion im
Vergl eich zum pET21d-Vektor in BL 21 (DE3) keine Proteinexpression.
Die H niger PMI (AB 018572) im pQE30-Vektor als Kontrolle wirde im
Cegensatz dazu in SG 13009 Zellen exprimert. Auch eine Veranderung
der Expressionsbedi ngungen wi e bereits beschrieben, fuhrte nicht zum

Erfolg.
C7.3 pnt2-Chimare in Escherichia coli

Auf Grund der positiven Expressionsergebnisse der H niger PMI
(AB018572) nmit dem pET21d-Vektorsystem in BL 21 (DE3) Zellen
entstand die ldee, Chimaren aus S. tuberosum pnt2 und H. niger pm
zu bilden, um den Nachweis der partiellen Funktionalitat der
S. tuberosum pnt2 zu f dhren.

W e unt er B 2.2.11.2 beschri eben, wur de di e Chi mar e HS
(H niger pnt + S. tuberosum pnt2) wund SH (S. tuberosum pnt2 +
H niger pnt) hergestellt. Fir die Expression wurde der Bakterien-
stamm BL 21 (DE3) unter optimerten Expressionsbedi ngungen (C 7.1)
ei ngeset zt .

Die Expression der Chimare HS war negativ. Wder im |6slichen noch
unl 6sli chen Bakt eri enl ysat konnt e Uberexprimertes Protein
nachgewi esen  werden. PMT- Akt i vi t at konnte im [|6slichen und
unl 6sli chen Bakterienlysat nicht genessen werden.

Die Expression der Chindare SH verlief positiv. D e Uberexprimerte
Protei nmenge im |dslichen Bakterienlysat war relativ gering. Ein
PMT- Aktivitatstest belegte aber eine Mthyl gruppentbertragung auf
Putrescin.

Generel | musste festgestellt werden, dass sich die SDS-Cel-
el ektrophorese als Analysennethode fir dieses Expressionssystem
nicht eignete, da sich auch im |08slichen Bakterienlysat aus
BL 21 (DE3)-Zellen nit PpET21d-Leer-Plasmid ein Protein nmt einem

Mol ekul argewi cht von ca. 38 kDa mit hoher Intensitat fand.
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Abb. C-16 Heterol oge Expression verschi edener PMI in pET21d

N.t. — N cotiana tabacum pnt; D.s. — Datura stramonium pnt; Hn. -
Hyoscyamus niger pnt; SH — Chinmare aus Solanum tuberosum pnt2 und
Hyoscyanus ni ger pnt; pET21d -  Vektorkontrolle; I — lésliches
Bakteri enlysat; ul — unldésliches Bakterienlysat; M — Proteinmarker; rote

Kast chen — rekonbi nantes | 6sliches Protein

We in Abb. C 16 zu sehen, korreliert das starkste Proteinsignal im
| 6sli chen Bakterienlysat (lI) mt dem theoretischen Mol ekul argew cht

der einzelnen PMI Proteine. Fiur die N tabacum D. stranopnium

H niger PMI mt Histidin-Anhang und die Chindare SH mt Histidin-

Anhang wurden theoreti sche Ml ekul argewi chte von 41,9 kDa; 38,6 kDa;

38,0 kDa und 38,0 kDa berechnet. Mt den | 6slichen Bakterienlysaten
wurden im Anschluss Aktivitatstests durchgefihrt. Dabei wirden
spezifische Aktivitaten fir die N tabacum PMI (25,6 pkat/ng
Protein), H niger PMI (90,5 pkat/nmg Protein) und Chinmare SH
(66,6 pkat/mg Protein) genessen.

M1t di esem Expressionsexperinent konnte gezeigt werden, dass die
ersten 165 Am nosauren des PMI2-Klons fusioniert mit der H. niger

PMI ein funktionelles Protein ergeben. Da es allerdings nicht

gel ang, den konpletten PMI2-Klon in einem bakteriellen System zu
exprimeren, wurde das Expressionssystem entschei dend geédndert. Ein

eukaryoti sches Expressi onssystem kam zum Ei nsat z.
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C7.4 pnmt2-Klon in Pichia pastoris

Fur die Expression des pnt2-Klons wurde der Vektor pPlCZoA
(Invitrogen) in den nethylotrophen Hefestdnmen GS115 und KM/1H
(beide Pichia pastoris-Stame) verwendet (Tschopp et al. 1987). Mt

di esem Vektor konnen Fusionsproteine nit o-Faktor Sekretionssignal
(N-ternminal) aus Saccharonyces cerevisiae (Brake et al. 1984; Brake
1989) einem c-nyc-Epitop (C-ternminal) und einem Histidin-Anhang
(Cternminal) exprimert werden. Der Vorteil dieses Systems bestand
darin, dass auf eine aufwendige Aufarbeitung der Hefezellen
verzichtet werden konnte, da das Fusionsprotein aktiv aus den

Hefezellen in das Medium abgegeben wi rd. Beide Hefestdnme jeweils

mt pPl CZoA-pnt 2- Pl asm d und pPl CZaA- Leer-Pl asnm d wurden uber 4 Tage
i nkubiert. Alle 8 h wrde eine Probe entnomen und mt SDS-Cel-
el ektrophorese und Silberfarbung untersucht. Wder im Hefepellet
noch im Medium konnte ein Proteinbande in der Go6Re des
Fusi onsproteins (49,1 kDa) nachgew esen werden. Der PMI-AKtivitats-
test war ebenfalls negativ. Auch eine Konzentrierung von 250 m
Medium (nach 3 Tagen |Inkubation) auf 5 m fdhrte weder zu einer
Prot ei nbande in der G 0Re des Fusionsproteins auf dem SDS-CGel noch
ZU einem positivem Aktivitatstest. Somt konnte auch die Expression
geringer Mengen Protein ausgeschl ossen werden. Zusamenfassend nuss
festgestellt werden, dass auch hier eine Expression des PMI2-Klons

ni cht nbglich war.
C 7.5 spds-Klon in Escherichia col

Auf bauend auf den Erfahrungen mit der pnt-Expression wrde fir die
spds- Expressi on auch das pET21d-Vektor-System genutzt. Auf Gund des
nat urlichen Vorkonmmens von Sperm di nsynthasen in E. coli nusste der
Bakt eri enstamm HT 551 eingesetzt werden, bei dem die neisten spds-
und sandc- Gene deletiert sind (Xie et al. 1993). Dieser Bakterien-
stamm wurde uns freundlicherweise von Prof. Takashi Hashinpto
(Graduate School of Biological Science, Nara Institute of Science
and Technol ogy, |koma, Nara, Japan) zur Verfigung gestellt. Die
I nduktion erfolgte Uber Nacht bei 16 °C und nit einer |PTG
Konzentration von 1 mM (Hashinbto et al. 1998b). Nach Lyse der

Bakterien wurde eine SDS-Cel el ektrophorese durchgefuhrt, bei der im
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| 6slichen Bakterienlysat im Vergleich zur Kontrolle (HT 551-Zellen
nit pET21d- Leer pl asni d) eine Proteinbande in der G oO6RBe des
erwarteten Proteins (ca. 40 kDa) detektiert wrde. E n SPDS-
Aktivitatstest (B 2.3.5) mt dem |08slichen Bakterienlysat wurde
durchgefdhrt und eine spezifische Aktivitadt von 34 pkat/nmg Protein
genessen. Die Kontrolle zeigte keine SPDS-Aktivitat. Nach diesem
positiven Test wur de das SPDS- Prot ei n mt Ni > Affinitéats-
chromat ographie gereinigt (B 2.3.6.1). Hierbei wurde das AKTA 100-
System (Pharnacia) nicht eingesetzt, sondern mt einem Schlauch-

punpensyst em gearbei tet.
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Abb. C 17 SDS- Gel SPDS- Rei ni gung

| — I6sliches Bakterienlysat; M — Proteinmarker; D — Durchflussfraktionen;
W — Waschfraktionen; E - Elutionsfraktionen

In den Elutionsfrakti onen war deutlich ein Protein mt der G 6Re von
ca. 40 kDa zu sehen, welches dem theoretischen Ml ekul argew cht der
SPDS nit Histidin-Anhang von 39,3 kDa entsprach. Mt den vereinigten
El uatfrakti onen wurde eine spezifische Aktivitat von 309 pkat/ng
Protein bestimmt. Wder eine PMI- noch Sperninsynthaseaktivitat

konnt e genessen werden.
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C 8 Bi ochem sche Charakterisierung der PMI

Kat al yti sche Paranmeter wurden ausschliel8lich von der PMI bestinm
(G 6.2). Eine Charakterisierung der SPDS wurde nicht durchgefihrt,
da nur geringe Mengen an dcSAM zur Verfigung standen. dcSAM i st
kaduflich nicht zu erwerben. Um dcSAM in ausreichenden Mengen
bereitzustel |l en, war e ei ne Unrset zung von SAM durch di e
Sol anum t uber osum SAMDC denkbar (Arif et al. 1994). Die Reinigung
von dcSAM konnte durch HPLC erfol gen (Graser et al. 2000).

Die Ky und Vi Bestinmung von Putrescin erfolgte in Anlehnung an
Walton und Mtarbeiter bei einem pHWrt von 9,0 (Walton et al.
1994). In einem Konzentrationsbereich von 0,01 mMbis 3 nMwirde die
Urset zung von Putrescin bestinmmt (B 2.3.6.3). Es ergab sich ein
K Vert von 257 pM und Viex von 2,43 nkat/ng Protein.

Die Spezifitat des Enzyms wurde durch Umrsetzungs- und Hemmversuche
mt Substratanal oga bestimt. Verwendet wurden natirlich vorkomrende
Substrate we Spermdin und Cadaverin (1,5-Di am nopentan) und
Substrate mt struktureller Anhnl i chkei t zZu Putrescin w e
n- Butyl am n, 1, 6-Di ami nohexan und 1, 7- Di ani nohept an.

Di e Unsetzung der Substratanaloga erfolgte nach (B 2.3.6) nmt 9 ug
gereinigtem Protein und einer Konzentration von 1 nmM Resultat
di eser Unmset zung war, dass Kkeines dieser Mno-, D - wund Trianne
durch di e PMI ungesetzt wurde.

Die Hemmung der PMI-Aktivitat durch Substratanal oga wirde anal og
durchgefihrt. Die Konzentration von Putrescin und dem Substrat-

anal ogon betrug 1 mv

spezi fi sche Sp rel ative

Substrate Akti vitat Akt i vitat
nkat/nmg Protein | nkat/ng Protein %
Putrescin 1,720 0, 165 100
Putrescin + n-Butylamn 0, 546 0, 026 32
Putrescin + 1,5-D am nopent an 0, 863 0, 190 50
Putrescin + 1, 6-Di am nohexan 1,273 0, 271 74
Putrescin + 1,7-D am noheptan 1, 159 0, 211 67
Putrescin + Spermdin 1, 594 0, 212 93

Tab. G4 Mttelwerte und Standardabwei chungen (Sp) der PMI-Henmmversuche mit
ver schi edenen Substrat anal oga

Die Mttelwerte sind aus 3 unabhangi gen Messungen berechnet.
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C 9 Expressionsanal yse der pnt und spds-
Transkripte

Die Expressionsanal yse der pnt - und spds-Transkripte sollte
Auf schl uss Uber die gewebsspezifische Lokalisation der Transkription
bei der Gene geben. Fiur Northern Blots wirde Gesant-RNA aus
ver schi edenen Kartof f el geweben isoliert, wobei den Kartoffel knol | en-
geweben besondere Aufnmerksankeit gew dnmet wurde. Der Fokus auf diese
Gewebe ist darin begrindet, da zum einen ausschlieBlich in 1 nm
Kartoffel keimen (C 4) eine PMI-Aktivitat genmessen wurde und zum
anderen N-Methylputrescin nur in Kartoffelaugen, deren Dornanz
gebrochen war und 1 mm Kartoffel keinen akkunulierte (C 1.2). De
besondere Schwi erigkeit in der Northern Blot-Analyse bestand darin,
spezi fi sche Sonden zu finden. Zw schen der pnt und spds bestand eine
Honol ogie von 66% Ildentitat. Diese fihrte oft zu Kreuzhybridi-
si erungen. Deshalb wurden pnt-Sonden mit einer L&nge von 1023 bp,
700 bp, 500 bp 300 bp und 200 bp nmit Hlfe des Dot Blot (B 2.2.9)
auf Spezifitat getestet. Die einzige spezifische pnt-Sonde war ein
200 bp langes Fragnment vom 5 -Ende der pnt. Fiur die spds wirde
ebenfalls ein 300 bp | anges Fragnent vom 5 -Ende der spds gefunden,
wel ches spezifisch hybridisierte. deichnillige Gesamnt-RNA-Mengen
konnten durch Kontrollhybridisierung mt einer 18S rRNA-Sonde aus

Lycopersi con escul entum gezei gt werden (Dobrowol ski et al. 1989).
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Abb. C-18 Northern Bl ot pnt/spds

1 Kart of f el schal e 8. St engel

2 Kart of f el augen dor mant 9. St ol one

3. Kart of f el augen Start Kei mung 10. untere Bl atter
4. Kartoffel keine 1 nmm 11. mttlere Blatter
5. Kartoffel keine 3 nmm 12. obere Bl atter

6. Kartof fel keime 10 nm 13. Bl Gt en

7. Wir zel n

Gesant - RNA wurde aus verschi edenen Geweben isoliert. 20 pg wurden in einem
denat uri erenden Agar osegel aufgetrennt und auf eine Nyl onmenbran geblottet.
Die Hybridisierung erfolgte zum einen nit einem 200 bp |angen N-terminal en
pmt - Fragnment und zum anderen nit einem 300 bp langen N-term nalen spds-
Fragnent. d eiche Gesant-RNA-Mengen konnten durch Kontroll hybridisierung
mt 18S RNA aus L. escul entum bel egt werden.

Der Northern Blot zeigte ubiquitéares Vorkomen von spds- Transkri pt,
wahrend das pnt-Transkript ausschlieBlich nur in Kartoffelaugen zu
Begi nn der Keinmung, in Kartoffelkeimen nmit einer Lange von 1 und
3 mm Lange gefunden wurde. Ein sehr schwaches Signal wurde auch in
Wirzel n detektiert.
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C 10 Genom sche Strukt ur

Mt Hlfe der Southern Blot-Analyse (B 2.2.8) erfolgte die
Unt er suchung der Kopi enzahl von Genen der pnt und spds im Sol anum
tuberosum Genom Dazu wurde DNA aus Kartoffelblattern isoliert
(B 2.2.1) und mt den Restriktionsenzynen EcoRV, HndlIll und Spe
uber Nacht geschnitten. Die cDNA der S. tuberosum pnmt und spds
enthalten keine dieser Restriktionsschnittstellen. Die Hybridi-
sierung erfolgte nacheinander mt den wunter C 9 beschriebenen
Sonden. Zwi schen den Hybridisierungen erfolgte ein Waschschritt, bei
dem di e radioaktiven Signale vollstandig von der Menbran entfernt

wur den.

EcoRV Spe EcoRV Spe
kbp HindITII HindITII

5- |7 .
4 -
3_ -
2- ; |
. %
-
. A " : :
; * ! v : w3 ‘:-ﬁ‘?ﬁ:
L7, 4 ..i , ;
e Pl R
PMT SPDS

Abb. C-19 Southern Blot pnmt und spds

Genoni sche DNA wurde aus Bl attern isoliert. Uper Nacht wurden 20ug mit den
Restri ktasen EcoRV, Hndlll und Spe verdaut, in einem denaturierenden
Agar osegel auf getrennt und auf eine Nylonnenbran geblottet. Die
Hybridi sierung erfolgte nit den gleichen Sonden, we unter Abb. C 18
erwahnt .

Der Southern Blot stiutzt die Ergebnisse der cDNA-1solierung von pnt
und spds in denen jeweils zwei unterschiedliche cDNA-KIone gefunden
wurden. Di e Ergebnisse zeigten, dass es sich hierbei jeweils um zwei

Gene handel n nuss.
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D D skussi on

D 1 Die Polyam ne

D 1.1 De Verteilung der Polyam ne

Pol yam ne sind bei physiol ogi schem pH Wert als Pol ykationen in allen
| ebenden Organismen zu finden. In Pflanzen spielen sie Dbei
viel faltigen biologischen Prozessen, wie Wachstum Entw cklung und
abi oti scher Stressabwehr eine wichtige Rolle (Flores et al. 1989;
Evans et al. 1989; Galston et al. 1990). Am Beispiel von Arabidopsis
thaliana wurde die Bedeutung der Polyam ne fur Wachstuns- und
Entwi ckl ungsprozesse naher untersucht. Dabei konnte eine Verbi ndung
ZW schen verm ndertem Zellwachstum und Zel I tei l ungsraten in
transform erten Arabidopsis-Pflanzen wund niedriger Sperm nkonzen-
tration nachgewi esen werden (Hanzawa et al. 2000; Hanzawa et al.
2002). AuBRerdem konnte ein Zusammenhang zw schen Stoérungen der
Enmbr yonal ent wi ckl ung von Ar abi dopsi s- Sanmen und erni edrigter
Sper m di nkonzentrati on hergestellt werden (Imai et al. 2004).

Auf Gund der polykationi schen Struktur kdnnen Pol yam ne an negativ
gel adene Mol ekile wie DNA (Basu et al. 1990), Proteine (Apel baum et
al . 1988) und Menbranvesi kel (Tassoni et al. 1996) binden. Pol yam ne
sind in Pflanzen aber nicht nur als freie basische Verbindungen zu
finden, sondern liegen oft in konjugierter Form vor. Dabei reagieren
die basischen Polyanine nmit Hydroxyzintsauren w e Kaffeeséaure,
Ferul asdure und p-Cumarsdure zu Ami den (Negrel 1989). Diese Reaktion
erfolgt z.B. bei Putrescin durch eine Putrescinhydroxycinnanoyl -
transferase (Meurer-Ginmes et al. 1989).

In Kart of f el wur den freie Pol yamni ne im Zusanmenhang mt
Knol | enbildung (Protacio et al. 1992; Taylor et al. 1993) und
Kei mung von Knol l en (Kaur-Sawhney et al. 1982; MKkitzel et al. 1989)

untersucht. In in vitro Kartoffelsystenen w e Internodi enkulturen
(Protacio et al. 1992; Mader 1995; WMder 1997; Mader 1999) und
Suspensi onskul turen (Scaramagli et al. 2000) wurden freie und

konj ugi erte Pol yani ne genmessen.
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Um ei nen Eindruck Uber die Verteilung der Polyam ne in der gesanten
Kartof fel pfl anze zu gewi nnen, wirden in der vorliegenden Arbeit
Unt ersuchungen in Kartoffel geweben vorgenonmen, bei denen neben
freien Polyam nen, |6sliche und unl 6sliche konjugierte Polyamne in
die Messungen nmit einbezogen wirden (C 1.2). D ese Messungen
er gaben, dass der Ant ei | von konj ugi erten Pol yam nen an
Gesant pol yam nen durchschnittlich 75% betrug, zum Teil aber auch bis
auf 88% ansteigen konnte (C 1.2). Dieser Unstand verdeutlicht die
Not wendi gkeit ei ner hydrol yti schen Spal tung vor der Pol yam nnessung.
Besonders hervorzuheben war der enorne Anstieg der Putrescin- und
Sper m di nkonzentration in stark proliferierenden Geweben. Dies
konnte wahrend der Keinmung von Kartoffel knollen deutlich beobachtet
werden. Binnen kurzer Zeit (3 Tage) kam es zu einer Verdopplung der
Putrescin- und Sperm di nnengen in Augen, deren Dormanz gebrochen
war, im Vergleich zu dornmanten Augen (C 1.2).

Von Kaur-Sawhney und Mtarbeitern wurden ebenfalls Polyamne in den
gl ei chen Geweben bestimm (Kaur-Sawhney et al. 1982). Allerdings
wirde nur ein Bruchteil der tatsachlich gebildeten Polyam ne
erfasst. Zusatzlich wrden die Enzymaktivitaten der ODC, ADC und
SAMDC (A 2.3) in den gleichen Geweben vernessen (Kaur-Sawhney et al
1982). Dabei wurde festgestellt, dass es wihrend des Keinstarts zu
starken Steigerungen der relativen Aktivitat von ODC (um ca. 200%
und SAMDC (um ca. 100% kam wahrend die Steigerung der relativen
Aktivitat von ADC (umca. 20% signifikant niedriger ausfiel. Die
OCDC ist somt das limtierende Enzym der Putrescinsynthese von
Kartof fel .

Auffallig waren aulBerdem die hohen Gesantkonzentrationen von
Putrescin, Spernmidin und Spermin in Bluten (C 1.2). Hermt konnte
eine Affinitat dieser Stoffe zu DNA-reichen Geweben, w e Frucht-
knoten und Pollen bel egt werden, da zudem auch der grofte Teil der
Pol yam ne gebunden vorlag. Zu di esem Schluss kamen auch Fi gueras und
Mtarbeiter, die N cotiana plunbaginifolia-CGwebe untersuchten. Auch
hier wurde festgestellt, dass in N plunbaginifolia-Bluten die
héchst e Gesant pol yam nkonzentration im Vergleich zu allen anderen
Geweben zu finden war. Ein positiver Zusanmenhang zw schen Pol yam n-
konzentration in Bluten und Polyploidie konnte nicht hergestellt

werden (Figueras et al. 1990).
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Aus den Pol yam nmessungen dieser Arbeit ist aulBerdem ersichtlich,

dass die Sperm di nakkumulation mt der Put r esci nakkunul ati on
synchron verlauft, die Sperm dinsynthase denmmach im Polyam n-

stof fwechsel der Kartoffel keine limtierende Funktion besitzt,

sol ange entsprechendes Co-Substrat in Form von decarboxyliertem SAM
vorhanden ist. Dies wird durch die SAM Decarboxyl ase bereit gestellt

(Taylor et al. 1992; Arif et al. 1994). Antisense- und sense-

Transformati onen mt der SAM Decarboxyl ase nachten deutlich, dass
dieses Enzym das limtierende Enzym in der Spermdin- und
Sperm nsynt hese der Kartoffel ist (Kunmar et al. 1996; Pedros et al.

1999), .

D 1.2 NMthylputrescin — H nweis auf eine aktive PMI

Der Nachweis von N Mthylputrescin in Kartoffel geweben war das
wi chtigste Ergebnis der Pol yam nnessungen und Bel eg fiur eine aktive
PMI in di esen Geweben.

Erstmals wurde *C-markiertes N-Methylputrescin in einem Assay nmit

Putrescin und C-rmarkiertem SAM nach Proteinextraktion von
N. tabacum Wirzeln detektiert. AnschlieRend wirde aus diesem
Protei nextrakt die erste PMI gereinigt und ihre Funktion in der

Ni coti nbi osynt hese beschrieben (M zusaki et al. 1971). Zusatzlich
wurden N. tabacumWirzeln auf Internmediate der Nicotinbiosynthese
untersucht. Freies N Methylputrescin wrde mt einer Konzentration
von 1 punol/g TM detektiert (Feth et al. 1989).

N- Met hyl putrescin wirde bisher nicht nur in N tabacum gefunden,

sondern auch in Pflanzen die Tropanesteral kal oi de bilden kdénnen. 1In
A. bell adonna-Wirzeln wurden 0,3 pnmol/g TM Gesant - N- Met hyl putrescin
detektiert. Nach Transformation mt N tabacum PMI stieg die
Konzentration von Gesant-N Methyl putrescin in den Wirzel n transgener

A. bell adonna- Pfl anzen auf 0,6 bis 0,95 punol/g TM an (Rothe et al.

2003). Auch in einer H albus- Wrzelkultur konnte 1,5 unol/g T™M
freies N-Methyl putrescin genmessen werden (Hashinoto et al. 1989c).

Aus A. belladonna wie auch H al bus wrden PMI in Verbindung mt der

Tr opanest er al kal oi dbi osynt hese untersucht (Hibi et al. 1992; Suzuki

et al. 1999a).
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I m Gegensatz zu den Messungen von Nicotin- und Tropanesteral kal oi d-
produzi erenden Pflanzen konnte in den Wirzeln von Sol anum tuberosum
kei n N-Met hyl putrescin gefunden werden. AusschlielRlich in Kartoffel-
augen, zu Beginn der Keimung (1,05 pmol/g TM und in 1 mm Kartoffel -
keimen (0.75 upmol/g TM wurde Gesant-N Methyl putrescin detektiert
(C 1.2). Die Werte waren vergleichbar nmit denen von N cotin- und

Tr opanest er al kal oi d- produzi erenden Pfl anzen.

D 2 Die heterol oge Transformation

D 2.1 Die physiol ogi sche Bedeutung der PMI

In Sol anum tuberosum akkumulieren weder Nicotin noch Tropanester-
al kal oi de. Ausschliel3lich Calystegine, eine polyhydroxylierte Form
der Tr opanal kal oi de, wurden  gef unden. Die hochsten  Gesant-
Cal yst egi nkonzentrationen (bis zu 100 pnol/g TM wirden in 1 - 3 mm
| angen Kartoffel keimen detektiert (Keiner et al. 2000) . Der
Ver gl ei ch des nol ar en Ver hal t ni sses von Cal yst egi nen zZu
N- Met hyl putrescin koénnte nbglicherweise zu dem Schluss fuhren, dass
die Bildung von N-Methylputrescin fiur die Calysteginbiosynthese
limtierend ist.

Dies wrd deutlich, wenn man die Putrescinnenge mt der
N- Met hyl putrescin- und Sperm dinnenge in Kartoffelaugen zu Beginn
der Keimung vergleicht (C 1.2). MNur ca. 1/10 des =zur Verfuigung
stehenden Putrescins wrd von der PMI fir eine N Mthylierung
genut zt, wahr end di e SPDS das vor handene Putrescin nahezu
vol I standig unsetzt (C 1.2). Unterschiedliche Enzyneigenschaften
kénnten Ursache fur diese Ergebnisse sein. Fiur N tabacum PM,
H al bus PMI und D. stranmoni um PMI wurden K,;Werte fir Putrescin von
400 pM 277 PM und 310 pM bestimm (M zusaki et al. 1971; Hibi et
al . 1992; Valton et al. 1994). Auch fidr die S. tuberosum PMI wurde
ein ahnlicher K;Wert fir Putrescin von 257 pM berechnet (C 8). Im
Cegensatz dazu wurden fiur Brassica pekinensis SPDS, dycine max SPDS
und Senecio vulgaris SPDS K, Werte fur Putrescin von 32 uM 30 pM und
21 uM genessen (Sindhu et al. 1984; G aser et al. 2000; Yoon et al.
2000). Der Ky;Wert der S. tuberosum SPDS fir Putrescin konnte auf
Grund fehl enden Co-Substrates (dcSAM nicht ernmittelt werden.
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Die Affinitat zu Putrescin ist demmach bei PMI wesentlich schwicher
ausgepr agt als Dbei SPDS. Der Ei nfluss der PMI  auf die
Pol yam nbi osynt hese i st daher begrenzt.

Fur die Calysteginbiosynthese kdnnte die PMI jedoch ein Schl issel -
enzym bei m Ubergang vom Prinmér- zum Sekundéar st of f wechsel sein. Man
ninmt an, dass sie fur den netabolischen Fluss der Calystegin-
bi osynt hese entscheidend ist. Aus diesem Grund sollte die Aktivitat
der PMI' durch heterologe Transformation verdndert werden, um

Auswi r kungen auf di e Cal ystegi nbi osynt hese zu unt ersuchen.
D 2.2 Die Transformati on von Kartoffel bl attern

Da Polyam n- und Calystegi nnessungen (C 1.2, C 2) zeigten, dass
weder in einer in vitro Wirzelkultur noch in in vitro Pflanzen von
Kartoffel N Methylputrescin und Cal ystegine zu finden waren, kam fir
ei ne heterologe Transformation von PMI-cDNA grundsatzlich nur eine
Transformation in Frage, die die Regeneration von transgenen
Kart of fel pfl anzen ernibglichte. Diese sollten spater im Gewdchshaus
in Erde kultiviert werden, um daraus Kartoffelknollen zu gew nnen.
Nach einer Dormanzphase sollten diese zur Keinmng gebracht werden,
um darin N- Met hyl put resci n und ander e I nt ernedi ate der
Cal yst egi nbi osynt hese zu messen. Fur eine solche Transformation ist
der Einsatz von Agrobacterium tumefaciens Ublich. D ese koénnen zur
Transformation von Internodien (Beaujean et al. 1998), Blattern
(Tavazza et al. 1989) und Schei ben von Kartoffel knollen (Stiekena et
al . 1988) eingesetzt werden.

Bei Agr obakt eri en- Tr ansf or mat i onen, die sich mt Sekundarstoff-
Enzynen beschaftigen, kann es jedoch allein durch Integration der
rol A, B- und CCGene des R -Plasmds von Agrobakterien zur
Beei nfl ussung der Sekundéar st of fbi osynthese komen. Dies wurde bei
ei ner Transformation mt Agrobacterium rhizogenes und A. bell adonna-
Blattern festgestellt (Bonhomme et al. 2000). Wirzel kulturen die aus
dieser Transformation resultierten, enthielten zw schen 4- und
27-mal nmehr Hyoscyamin und Scopolamin als untransformerte Wrzeln
von in vitro Pflanzen. Bei einer weiteren Transformationen mt
A. rhizogenes und N tabacumBlattern mt anschlielB3ender Pflanzen-

regeneration fuhrte die Integration der rol A, B- und C Gene zu



D skussi on 84

ei ner Erhéhung der Nicotinakkumulation (6fach in den Wrzeln und
li1fach in den Blattern) (Palazon et al. 1997; Palazon et al. 1998).
In der vorliegenden Arbeit sollten Problene, die in Folge der
Integration von rol-CGenen entstehen kodnnen, ungangen werden. Im
Rahnmen einer Kooperation mt dem John Innes Centre Norw ch
(G oRbritanni en) bestand die Mglichkeit einer particle bonbardnent-
Transformati on ohne den Einsatz von Agrobakterien. Diese direkte
Transformati onsnet hode wurde bereits mt N tabacum Bl attern (Leech
et al. 1998; Rocha et al. 2002), C. roseus-Blattern (Hlliou et al.
1999) wund H rmuticus-Blattern (Zeef et al. 2000) erfolgreich
durchgefihrt. Bis zu diesem Zeitpunkt (1999) gab es jedoch noch
kei ne Erfahrungen mt S. tuberosum

Auf Grund der hohen Auslastung der particle gun stand fir die
Transformation nur eine begrenzte Anzahl (150) bonbardnents zur
Verfigung. Mt der A Dbelladonna pnmt in sense- und antisense-
Oientierung, der S. tuberosum trll in sense- und antisense-
Oientierung und dem Leerplasmid pBl121 wrden jeweils 30
bombardment s durchgefihrt. Aus diesen ergab sich eine grof3e Anzahl
von Kalli (Tab. C 1), da sich aus einem bonbardierten Blattstick oft
nmehrere unabhangige Kalli bildeten. Aus ca. 20% der Kalli konnten
wahrend der Regeneration Pflanzen gebildet werden (C 3.1). Bringt
man die Anzahl von regenerierten Pflanzen (63) mt der Anzahl von
bonmbardnments (150) ins Verhdltnis, so l|&sst sich feststellen, dass
etwa jedes 2. bonbardnment zu einer regenerierten Pflanzenlinie
fahrte.

D 2.3 Die Mirrphol ogie der Transfornmanden

Nicht alle in vitro Pflanzenlinien konnten untersucht werden, da sie
imLaufe der Experinmente auf Grund von VWAchstunsstorungen verstarben
(C3.2).

Al's Ursache koénnte ein verschobenes Polyam ngleichgewicht in den
PMr-transform erten Pflanzen gesehen werden. Nach Transformation der
S. tuberosum S-Adenosyl -L-nethi oni ndecarboxylase (SAMDC) in anti-
sense Orientierung konnte ein Zusamenhang zw schen verm nderten
Sperm di n- und Sperm nnengen in den transgenen Kartoffel pflanzen und
den in dieser Ar bei t beobacht et en nor phol ogi schen Ef f ekt en

hergestellt werden (Kumar et al. 1996). Ahnliche Beobachtungen
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wurden auch nach antisense-Transformion der Sperm nsynthase aus
A. thaliana gemacht. Als U sache fir gehemtes |nternodi enwachstum
wurden die niedrigen Spermninkonzentrationen in Folge der Trans-
formati on gesehen (Hanzawa et al. 2000). Beide Transformationen
zeigten, dass Polyanine eine essentielle Rolle beim Wachstum von
pflanzlichen Zellen spielen kodnnen. Die Polyam nnessungen (C 3.5)
di eser Arbeit zeigten aber sowohl in den pnt-sense als auch in den
pnt-anti sense Pflanzenlinien &hnliche Spermdin- und Spermnwerte
(G 3). Des galt auch fiur untransformerte Pflanzen. Somt ist kein
di rekter Zusanmmenhang zw schen den Mengen dieser beiden Polyani ne
und der Morphol ogi e der regenerierten Pflanzen erkennbar

In den Polyam nnessungen (C 3.5) konnte weiterhin festgestellt
werden, dass die Putrescinwerte in den pnt-antisense Pflanzenlinien
(G 3) erhoht waren. Diese Erhdhung allein kénnte auch zu norpho-
| ogi schen Ver @nderungen der Pflanzen gefihrt haben. Dies zeigte eine
Transformation der Avena sativa Arginindecarboxylase (ADC) in
N. tabacum (Masgrau et al . 1997) . Bei di eser konnten nach
i nduzierter Expression der ADC erhohte Putrescinwerte festgestellt
werden. Diese korrelierten ebenfalls mt den gleichen Veréanderungen
im Phanotyp (C 3.2). Da aber bei den pnm-sense-Pflanzen und
Vekt orkontrol | pfl anzen die gleichen norphol ogi schen Effekte fest-
gestellt wurden (G 3), diese aber viel niedrigere Putrescinwerte als
die pnt-antisense Pflanzen aufw esen, ist ein Zusammenhang zw schen
Put resci nkonzentrati on und Mrphol ogi e nicht festzustellen.

Die gleichen nor phol ogi schen  Veranderungen wurden auch be

Transformati onen mt Enzynmen beobachtet, die sich nicht mt der
Pol yam nbi osynt hese beschaftigten. Eine A rhizogenes-Transformtion
der Hyoscyani n-6p- hydroxylase (H6H) mt Duboisia-Hybrid-Blattern
(Duboi sia nyoporoides X Duboisia leichhardii) wund anschlielender
Pfl anzenregeneration fuhrte ebenfalls zu einem stark veranderten
Ph&notyp, mt den gleichen Merkmalen, we in dieser Arbeit
beschri eben (Palazon et al. 2003). Die Usache fir die vorliegenden
Ver &nderungen wurde in der Expression von rol-Cenen des Ri-Plasmds
von A. rhizogenes gesehen, die fir diese Transformation eingesetzt
wurden (Tepfer 1984). Dieser Effekt kann bei einer particle
bonbar drent - Tr ansf or mati on ausgeschl ossen wer den. Bei dem
verwendeten Transformationsplasnmid pBl 121 (dontech) handelt es

sich um ei nen binaren Vektor, der keine rol-Gene enthdlt. Innerhalb
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der T-DNA werden lediglich die Kananycinresistenz, der 35S-Pronptor
und die zu transform erende DNA Ubertragen (B 1.3).

Vielmehr ist zu vermuten, dass die Wchstunsstdrungen Folge des
Ei nsat zes von Phot ohornonen wdhrend der Regenerationsphase waren.
Cytokinine we Zeatin, Zeati nri bosi de, | sopent enyl adenin  und
| sopent enyl adenosi n kdnnen einen Einfluss auf die Mrphol ogie von
invitro Kartoffel pfl anzen haben. Dies konnte durch die Expression
des Schl Uissel enzyns der  Cytoki ni nbi osynt hese, die |sopentenyl-
transferase (ipt) aus Agrobacterium tunefaciens, in Kartoffel-
pfl anzen gezei gt werden (Machackova et al. 1997). Eine stark erhdhte
Cyt oki ni nkonzentration in den transgenen Kartoffelpflanzen hatte
ahnli che norphol ogi sche Veranderung zur Folge. Durch die |angen
| nkubati onszeiten der Kalli auf Sprossinduktionsnmedium (B 2.2.13.2)
sind ebenfalls hohe Cytokininkonzentrationen in den regenerierten
Pflanzen zu vermuten. Der Einfluss dieser Substanzen auf die
Mor phol ogi e wurde besonders deutlich bei Pflanzen, die sich erst
nach mehreren Mnaten entw ckelten. Sehr wenige Pflanzen, die sich
schon nach 6 W chen bildeten, zeigten im Gegensatz dazu Kkeine
nor phol ogi schen Aufféalligkeiten. Die grofle Mhrheit der Pflanzen
entwi ckelte sich jedoch erst nach 4 - 6 Monaten Sprossinduktion.
Nach Sprossinduktion wurden die Pflanzen auf Hornmon-freies Medium
ungeset zt . Mor phol ogi sche  Veranderungen hatten aber weiterhin

Best and.

D 2.4 De Transfornationsrate

Alle regenerierten Pflanzenlinien waren Kananycin-resistent und
zeigten die Integration von Transfer-DNA (T-DNA) (C 3.3).

Ausschl aggebend fur eine erfolgreiche Transformation ist aber nicht
nur eine hohe Integrationsrate der T-DNA, sondern die Expression von
exogener T-DNA oder Hemmung der Expression endogener DNA. Um die
Transgenitat der Pflanzenlinien zu untersuchen, wrden Transkript-
unt er suchungen durchgefihrt (C 3.4). Diese ergaben fiar die pnmt- und
tril-sense Linien keine erhdhten Transkriptnmengen in Blattern

pnt -anti sense Linien konnten nicht wuntersucht werden, da ent-
sprechendes Kartoffel knollenmaterial nicht zur Verfigung stand.
tril-antisense Linien zeigten &hnliche Transkriptnmengen in den
Wirzeln, mt Ausnahne der Pflanzenlinie TRIITAS 39, welche eine
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erhohte trll-Transkriptnenge aufwies (C 3.4). Fur die Untersuchung
von trll-antisense Linien wiurde eine doppelstrangige cDNA-Sonde
verwendet, die nbglicherweise trll-antisense-RNA nmit detektiert hat.
Fir eine spezifischere Hybridisierung wire eine einzelstrangige
cDNA- Sonde (Condon 1999) gunstiger gewesen.

Weiterhin wurden Pol yam nnessungen in den pnt-transfornierten Linien
(C 3.5) und Internedi atnmessungen (C 3.6) in den trll-transformerten
Linien durchgefihrt. D ese bestatigten die Ergebnisse aus der
Transkri ptunt ersuchung. Zusanmenfassend kann deshalb festgestellt,
dass Frenmd-DNA in das Genom der Kartoffel pflanzen integriert wurde,
dass eine Expression exogener DNA oder Hemmung der Expression
endogener DNA nicht nachgew esen werden konnte. Die U sachen dafir
konnen vielfaltig sein und sind nur ansatzwei se aufgeklart.

Essentiell fir eine erfolgreiche Transformation ist der Kkorrekte
Ei nbau der verwendeten cDNA in den Pflanzenexpressionsvektor. Dies
wurde durch nehrfache Sequenzierungen belegt. Konstruktfehler im
Plasmd konnen somt ausgeschlossen werden. Vielnehr sind die
Ursachen fir die schlechten Transformationsraten in der eigentlichen
Transf or mat i onsnet hode zu sehen.

Bei einer particle bonbardnment-Transformation geht nman von einer
2-phasigen Integration der T-DNA aus, bei der es zunachst zu einer
extrachronosomal en Ml tinmerbildung durch Ligation und Neuordnung
konmt. AnschlieRBend komt es zur Integration in das Pflanzengenom
wobei das Multinmer als eine Einheit integriert wird (Kohli et al.
1998; Kohli et al. 1999). Bis zu diesem Schritt kann es jedoch zu
Ver &nderungen innerhalb der Frend-DNA komren, die eine Expression
ver hi ndern koénnen.

So kann es zu Mitationen und Del etionen nach der Penetration der
Frend-DNA in die Pflanzenzelle komen. Die Ubertragung der Frend- DNA
erfolgt bei particle bonbardnment-Transformationen mit Hlfe von
CGol dpartikeln. In Folge der Verletzung von Pflanzenzellen kann es
zur Aktivierung einer ganzen Enzynkaskade kommen, die fir die
Reparatur endogener DNA, aber auch fuar den Abbau exogener DNA
(Nukl easen) verantwortlich ist (Lippincott et al. 1969; Hunold et
al . 1994).
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Auch wahrend der Bildung von Miltinmeren kénnen Mutationen auftreten.
So kann die Frend-DNA vol |l standig, zum Teil aber auch unvollstandig
oder invers in das Multimer integriert werden (CGheysen et al. 1991;
Mayer hofer et al. 1991; Gorbunova et al. 1997).

Nach der Miltimerbildung wird die Frend-DNA in das Pflanzengenom
integriert. Die Integration kann abhangig vom Entw ckl ungsstadi um
der Pflanzenzelle sein. Bei einer Agrobakterium-Transformation von
Arabi dopsis thaliana konnte gezeigt werden, dass die Frend-DNA in
transkriptionell aktive Regionen des Genons wahrend der S-Phase des
Zel |l zyklusses integriert wurde (Coates et al. 1987; Koncz et al.
1989; Herman et al. 1990). Allerdings wrde auch festgestellt, dass
die Transformationsraten von particle bonbardnent-Transformati onen
in der M und G-Phase des Zellzyklusses hoher waren, als in der
S-Phase (lida et al. 1991), was darauf hinweisen konnte, dass eine
ent spannte Konformation des Chromatins wahrend der S-Phase fir die
Integration von Frend-DNA ni cht unbedingt erforderlich ist.

Zum anderen kann es bei Transformati onen auch wdhrend (Meyer et al.
1993; Park et al. 1996) und nach (Baul conbe et al. 1996; Baul conbe
1996) der Transkription zu Suppressionseffekten komen. Bei Leech
und Mtarbeitern wrde z.B. von einer 100% gen Co-Integration zweier
auf ei nander f ol gender Gene durch particle bonbardnent-Transformation
berichtet, bei der 26% der regenerierten N. tabacum Pflanzen keines
der beiden CGene exprimerte, 41%der Pflanzen nur ein Gen und nur
33% der Pflanzen beide Gene exprimerten. Suppressionseffekte nach
der Transkription wiurden als Usache fur die Transfornations-
er gebni sse gesehen (Leech et al. 1998).

D e Ef f ekti vitat ei ner Transformati on wird durch die
Transformati onsrate beschri eben. Sie kann von Pflanzenart zu
Pfl anzenart stark variieren. Bei einer particle bonbardnent-
Transformation mt H nuticus-Blattern wurde eine Transformations-
rate von 10% erreicht (Zeef et al. 2000). Eine particle bonbardnent-
Transformation von unreifen Oryza sativa-Enbryos zweier Reis-Sorten
fuhrte zu Transformationsraten von 3,8% und 4, 2% (Ti njuangjun et al.
2000) , wahr end ei ne particle bombar dirent - Tr ansf ornati on von
Phaseol us vulgaris-Enbryos eine Transformationsrate von 3% zum
Ergebnis hatte (Russell et al. 1993). Eine particle bonbardnent-

Transformation von unreifen Triticum aestivum Enbryos ergab zudem
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Transformationsraten von 1,2% 1,4% und 0,4% fur drei verschi edene
Sorten (Rasco-Gaunt et al. 1999).

Zum Schluss soll noch auf eine erfolgreiche, spater publizierte
particle bonbardnent-Transfornationen mit verschiedenen Kartoffel-
geweben ei ngegangen werden. Bei dieser wurde das Neonyci nphospho-
transferase-Gen (nptll) transformert (Romano et al. 2001). 413
bonmbardnents wurden mt Kartoffel schei ben, 1462 mt |Internodien und
157 mt Blattern durchgefihrt, bei denen Transformationsraten von
4% 31% und 2% erreicht wurden. Diese bezogen sich allerdings nur

auf di e Kananmyci nresi stenz der regenerierten Pflanzen.

Ei ne Transformation von Internodien (180) und dem B-d ucuroni dase-
Reportergen (GUS-CGen) ergab eine Transformationsrate von 7% bezogen
auf einen positiven GUS-Test der regenerierten Pflanzen. De
Er gebni sse von Romano und Mtarbeitern verdeutlichen, dass fiur eine
erfolgreiche particle bonbardnment-Transformation von S. tuberosum
auch eine entsprechende Anzahl von bonbardnments notwendig ist, um
nur ein einzelnes Gen zu exprimeren. Die Aufteilung der in dieser
Arbeit noglichen 150 bombardnments in 5 unterschiedliche Konstrukte
(C 3.1) erwies sich deshalb im Nachhinein als unglnstig. Eine
particle bonbar dnent - Tr ansf or mat i on von I nt er nodi en schei nt
Uberl egenswert, da nit diesem Gewebe hdhere Transformationsraten

erreicht wrden als mt Blattern (Romano et al. 2001).
D 2.5 Die Transformati onsergebni sse i mVergl eich

In der Vergangenheit beschaftigten sich zahlreiche Untersuchungen
mt dem Einfluss der PMI- Expr essi on  auf die Nicotin- und
Tr opanest er al kal oi dbi osynt hese. Dazu wurden verschiedene Trans-
formati onsexperinmente mt al kal oi dbi | denden Pflanzen durchgefihrt.
Die erzielten Ergebni sse waren sehr heterogen.

Am Bei spiel der Transformation von N sylvestris und A belladonna
nmt der N tabacum pm wurden erste Unterschiede deutlich. Hohe pnt-
Transkri ptnengen in Wirzeln und erhdhte N Methyl putresci nmengen in
den Blattern konnten bei beiden Pflanzenarten festgestellt werden.
Wahrend bei transgenen N. sylvestris-Pflanzen eine Steigerung der
Ni coti nkonzentration in Blattern um 40% beobachtet wuirde, konnte bei
transgenen A. bell adonna-Pflanzen keine Erhdhung der Hyoscyam n-

konzentration in Blattern festgestellt werden (Sato et al. 2001).
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Weitere Transformationen mt Tropanal kal oi d- produzi erenden Pfl anzen
verstarken den Eindruck, dass die PMI einen wunterschiedlichen
Ei nfl uss auf die Al kal oi dbiosynthesen besitzt. Mt einer Duboisia-
Hybri d-Pflanze (D. myoporoides X D. leichhardii) wirden ebenfalls
Transformationen mt N tabacum pnt durchgefihrt, die transgene
Wir zel kul turen zum Ergebnis hatten. Diese zeigten auch erhdhte
pnt - Transkri pt mengen und N- Met hyl put resci nkonzentrati onen in
Wir zel n, aber keine Erhohung der Tropanesteral kal oi dkonzentration
(Moyano et al. 2002). Im Gegensatz dazu fuhrten Transformati onen von
Datura metel und Hyoscyamus nmuticus nit N tabacum pnt zu transgenen
Wir zel kul turen mt erhéhtem Hyoscyam n- und Scopol anmi ngehal t.
Aussagen zum Cehalt von N-Methylputrescin wurden nicht getroffen
(Moyano et al. 2003).

In den Transformationen wurden nur N cotin und die klassischen
Tr opanest er al kal oi de untersucht. Calystegine, die in A. belladonna
(Rothe et al. 2002), Duboisia- und Datura-Arten (Nash et al. 1993;
Draeger et al. 1995; Asano et al. 2001b) und H nuticus (Sevon et
al. 1997; Asano et al. 2001b) ebenfalls zu finden sind, wurden nicht
genessen. Cal ystegi nmessungen wurden bisher nur in transgenen
A. bell adonna- Pfl anzen durchgefihrt (Rothe et al. 2003). Auch diese
wurden mit der N tabacum pnt transformert (Sato et al. 2001).
Transgene A. Dbelladonna-Pflanzen zeigten in den Wrzeln einen
1,3- bis 3,3fachen Anstieg des pnt-Transkriptes im Vergleich zu
Wirzeln von WIldtyp-Pflanzen. Die N Methylputrescinkonzentration
betrug in den Blattern 0,9 bis 2,6 nnol/g Trockennmasse, wdhrend in
Blattern von Wl dtyp-Pflanzen kein N Methyl putrescin zu detektieren
war. Die Hyoscyami n- und Scopol am nkonzentration, we auch die
Konzentration der Calystegine blieb unverandert. Untersucht wirden
Wirzel n, Stengel, junge und alte Blatter.

Anhand di eser Vero6ffentlichungen ist zu erkennen, dass die PMI fr
die Nicotinbiosynthese ein Schlussel enzym ist. Fir Tropanal kal oi d-
produzi erende Pflanzen ist die PMI aber nicht allein entscheidend.
Nachf ol gende Bi osynt heseschritte koénnten regulierend sein. Eine
wi chtige Funktion kénnte die N Methyl putresci noxi dase (MPO) besitzen
(Hashinoto et al. 1990). Erhohte N Methyl putrescinnengen in Fol ge
einer pmt-Transformation kénnten zu einer Substrathenmmung der MPO
fidhren und den netabolischen Fluss wunterbrechen (A 2.3). Eine
Henmmung der ADC und PMI' durch N Methyl putrescin wurde bereits bel egt
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(Robins et al. 1991). Eine Wederholung der pnt-sense-Transformation
schei nt deshal b weni g sinnvoll.

Ei ne pnt-antisense-Transformation mit veréanderten Plasm den ware
denkbar. Die Transformation kodnnte in Anlehnung an Stepphun und

Mtarbeiter erfolgen (Steppuhn et al. 2004). Bei dieser wirde

N. attenuata mt N. tabacum pm in inverser- und antisense-
Oientierung transformert. Durch Transformation mt i nverser
N. tabacum pnt konnt e die pnt - Tr anskri pt nenge in t ransgenen

N. attenuata-Pflanzen auf 10% und die Nicotinkonzentration auf
3 - 4% gegenlber dem WIldtyp gesenkt wer den, wahrend die
Transformation nmit antisense N tabacumpm erfolglos war. Durch
Verringerung oder Bl ockierung der PMI-Aktivitat konnte die Funktion
(D 2.1) der PMI  innerhalb der Cal ysteginbiosynthese weiter
auf gekl art werden.

D3De PMI in Sol anum t uber osum

Nach Detektion von N Methylputrescin in Kartoffelknoll engeweben
(C 1.2) wurde die spezifische PMI-Aktivitat in diesen Geweben
genmessen (C 4.1).

In 1 nm | angen Kartoffel keimen betrug die spezifische PMI-AKktivitat
20 pkat/ng Protein. Diese war vergleichbar mt Messungen von
H niger-Wirzeln (35 pkat/ng Protein), H. al bus-Wir zel kul tur
(29 pkat/mg Protein) (Hbi et al. 1992; Hbi et al. 1994),
N. tabacumWirzeln (35 pkat/nmg Protein) (Feth et al. 1989) und

N. tabacum Wirzel kultur (10 - 20 pkat/ng Protein) (Hbi et al.
1994).
Aus 1 - 3 nm |angen Kartoffel keimen wurde im Anschluss Gesant-RNA

isoliert und nmit HIfe der RT-PCR und degenerierten Primern ein
erstes pnt-honol oges Fragnment (750 bp) anplifiziert. Zur Vervoll -
standi gung dieses Fragnentes wiurde eine 3 - und 5 -RACE-PCR
durchgef ihrt, welche 2 unterschiedlich |ange pnt-honol oge cDNA-KI one
pnmt1 (1335 bp) und pmt 2 (1255 bp) zum Ergebnis hatte.

Auf der Suche nach weiteren pm-Kl onen wurde ei ne cDNA-Bank aus nRNA
von 1 — 3 mm | angen Kartoffel keinen hergestellt und gescreent. Das
Pri marscreening ergab eine grolRe Anzahl (115) von positiven Klonen,
bei denen sich im weiteren Verlauf des Screenings herausstellte,
dass ein Golteil der Kl one Honol ogien zu spds zeigte oder zu CDNA,

die fur diese Arbeit irrelevant waren. Ein Sequenzvergleich zw schen
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dem bereits gefunden pnt-honol ogen cDNA-Fragnent (750 bp) und dem
| &ngsten spds-honmol ogen cDNA-KIon (am 5 Ende noch unvoll st andig)

ergab eine Honologie von 70% (ldentitat). Nach Ver gl ei ch bei der

Sequenzen nit dem "Dot Plot"-Verfahren (Qrmiga 2,0 Software) nusste
festgestellt werden, dass innerhalb des pnt-honol ogen cDNA-

Fragnent es kei ne Abschnitte zu finden waren, bei denen die Honol ogie
Uber einen groferen Bereich wesentlich unter 70% ldentitéat |ag.

Somi t konnte weder das konplette pnt-honol oge cDNA- Fragnent

(750 bp), noch Teile davon fiur ein cDNA-Bank-Screening verwendet

wer den.

Mt Hilfe der RT-PCR gelang es spater den |angsten der spds-

honol ogen cDNA- Kl one zu vervol | st andi gen (1347 bp).

D 3.1 Die PMI-Sequenz im Vergleich

Di e Sol anum tuberosum PMI (AJ605553) zeigte die hbéchsten Honol ogi en
zu PMI, die Teil der Nicotin- oder Tropanesterbiosynthese sind, we
Ni cotiana tabacum PMI (Hibi et al. 1994), N cotiana sylvestris PMI
(Riechers et al. 1999), Atropa belladonna PMI und Hyoscyanus niger
PMI' (Suzuki et al. 1999a).

Honol ogi en bestanden aber auch zu Sperm di nsynthasen, we Datura
stranoni um SPDS (Y08252) und Coffea arabica-SPDS (Hatanaka et al.
1999). Zur Sol anum tuberosum SPDS (AJ345003) bestand ei ne Honol ogi e
von 57% (ldentitat). Die hohe Honologie zw schen PMI und SPDS
resultiert aus einer engen Verwandtschaft beider Enzynme zuei nander.
Dabei wird angenonmen, dass sich die PMI im Laufe der Evolution aus
dem Prinmarstoffenzym SPDS entw ckelt hat (Hashinoto et al. 1998b).
Die Umnandl ung von einem Prinmarstoff- zu einem Sekundarstoffenzym
wurde auch bei der Honpbsperm di nsynthase (HSS) festgestellt, die
sich aus der Desoxyhypusinsynthase (DHS) bildete (Ober et al. 1999;
Qoer et al. 2000).

Zu anderen pflanzlichen N-Methyltransferasen ist die PMI aus Sol anum
tuberosum nur begrenzt honolog. Dies wurde durch einen Honol ogi e-
vergleich nmit der Coclaurin-Nrnethyltransferase aus Coptis japonica
(Choi et al. 2002), Xanthin-Nnethyltransferase aus Coffea arabica
(Uefuji et al. 2003) oder p-Al anin-Nnethyltransferase aus Linmonium
latifolium (Raman et al. 2003) deutlich (Tab. C 2).
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SAM abhéngi ge Methyltransferasen teilen oft nur geringe Sequenz-

ahnlichkeiten, vielnmehr haben sie ein &hnliches Proteinfaltungs-

nuster, bei denen sich o-Helices nit B-Faltblattern abwechseln. Jede
Met hyl t ransf erase bindet dabei SAM an equivalenter Stelle innerhalb
der Proteinstruktur. Die Substratbindungsstellen der Methyltrans-
ferasen variieren dagegen stark (Martin et al. 2002). Dies konnte
di e geringe Honol ogie der S. tuberosum PMI' zu anderen N-Methyltrans-

ferasen trotz ahnlicher Funktion erkl aren.
D 3.2 Die PMI-Sequenzei genschaften

Die Funktionalitat beider pm-Kl one und des spds-Klons konnte durch
het erol oge Expression in E. coli belegt werden. Im Gegensatz zum
pnt 1-Klon war der pnt2-Klon unldslich und zeigte keine Aktivitat.

Beide Klone [pntl (1335 bp) und pnt2 (1255 bp)] unterschieden sich
im Wsentlichen in der Lange des nichtkodierenden Bereichs. Im
kodi erenden Bereich (1023 bp) waren 8 Nukleotide unterschiedlich.

Bei de cDNA-Kl one kodierten fiur Proteine (jeweils 340 Am nosauren),

die sich in 4 Am nosauren unterschieden (C 6.1).

Der erste Unterschied zwi schen den PMI-Klonen in Position 12, ein
Aust ausch von Threonin (T) durch Alanin (A), hatte vermutlich keinen
groBeren Einfluss auf die Loslichkeit, da sich die Stelle am Anfang
des Proteins befand und wahrscheinlich nicht zu einer Konfornmations-

anderung des gesanten Proteins fihrte.

Weiterhin wirden unterschiedliche Amnosauren in Position 163
festgestellt. Dabei war Valin (V) durch Isoleucin (1) ersetzt. Beide
al i phati schen Am nosauren differieren nur in einer Methylgruppe und
besitzen &ahnliche Eigenschaften. Deshalb sollte es auch an dieser

Stelle nicht zu einer Anderung der Struktur des Proteins gekommen
sein.

Ein weiterer Unterschied in den Sequenzen wurde in Position 191
festgestellt. We in Position 12 erfolgte ein Austausch von Al anin
(A) durch Threonin (T). Beide aliphatischen Am nosauren unter-

scheiden sich ebenfalls in einer Methyl gruppe. Zuséatzlich enthalt

Threonin aber noch eine Hydroxyl gruppe, wel che dem Mbl ekdl

hydrophil e Ei genschaften verleiht. Mt dieser Hydroxylgruppe konnte
Threonin im Gegensatz zu Al anin koval ente Bi ndungen zu Acetyl gruppen

ander er Anm nosauren ausbilden und damt die Struktur variieren.
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Am wi chtigsten scheint der Sequenzunterschied in Position 287, bei
dem Serin (S) durch Prolin (P) ausgetauscht war. Eine aliphatische,
hydr ophobe Ani nosdure wurde dabei durch eine heterocyclische,
hydrophil e Am nosaure ersetzt. D eser Austausch konnte zu einer
Konf or mati onsanderung des Proteins beigetragen haben, da Prolin
zudem in cis und trans-isonmerer Form vorliegen kann und bekanntlich
die Proteinstruktur steuert. Gestitzt wrd diese Vernutung durch
het er ol oge Expression der |6slichen Chindare SH (C 7.3), bei der der
c-termnale Teil der Solanum tuberosum PMI2 ab Arginin (R) in
Position 168 durch Hyoscyanus niger PMI ersetzt wirde. Dieser
Versuch war ein Vorversuch, um abzuklaren, welcher Bereich des
Prot ei ns far die Unl 6sl i chkei t verantwortlich i st. Ei ne
Punktrmutation in Position 191 oder 287 konnte die Frage der
Loslichkeit abschlieRend Kkl aren.

Konservi erte Am nosduren, die typisch fir PMI und SPDS sind, konnten
ebenfalls identifiziert werden (Hashinoto et al. 1998b; Suzuki et
al . 1999a). I nnerhal b der konservierten Am noséaur en ni mt
Isoleucin (1) in Position 137 eine Schlissel position ein. Es ist far
di e Bindung des Anm nopropylrestes von SAM verantwortlich. Bei SPDS
niusste die Bindungstasche schmaler sein, durch die fehlende
Car boxyl gruppe des dcSAM (Korolev et al. 2002). An korrespon-
dierender Stelle findet man bei den neisten SPDS Asparagi nsdure (D).
AuBerdem findet man in Mtiv | (Posfai et al. 1989) die dycin-
rei che SAM Bi ndungsstelle (G Loop) SAM abhéangi ger Met hyl transferasen
(Schl uckebier et al. 1995). Zusatzlich konnte auch die katalytische
Domane (P-Loop) (Schluckebier et al. 1995, Milone et al. 1995)
identifiziert werden. In dem Bereich zw schen Asparaginsadure (D)
[ Pos. 207] und Lysin (K) [ Pos. 216] bef i ndet sich die
Put resci nbi ndungsstelle. Asparagi nsaure (D) in Position 207 hat
dabei die Funktion eines Wsserstoffakzeptors, der an einer der
Am nogruppen des Putrescins angreift und diese deprotoniert.
Zusammen mt Serin (S) [Pos. 208] und Tyrosin (Y) (Pos. 112) ist sie
aulBerdem fur die korrekte Ausrichtung des Putrescins im Protein
verantwortlich (Korolev et al. 2002).
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D 3.3 Die PMI-Proteineigenschaften

De PMI ist ein sehr spezifisches Enzym Substratanaloga we
n-Butylam n, 1,5-D am nopentan, 1, 6-D anm nohexan, 1,7-Di am noheptan
und Spernidin wurden nicht ungesetzt. Die PMI reagierte auch nicht
nmt dcSAM dem Co-Substrat der Spernidinsynthase. Eine Bindung der
Substratanal oga wird vernutet, da in Hemmversuche die spezifische
Aktivitat der PMI reduziert war. Die Henmmung erfolgte in
Abhangi gkei t von der Mol ekdl gr 6R3e. Kurzkettige Mdlekile we
n- Butyl am n, 1, 5-Di am nopentan hemmten die spezifische Aktivitat der
PMI st arker als langerkettige Mlekile we 1,6-D am nohexan,
1, 7- Di am noheptan und Sperm din (Tab. C4).

Di e Bestimung der Substratbindung ergab einen KyWrt von 257 uM
Der KyWert fir Putrescin lag in der gleichen G dRenordnung w e der
von PMI  aus N. tabacum (400 uM, H. al bus (277 uM und
D. stramonium (310 pM (M zusaki et al. 1971; Hbi et al. 1992;
Walton et al. 1994). Im Vergleich dazu ist die Affinitat zu
Putrescin bei SPDS ca. 10fach starker ausgepréagt. Dies belegen
Ko rt - Besti mmungen fir Putrescin von SPDS aus Brassica pekinensis
(32 uM, dycine max (30 pM und Senecio vulgaris (21 pM (Sindhu et
al. 1984; G aser et al. 2000; Yoon et al. 2000).

Die nmaxinmale Reaktionsgeschw ndigkeit (Viex) der PMI lag bei
2,43 nkat/ng Protein. Im Vergleich zum V- Wert der Tropinon-
reduktase Il aus S. tuberosum fir die Ursetzung von Tropinon
(72 nkat/mg Protein) und Vpx-Wert der Nukl eotidpyrophosphatase aus
S. tuberosum fir die Reaktion mt ATP (722 nkat/ng Protein) war
dieser relativ niedrig (Bartkiewicz et al. 1984; Keiner et al.
2002) .

Die Umsetzung erfolgte bei einem pHWrt von 9,0. In Anlehnung an
friuhere Arbeiten (Hibi et al. 1992; Walton et al. 1994) stellte sich
dieser pHWert als Optinmum fir die N Mthylierung des Putrescins
heraus. Dieser unphysiol ogi sche pH Wert ist ein H nweis darauf, dass
Putrescin in deprotonierter Form ungesetzt wrd. Amnosauren die
i nnerhal b der PMI fur die Deprotonierung verantwortlich sein kénnten
(D 3.2), wurden durch Korolev und Mtarbeiter benannt (Korolev et
al . 2002).
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D 3.4 Die PMI ist Bestandteil der Calystegin-

bi osynt hese

Cal ystegine wurden in allen Geweben der Kartoffelpflanze gefunden
Die groBten Calystegi nnengen wurden jedoch in Geweben keinender
Kartof fel knoll en detektiert (Keiner et al. 2000). Futterungsversuche
mt Cnmarkiertem Putrescin an Calystegia sepium Wirzelkulturen
zeigten eine Integration der Markierung in Calystegine (CGoldmann et
al. 1990). Der Einbau dieser Mrkierung ist Beleg dafir, dass
Putrescin Ausgangsstoff fur Calystegine ist. Wnn Calystegine
densel ben Ursprung haben wie N cotin und die Kklassischen
Tr opanest eral kal oide, sollten auch die gleichen Enzyne in die
Bi osynthese involviert sein. Das erste spezifische Enzym der
Ni cotin- und Tropanal kal oi dbi osynt hese bei m Uber gang vom Pri mér- zum
Sekundar st of f wechsel ist die PMI

Di e Messung einer PMI-Aktivitat in 1 mmlangen Kartoffel kei nen sowi e
die Detektion von N Methylputrescin, dem Reaktionsprodukt der PM,
in Kartoffelaugen =zu Beginn der Keinmung und in 1 nm |angen
Kartof f el kei mren bel egen den ersten Schritt der Kklassischen Tropan-
al kal oi dbi osynt hese. Wahrend Pol yam ne wie Putrescin, Spermdin und
Spermin in allen Geweben zu finden waren, konnte N Methyl putrescin
ausschlief3lich nur in den Augen und Keinmen von Kartoffel knoll en, den
Geweben nmit der hochsten Cal ystegi nakkunmul ati on detektiert werden.
Die Klonierung einer pnt-cDNA aus diesen Geweben und Beleg der
Funktionalitat festigten die Abstanmung der Calystegine aus dem
Tropanal kal oi dst of fwechsel. Die Lokalisation von pnt-Transkript in
Kartof fel augen zu Beginn der Keimung und in 1 - 3 mm |angen
Kartof f el kei men unterstitzen die Aktivitatsmessungen. spds-Tanskri pt
wur de im CGegensatz dazu in jedem Gewebe gefunden

Durch  PMrI- Akti vi at smessungen, Detektion von N-Methyl putrescin,
Kl oni erung und Expression einer pnt in Kartoffel werden alternative
Wege der Biosynthese von Calystegi nen ohne N Mthylierung (A 2.3)
unwahrscheinlich (Hashinpto et al. 1990; Asano et al. 1997b). D e
Cal yst egi nbi osynt hese  schli ef3t som t eine N Mthylierung des
Putrescins ein und eine N-Denethylierung im weiteren Verlauf der

Bi osynt hese nuss postuliert werden.
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Nach N-Methylierung des Putrescins folgt eine Oxidation zum
4- Met hyl ami nobut anal (MPO). Uber ein N Methyl-A*-pyrroliniunkation

konmt es dann zur Bildung von Tropinon. Durch Beleg einer TRIl in
Kartoffel (Keiner et al. 2002) wird die Bildung von Calysteginen
uber das N-Methyl-A-pyrroliniunkation und Tropinon gestiitzt. Nach
Reduktion zu Pseudotropin werden eine N-Denethylierung am Stick-
st of f brickenat om und nehrere Hydroxylierungen vernutet. Enzyne, die
far diese Reaktionen verantwortlich sind, bedirfen noch weiterer

Auf kI &rung und si nd Gegenstand zukinftiger Forschungsarbeit.

D 4 Ausbli ck

Durch Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich weitere Mglichkeiten
zur Untersuchung der Calysteginbiosynthese in Solanum tuberosum
Grundl agen zur Aufkl d&rung der Proteineigenschaften von PMI und SPDS
wur den geschaf f en.

e Untersuchungen zur Cal ystegi nbi osynt hese
Mt Hilfe der gereinigten PMI kénnte *C oder C-nmarkiertes SAM in
ei nem Assay in G oder C-markiertes N Methylputrescin ungewandel t
werden. Nach einer praparativen Reinigung mittels HPLC kdnnte dieses
in FOtterungsversuchen zum Einsatz kommen. Durch Analyse nmit GC M5
konnte die Denethylierung des Pseudotropins weiter aufgeklart
wer den.
Mt spezifischen Antikoérpern gegen PMI und SPDS koOonnte ein
i munohi st ochem sche Nachwei s dur chgef Ghrt wer den, um di e
Lokalisation von PMI und SPDS innerhalb der Zel | schi chten
auf zukl @aren  (Hi bi et al. 1994; Suzuki et al. 1999a). De
zel | spezifische Lokal i sation der Enzyme i st Grundl age  fir
Unt er suchungen von Transportvorgangen der Intermnmedi ate zw schen den
Zel | schi cht en.

e PMI- und SPDS- Enzynei genschaften
Witere pnt und spds aus Sol anaceen, Convol vul aceen und anderen
Fam lien konnten isoliert werden. Nach heterol oger Expression in
E. coli konnten Sequenz- und Proteinei genschaften verglichen werden.
Mt Hilfe zuséatzlicher Sequenzen lielRen sich genauere Aussagen uber
den evol uti ondren Ursprung der jeweiligen pnt treffen.
M1t einer gerichteten Mitagenese an den Substratbi ndungsstellen von

PMI und SPDS konnte die Funktion einzelner Am nosaduren néaher



D skussi on 98

beschri eben werden. Mbigliche Am nosauren wurden durch Hashi noto und
M tarbeiter benannt (Hashinoto et al. 1998b). Die Charakterisierung
der rekonmbi nanten Proteine konnte Kkatal ytische Eigenschaften
auf Kkl aren.

Durch Kristallisation der Proteine nit anschlielBender Rdntgen-
strukturanal yse koénnte die Substratbindungsstelle und das aktive
Zentrum  bestimm wer den. Di es kénnt e dazu bei t ragen den
Reakt i onsnmechani smus der N-Methylierung und N Am nopropylierung von
Putrescin aufzukl aren. Durch (Korolev et al . 2002) wur den

Migl i chkeiten einer Kristallisation aufgezeigt.
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E Zusammenf assung

Cal ystegi ne sind sel ektive d ukosi dase-Inhibitoren. Auf Grund dieser
bi ol ogi schen Aktivitat koénnten sie therapeutisches Potential bei der
Behandl ung von Diabetes nellitus Typ 2 besitzen. Ein Einsatz in der
Krebstherapie und als Virusstati kum widre ebenfalls denkbar. D e
Auf kl &rung der Biosynthese ist von zentralem Interesse und konnte
dazu beitragen, die Gewi nnung dieser Verbi ndungen zu verbessern.

Die N-Methylierung des Putrescins als erste spezifische Reaktion der

Cal yst egi nbi osynt hese war Schwer punkt der vorliegenden Arbeit.

e Mt Hilfe des AWMD 2 System (Camag) wurde ein Verfahren zum
schnel | en und prei swerten Scr eeni ng von Pol yam nen in
Pfl anzengeweben entw ckelt. Eine Messung der Polyanine nmit HPLC
wurde etabliert, mt der Polyamne bis zu einer Messgrenze von

0,5 ng pro Injektion detektiert werden konnten.

e N Mthylputrescin wirde mt ei ner Cesant konzentration von
1,05 punol /g TM in Kartoffel augen, deren Dormanz gebrochen war und
0,75 pumol /g TMin Kartoffel keimen mt einer Lange von 1 mm genessen.
Putrescin, Spermidin und Spermin konnte in allen Geweben detektiert
werden. Die Detektion von N-Methylputrescin war ein erster Beleg fr
ei ne aktive Putrescin-N nethyltransferase.

e Durch Transformation mt der particle bonbardnent-Technol ogie
wurden erstmals Kartoffelblatter mt pnt und trll transformert. In
den regenerierten Kartoffelpflanzen konnte DNA des verwendeten
Pf | anzenexpr essi onspl asm des nachgew esen werden. Die Pflanzen waren
jedoch nicht transgen. Eine Messung von N Methyl putrescin war nicht
nogli ch, da kei ne kei nenden Kartoffel knoll en gezogen werden konnten.
Die Messung von Internediaten der Cal ystegi nbi osynthese ergab keine
Unt er schi ede in den Transfor manden.

e Die Existenz einer PMI in Kartoffel konnte durch PMI-Aktivitats-
messungen in unterschiedlichen Kartoffel geweben bel egt werden. 1 mm
|l ange Kartoffelkeinme zeigten eine spezifische Aktivitéat von

20 pkat/ng Protein.
e Mt degenerierten Prinern aus bekannten pmnt-cDNA-Sequenzen wurde

durch RT-PCR ein erstes pnt-honologes Fragnent gefunden. Nach 3 -
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und 5 -RACE-PCR konnten zwei vollstéandige pnt-honologe cDNA-KIone
isoliert werden. Aus Gesant-RNA von 1 - 3 mm | angen Kartoffel kei nen
wur de eine cDNA-Bank hergestellt und diese nmt dem pnt-honol ogen
Fragment gescreent. Resultat waren nehrere spds-honol oge Fragnente
Durch RT-PCR gelang es einen vollstandi gen spds-honol ogen Kl on zu
gew nnen.

e FEine Zuordnung der resultierenden Proteinsequenzen erfolgte
vorl aufig auf Grund der hohen Honol ogi e zu bekannten PMI (bis zu 88%
Identitat) und SPDS (bis zu 97% ldentitat) zum einen und PMI/ SPDS-
spezifischen Ami nosauren zum anderen. Zudem konnte in den
Prot ei nsequenzen die SAM dcSAM Bi ndungsstelle und Kkatal ytische
Doméne fur PMI und SPDS beschri eben werden

e Zur Bestéatigung der biochen schen Funktion wurden bei de pnt-Klone
in E. coli als His-Tag-Fusionsproteine exprimert. Das resultierende
Protein des ersten Klons war |dslich und zeigte spezifische PMI-
Aktivitat, wihrend das Protein des zweiten Klons unldslich war. Mt
diesem zweiten pnt-Klon wurden Chimiren exprimert. Diese setzten
sich jeweils aus einem Teil Solanum tuberosum pnt und einem Teil
Hyoscyamus ni ger-pm zusamen. Eine der beiden Chimaren war |08slich
PMI- Aktivitat konnte genmessen werden. Die Expression des zweiten
pnt - Kl ons als Chinmare belegte die partielle Funktionalitat.

e Der spds-Klon wirde ebenfalls in E coli exprimert. Das
resultierende Protein war [|06slich und zeigte spezifische SPDS-
Akti vat .

e Rekonbinante Proteine von PMI und SPDS wurden (gereinigt.
Enzymessungen mt beiden Proteinen bestéatigten deren Funktio-
nalitat. Mt Hilfe der Proteinreinigung wrden G undlagen fir eine
Kristallisation geschaffen

e Transkri ptunt ersuchungen ergaben eine spezifische Akkunul ation von
pmt - Transkript in Kartoffelaugen zu Beginn der Keimung und in 1 -
3 mm | angen Kartoffel kei nen. spds-Transkript wurde i m Gegensatz dazu
in jedem Gewebe der Kartoffel pflanze detektiert.

e Die Untersuchung der genom schen Struktur von pnt und spds weist

jeweils auf zwei Gene hin.
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Der Messhereich fir alle Polyam ne |lag zwi schen 0 und 100 ng pro Injektion.
I nnerhal b des Messbereichs wiurden 11 Messpunkte nit einer Doppel besti mung
ermttelt. Die Detektion der Polyanmi ne erfolgte nmit Fluoreszenzdetektor.



Anhang

G 2 Pol yam ne in Kartof fel geweben

freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yam ne
Pol yam ne konj ugi erte konj ugi erte |gesam
Gewebe . :
Pol yam ne Pol yam ne

ol / Sp prol / Sp prol / Sp | pnol/ Sp

g ™ g ™ g ™ g ™
Kart of f el schal e 1,64 0,14 2,43 0,05 1,54| 0,02 560, 0,21
Kar t of f el augen dor mant 249| 0,15 2,88 0,30 1,19| 0,06 6,55| 0,51
Kart of f el augen Start 287| 0,17 6,29 1,22 3,19| 061]| 12,35] 2,00
Kartof fel keime 1nmm 2,05| 0,43 6,33 1,44 513| 1,16 13,50| 3,03
Kartof fel kei me 3nmm 227| 0,26 5,29 1,05 3,03 0,63 10,59| 1,95
Kart of f el kei me 10nm 265| 0,41 4,21 0,63 293| 0,24 9,80 1,28
Wir zel n 0,35| 0,07 1,39 0,23 0,83| 0,08 2,58 0,39
St engel 0,28| 0,03 0,76 0,09 0,00 0,00 1,04| 0,12
St ol one 0,97| 0,09 1,34 0,07 0,32] 0,07 263| 0,23
untere Bl atter 1,73| 0,35 2,46 0,29 213] 0,33 6,32| 0,97
mttlere Blatter 1,94| 0,16 3,12 0,17 1,43 0,05 6,48| 0,38
obere Bl atter 1,71 0,19 4,68 0,02 0,92 0,04 7,32 0,25
Bl Gt en 3,75| 0,40 5,99 1,50 0,56 0,05/ 10,31 1,95

Tab. G 1 Mttelwerte und Standardabwei chungen (Sp) der

i n verschi edenen Kart of f el geweben

Put r esci n- Best i mmung

freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yam ne
Pol yam ne konj ugi erte konj ugi erte |gesam
Cewebe . .
Pol yam ne Pol yam ne

ol / So prol / Sp prol / Sp | pmol/ Sp

g T™ g T™ g ™ g ™
Kart of f el schal e 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00f 0,00 0,00 0,00
Kart of f el augen dor mant 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00
Kart of f el augen Start 0,48| 0,07 0,42 0,03 0,15 0,04 1,04 0,14
Kartof fel keine 1mm 0,39| 0,08 0,37 0,02 0,00f 0,00 0,75| 0,10
Kartof fel keine 3mm 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00f 0,00 0,00 0,00
Kart of f el kei ne 10mm 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00f 0,00 0,00 0,00
Wir zel n 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00
St engel 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00
St ol one 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00
untere Bl atter 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00
mttlere Blatter 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00
obere Bl atter 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00| 0,00
Bl it en 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00 0,00] 0,00

Tab. G2 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der

N- Met hyl -

put resci n-Bestinmung i n verschi edenen Kart of f el geweben




Anhang IV

freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yam ne
Pol yam ne konjugierte konj ugi erte |gesant
CaEle Pol yam ne Pol yam ne

ol / Sp prol / Sp prol / Sp | pmol/ Sp

g T™ g T™ g ™ g ™
Kart of f el schal e 0,43| 0,01 2,51 0,21 0,81 0,12 3,75| 0,35
Kar t of f el augen dor mant 0,68| 0,06 3,62 0,18 0,94| 0,02 5,24| 0,26
Kart of f el augen Start 0,98| 0,18 6,93 0,36 1,31 0,34 9,22| 0,88
Kartof fel keine 1mm 2,13| 0,16 5,95 0,31 0,39| 0,03 847| 0,49
Kart of fel keime 3mm 3,45| 0,52 7,44 0,47 0,35| 0,05 11,24 1,04
Kart of f el kei e 10mm 3,95| 0,48 5,85 0,56 0,21 0,01 10,01 1,04
Wir zel n 0,14| 0,00 0,33 0,02 0,09| 0,01 0,56| 0,03
St engel 0,46| 0,06 1,83 0,14 0,16| 0,02 244 0,21
St ol one 2,03| 0,11 4,08 0,23 0,28| 0,03 6,40| 0,37
untere Bl atter 0,99| 0,02 2,37 0,20 0,56| 0,05 3,92 0,27
mttlere Blatter 1,18| 0,07 3,48 0,24 0,56| 0,11 522 0,43
obere Bl atter 266| 0,21 6,18 0,66 0,33| 0,02 9,17| 0,88
Bl it en 1,68| 0,28| 14,77 0,28 1,49| 0,23] 17,95| 0,79

Tab. G 3 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Sperm di n-Besti nmung
i n verschi edenen Kart of f el geweben

freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yami ne
Pol yam ne konj ugi erte konj ugi erte |gesant
CHEiE Pol yam ne Pol yam ne

unmol / g Sp | unol / Sp pnol / Sp | umol / Sp

™ g ™™ g ™ g ™
Kart of f el schal e 0,38] 0,01 5,74 0,54 1,55 0,19 7,67 0,74
Kar t of f el augen dor mant 0,19] 0,02 1,74 0,16 0,31] 0,06 2,24 0,23
Kart of f el augen Start 0,04 | 0,00 1,05 0,17 0,20 0,02 1,29 0,20
Kartoffel keinme 1nm 0,07 0,00 0,65 0,05 0,07 0,01 0,79| 0,06
Kartoffel keinme 3nm 0,59 0,10 0,75 0,03 0,07 0,01 1,40| 0,15
Kart of f el kei me 10mm 0,11 0,11 0,52 0,52 0,06| 0,06 0,69| 0,69
Wir zel n 0,21] 0,02 0,35 0,02 0,21 0,01 0,76| 0,04
St engel 0,16 0,02 0,52 0,02 0,12| 0,01 0,80| 0,04
St ol one 0,14 0,02 0,32 0,05 0,12| 0,01 0,59| 0,08
untere Bl atter 0,24 | 0,02 0,27 0,01 0,05| 0,01 0,55| 0,04
mttlere Blatter 0,57 | 0,05 0,76 0,06 0,24| 0,05 1,56| 0,16
obere Bl atter 0,66 | 0,02 0,65 0,06 0,05| 0,01 1,36| 0,09
Bl Gt en 0,78 0,11 3,38 0,57 0,35| 0,03 452| 0,72

Tab. G4 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Sperm n-Bestimung in
ver schi edenen Kart of f el geweben

De Mttelwerte sind aus 3 - 5 unabhéangigen Messungen berechnet. D e
D agramme zu di esen Messungen sind unter (C 1.2) zu finden.
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G 3 Polyamne in pnt-transformerten

Pfl anzenl i ni en
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Abb. G5 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Putresci n-Bestimung
in Blattern pnt-transformerter Pflanzenlinien
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Abb. G 6 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Sperm di n-Besti nmung
in Blattern pnt-transformerter Pflanzenlinien
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Abb. G7 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Sperm n-Bestimung in

Blattern pnt-transfornierter

De Mttelwerte wurden aus 3

Pfl anzenl i ni en

- 5 unabhangi gen

St andar dabwei chungen wurden in Bal ken angegeben. Zur

Messungen berechnet

und

Bezei chnung: PMIS 29.1

- mt pnt - sense- Konstrukt transformierte Pflanzenlinie, Kal lus 29,
regenerierte Pflanze 1; W - WIldtyp, pBl — nit pBl121-Leerplasnmd
transformerte Pflanzenlinie

freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yam ne

Pol yam ne konj ugierte konj ugi erte |gesam

Kl on . .
Pol yam ne Pol yam ne

ol / Sp prol / Sp pnol / Sp | pnol/ Sp

g ™ g ™ g ™ g ™
wr 220| 0,64 3,32 0,13 0,34| 0,06 5,86| 0,83
pBl 8 0,86| 0,06 1,00 0,01 0,72 0,02 2,58 0,09
PMI S 29.1 1,53] 0,20 2,02 0,31 0,87 0,12 4,42 0,62
PMI S 29.2 0,49| 0,00 1,58 0,00 1,82 0,00 3,90| 0,00
PMI S 29.3 0,65| 0,15 1,02 0,16 1,99| 0,28 3,66 0,59
PMI AS 31 10,44| 0,12| 16,86 297 759 0,19| 34,89| 3,28
PMI AS 51 245| 0,14 4,10 0,33 0,83| 0,15 7,38 0,62
PMI AS 60 1468| 1,10| 25,26 0,85 277 0,34]| 42,71 2,29
PMI AS 64 4,75 1,11 11,02 1,37 4,36| 0,60| 20,13| 3,08
PMI AS 77 15,10 2,01 9,25 1,64 3,78 050| 28,14| 4,16
PMI AS 84 19,61 2,25 7,08 0,35 1,67 0,06| 28,36| 2,65
PMI AS 86 16,73 0,31 5,27 1,02 1,921 0,10] 23,93| 1,43
PMI AS 88 17,10 0,05 4,21 0,02 1,54 0,02] 22,85| 0,09
Tab. G5 Mttelwerte und Standardabwei chungen (Sp) der Putresci n-Bestimung

in Blattern pnt-transformerter

Pfl anzenl i ni en




Anhang Vil
freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yami ne
Pol yam ne konj ugierte konj ugi erte |gesam
e Pol yam ne Pol yam ne
unol / Sp pnol / Sp pnol / Sp | umol/ Sp
g T™ g T™ g ™ g ™
WI 3,84| 0,77 4,71 0,33 0,12 0,01 8,67 1,11
pBl 8 2,28| 0,14 3,23 0,45 0,85| 0,07 6,35| 0,66
PMI S 29.1 3,24 0,41 4,70 0,19 1,31] 0,05 9,25| 0,65
PMI S 29.2 1,30| 0,00 2,93 0,00 0,68| 0,00 490| 0,00
PMI S 29.3 1,43| 0,19 3,07 0,56 1,14] 0,09 564| 0,84
PMI AS 31 1,76| 0,13 4,08 0,35 0,51 0,06 6,34| 0,54
PMI AS 51 213| 0,12 3,00 0,24 0,28| 0,04 541] 0,40
PMI AS 60 225| 0,22 4,38 0,18 0,16 0,02 6,79| 042
PMI AS 64 2,39| 0,63 5,41 1,05 0,25| 0,03 8,06 1,71
PMI AS 77 3,85| 1,07 4,31 0,77 0,38| 0,02 8,54| 1,86
PMI AS 84 549| 1,40 3,18 0,49 0,22] 0,03 8,89 1,92
PMI AS 86 1,62| 0,22 2,48 0,22 0,40| 0,04 451 0,48
PMI AS 88 2,83| 0,09 2,97 0,89 0,00| 0,00 581] 0,97

Tab. G 6 Mttelwerte und Standardabwei chungen (Sp) der Sperm di n-Besti nmmung
Pf1 anzenlini en

in Blattern pnt-transformerter

freie | 6sliche unl 6sl i che Pol yami ne
Pol yam ne konj ugierte konj ugi erte |gesam
il Pol yam ne Pol yam ne

unmol / Sp pnol / Sp pnol / Sp | umol / Sp

g ™ g ™ g ™ g ™
wWr 0,86| 0,01 1,36 0,15 0,00| 0,00 221| 0,16
pBl 8 0,65| 0,04 1,19 0,06 0,26| 0,02 210| 0,12
PMI S 29.1 0,38| 0,08 0,90 0,19 0,179| 0,03 1,47 0,30
PMI S 29.2 0,24| 0,00 0,91 0,00 0,12 0,00 1,27 0,00
PMI S 29.3 0,38| 0,09 0,84 0,16 0,58| 0,04 1,80 0,29
PMI AS 31 0,28| 0,06 1,96 0,13 0,14 0,01 2,38| 0,20
PMI AS 51 0,44| 0,01 1,59 0,09 0,24 0,01 226| 0,10
PMI AS 60 0,66| 0,10 2,07 0,29 0,00| 0,00 2,72| 0,38
PMI AS 64 1,03| 0,04 3,44 1,03 0,12]| 0,01 459 1,07
PMI AS 77 0,79| 0,13 1,74 0,69 0,00| 0,00 2,53| 0,81
PMI AS 84 0,51 0,00 1,21 0,00 0,26| 0,00 1,97 0,00
PMI AS 86 0,52| 0,02 0,88 0,22 0,26| 0,00 1,66 0,25
PMI AS 88 0,50 0,01 1,02 0,16 0,00| 0,00 1,52 0,17

Tab. G7 Mttelwerte und Standardabwei chungen (Sp) der Spernin-Bestimung
Pfl anzenlini en

in Blattern pnt-transformierter
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G4 Internediate in trll-transformerten
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Abb. G 8 Mttelwerte und Standardabwei chung (Sp) der Internediat-Bestinmung
in Wirzeln trill-transformerter Pflanzenlinien

De Mttelwerte wurden aus 3 - 5 unabhangi gen Messungen berechnet und
St andar dabwei chungen wurden in Bal ken angegeben.

TRIIAS 7 — nmit trll-antisense-Konstrukt transformerte Pflanzenlinie,
Kallus 7, entspricht Pflanzenlinie 7, WI — WIldtyp, - aus regenerierten
Pfl anzen wurden Wirzel kulturen durch Abinpfen gezogen und nach 28 Tagen
(28d) untersucht — zum Vergleich wurden WIdtyp-Wirzel kulturen nach 7, 14,
21 und 28 Tagen (7d, 14d, 21d und 28d) vernessen

Tr opi hon Tropi n Pseudotropin |Nortropin
X e o7 | S [umol7 | S5 (pmol7 | S5 [anol/ 5

g ™™ g ™ g T™ g ™
W 7d 0,09 0,00 0,12 0,01 0,10 0,00 0,18 0,01
WI 14d 0,13 0,01 0,16 0,02 0,16 0,02 0,27 0,03
Wr 21d 0,17 0,01 0,29 0,05 0,26 0,03 0,33 0,02
Wr 28d 0,14 0,01 0,16 0,01 0,15 0,01 0,29 0,02
TRII AS 7 0,09 0,01 0,08 0,01 0,08 0,01 0,16 0,04
TRIl AS 20 0,17 0,03 0,17 0,01 0,20 0,01 0,39 0,04
TRIl AS 29 0,09 0,01 0,07 0,00 0,07 0,01 0,17 0,01
TRIl AS 38 0,10 0,01 0,10 0,02 0,09 0,01 0,20 0,02
TRIl AS 39 0,10 0,00 0,09 0,00 0,10 0,01 0,20 0,05
TRII AS 52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tab. G 8 Mttelwerte und Standardabwei chungen (Sp) der |nternmnediat-
Bestimmung in Wirzeln trill-transform erter Pflanzenlinien




Anhang

G 5 cDNA- Sequenzen in Sol anum t uber osum

G 5.1 pnt1l-cDNA

AACAATATTTACTTTCTCCCAAACATAATATTACATACTTTCTATTCTCCAATTAATATG

M
GAAGT CATATCTACT CACACAAAT GGCTCTACCAT CACAAT CACCACCAACGGECCACCAC
E VI S THTNGSTI1 T I T TN GMHH
AATAAT GGCAAGT CCGAT CACCGAAACGGCGGAACAAT TCAT GACAATGGCAATAAGCTA
N NGK SDMHIRNGGTI HDNUGNK L
TTATTGCGAAACTCCAACTCTATTAAGCCTGGT TGGT TTTCAGAGT TTAGCGCGT TATGG
L L GNSNJSI KPGWFSEUFSAL W
CCAGGTGAAGCATTCTCAGTAAAAATTGAGAAGT TGCTATTTCAAGGGAAGTCTGATTAC
P GE AF SV K1 EKLL F QGK S DY
CAAGATGTICATGTTATTTGAGT CAGCAACTTATGGTAAAGT TCTAACAT TGGATGGAGCA
QbVvVMLFESATYGIKV L TUL DGA
ATTCAACACACAGAAAATGGTGGATTTCCATATACTGAAATGATTGTTCATCTACCACTT
I Q H T ENGGFUPYTEMI V HL P L
GGTTCAATCCCAACT CCCAAAAAGGTGT TGATCATTGGT GGAGGAATTGGT TTTACATTA

GSsSI PTUPKIKWVLI I GGGI GF TL
TTCGAAGTGCTTCGTTATTCTACCATAGAAAAAATAGATATTGT TGAGATTGATGACGT T
F EV L RY ST I EK1 DI V E I DDV

GIGGTCGACGTGTCTAGAAAATTTTTCCCCTACCTTGCTGCCTAATTTTAATGATCCTCGT
v v DvVv S RKVFZFWPYLAANZFNDPR
GTAACTCTGGI TCTCGECGACGGAGCAGCATTTGTAAAGCCT GCACAAGCAGGGTATTAT
v T L vL GDGAAFVIKAAQAGYY
GATGCTATTATTGIGGACTCTTCTGATCCTATTGGT CCAGCAAAAGATTTATTTGAGAGG
bAI I VvV DSSDWPI GPAKWUDULVFER
CCATTTTTTGAGGCAGI AGCCAAAGCT CTTAGGCCAGGAGGAGT TATATGCACACAAGCT
P FFEAVAKALIRPGGVI CTOQA
GAAAGTATATGGCTTCATATGCATATTATTAAACAAATTATTGCTAATTGTCGACTAGTC
E SI WL HMMHI I KQI I ANUC CRILYV
TTTAAAGGTTCTGT TAACTATGCTTGGACTACTGT TCCAACATATCCAACTGGTGTAATT
F K GS V NY AWTTVZPTYPT GV I
GGTTACATGCTTTGCTCTACT GAGGGACCAGAAGT TGACT TTAAGAATCCAGT GAATCCA
Gy ML CSTEGPEVDUFIKNWPVNFP
ATTGACAAAGATACAACT CATGT CAAGT CAAAATTAGAACCT CTCAAGT TCTACAACACT
I DK DTTMHV K S KULEWPLKFY NT
GATATTCATAAAGCAGCTTTTATTTTGCCATCTTTTGCCAGAAGT TTGATTGAGTCTTAA
DI HKAAFI L PSFARSULII E S

TCAAATAAAGAAT CAAGAT TGATGGT TAGGAGT TGAGGGATTGGAATTCTTGAGT TTTGC

TTTATTTGTITATATGTAATAATATCGACCTTTAGAGATCGGT TAATTTATGTAGT TTTAT
TTTTCATATCACTTGCAATAAAACTATAGTATACGT TACCGGECATCAAATATGATATGTA
CGTATAGTAGAAGAATTCCATATTAAATATCAGTATTAATTAATTTCCTGATTCACAAAA

AAAAAAAAAAAA

Abb. G 9 Sol anum t uberosum pnt 1- c¢cDNA und korrespondi er ende
Ani nosaur esequenz
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Start- und Stop-Codon sind unterstrichen. Die Sequenz wurde in die EMBL-

Dat enbank ei ngetragen (AJ605553).



Anhang

G 5.2 pnt 2-cDNA

AACAATATTTACTTTCTCCCAAACATAATATTACATACTTTCTATTCTCCAATTAATATG
M
GAAGT CATATCTACT CACACAAAT GECTCTGCCAT CACAAT CACCACCAACGGECCACCAC
E VI S THTNGSAI TI1 T TNGHH
AATAAT GGCAAGT CCGAT CACCGAAACGGCGGAACAAT TCAT GACAATGGCAATAAGCTA
N NGK S DHRNGGT I HDNGNKL
TTATTGCEGAAACTCCAACTCTATTAAGCCTGGT TGGT TTTCAGAGT TTAGCGCGT TATGG
L L GNSNZSI KPGWFSEUFSAL W
CCAGGTGAAGCATTCTCAGTAAAAATTGAGAAGT TGCTATTTCAAGGGAAGTCTGATTAC
P GE AF SV K Il EKULL F QGK S DY
CAAGATGTCATGI TATTTGAGT CAGCAACT TATGGTAAAGT TCTAACAT TGGATGGAGCA
QbVvM™MLFESATYGIKV L TL DGA
ATTCAACACACAGAAAATGGTGGATTTCCATATACTGAAATGATTGTTCATCTACCACTT
I Q H T ENGGFUPYTEMI V HL P L
GGT TCAATCCCAACTCCCAAAAAGGT GTTGATCATTGGTGGAGGAATTGGTTTTACATTA
GSsSI PpPTPKIKWVLI I G GGI GFTL
TTCGAAGTGCTTCGTTATTCTACCATAGAAAAAATAGATATTGT TGAGATTGATGACGT G
F EV L RY STI EKI1 DI V E I DDV
GIGATCGATGIGTCTAGAAAATTTTTCCCCTACCTTGCTGCTAATTTTAATGATCCTCGT
v I bVv SRKZFUFWPY L AANUTFNUDPR
GTAACTCTGGT TCTCGGCGATGGAGCAACATTTGTAAAGCCT GCACAAGCAGCGTATTAT
v T L VL GDGATUFVIKAAQAGYY
GATGCTATTATTGTGGACTCTTCTGATCCTATTGGT CCAGCAAAAGATTTATTTGAGAGG
bAI I VDSSDWPI GPAKUDULTFER
CCATTTTTTGAGGCAGT AGCCAAAGCT CTTAGGCCAGGAGGEEGT TATATGCACACAAGCT
P F FEAVAKALIRPGGVI CTOQA
GAAAGTATATGGCTTCATATGCATATTATTAAACAAATTATTGCTAATTGTCGACTAGTC
E SI WL HMHI I KQI I A NUCOCRIL YV
TTTAAAGGTTCTGT TAACTATGCTTGGACTACTGT TCCAACATATCCAACTGGTGTAATT
F K GSVNYAWTTVZPTYPT GV
GGTTACATGCTTTGCCCTACT GAGGGACCAGAAGT TGACT TTAAGAATCCAGT GAATCCA
Gy ™ML CPTEGWPIEVDUFI KNPV NP
ATTGACAAAGATACAACT CATGT CAAGT CAAAATTAGAACCT CTCAAGT TCTACAACACT
I DK DTTMHYV K S KL EWPULKFY NT
GATATTCATAAAGCAGCTTTTATTTTGCCATCTTTTGCCAGAAGT TTGATTGAGTCTTAA
DI HKAAFI L P S FARSULII E S
TCAAATAAAGAAT CAAGATTGATGCGT TAGGAGT TGAGGGATTGGAATTCTTGAGT TTTGC

TTTATTTGTTATATGTAATAATATCGACCTCTAGAGATCGGT TAGT TTATGTAATTTTAT

TTTTCATATCACTTGCAATAAAACTATAGT ATACGT TAAAAAAAGAAAAAAAAAA

Abb. G 10 Sol anum tuberosum pnt 2- cDNA und korrespondi er ende
Ani nosaur esequenz

Start- und Stop-Codon sind unterstrichen
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Anhang

Xl

G 5.3 spds-cDNA

GGTGAAGAAGACT GAAGAGT CCTCAGAT TTGCGGTAACAAT TGTAGGGATCCCACCTGAG
TTAAAGGGT TAAATTCAAGAACCCTGT TTTGTTTTGEEECCTATAAATAGACAAGGTTTG

GITATGGCAGATGAGT GTGCTGCTTTTGT GAAGGGAACT GAAT TGCCAGT GAAGAGGECCA
M A DECAAFVIKGTELWPV KRP
AGAGAGGAAGAAGCAGAAACAGAGAT GGAGGCAGCCAAT AACAGCAACAACAACAATGGT
R E E E A ETEMMEAANNSNDNNNNG
TGCAGCACCAAT GAGAAAGAGGAGCCATCTCCTTATATCTCTTCTGI TTTACCTGGATGG
c S T NEKEEWPSPY Il SS VL P GW
TTCTCTGAGATTAGCCCCCT TTGGCCT GGGGAAGCACACT CATTGAAGGT TGAGAAGATA
F S EI S P L WPGEAMHSL KV E K I
CTGITTCAGCGGAAGT CTGATTACCAGAATGTCTTGGT TTTTCAGTCATCAACTTATGGA
L F Q GK S DY QNVLVF QS STYSG
AAGGTGCTTGTTTTGGATGGT GT GATCCAGCT TACCGAGAGGGATGAATGTGCTTATCAA
K v L VL DG GVI QL TERUDET CAY Q
GAGATGATCACTCATCTTCCTCTTTGI TCAATTCCCAACCCCAAAAAGGTGCTGGT TATT
EMI T HLPLCSI P NPKKV L VI
GGAGGAGGAGATGGTGGTGT CTTGCGT GAGGTATCCCGTCATTCTTCTGT CGAACAGATC
G GGGGDGGVLREV SRMHS SV E QI
GACATATGTGAGATTGACAAAATGGTAGT TGAGGT TGCTAAACAATTTTTCCCAGATGTA
bl CEI DKMVYV EVAIKIOQFUFUPDYV
GCTGTAGGATATGAGGATCCACGT GTGAATCTCCGCATTGGTGATGCGAGT TGCATTTTTG
AV GY EDPRVNULIRI GDGVATFL
AAAAATGT TCCTGCCGGAACT TATGATGCCTGTCATAGT GGATTCATCTGACCCTATTGGT
K NV P A GTY DAVI V DS S DUZPI G
CCAGCACAAGAGT TGTTCGAAAAGCCTTTCTTTGAAT CTATAGCAAAGGCTCTTCGTCCT
P A QEL FEKWPZFUFEZSI A KALIRP
GGAGGGGT TGTAGCTACACAGGCT GAGAGCATATGGCTTCACATGCACATAATTGAAGAA
GGVV ATQAESI WL HMHAI I E E
ATTGTTGCTAATTGCCGCCAGAT CTTCAAAGGCTCAGTCAACTATGCTTGGACTACTGI T
I V ANCRQI F K GSVNYAWTTYV
CCTACTTATCCAAGTGECATGATTGGT TTCATGCTCTGCTCTACTGAGGGACCTGCAGT T
P T YPSGMI GFMLCSTEGUPAYV
GATTTCAAGAACCCTATTAACCCCAT CGACGAT GAAAGCCCT GTCAAGACCATTGAACCT
DFKNWPI NPI DDESZPVKTI EP
TTGAAGT TCTACAACT CTGAGATTCACCAAGCATCATTCTGI TTGCCATCATTCGCCAAG
L K F YNZSEI HQASUZFZ CLPSF AK
AGGGT GATCGAAACCAAAGGAAAAT GATGGGEGCACATTTTGAAGGAGT GCTTAATTAGT G
RV I E T K G K
TACAACTCCCTATAATTATTATTGCAGITTTTTTAAAATTCAAGACAATGTTTTTAGGT T

ATTTAAGCCAAATGCGAGT TGAATGATGGAATATAATTTCCTTTGTGCTGGATAAAGT TTT

CATCTTGATTTAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. G 11 Sol anum tuber osum spds- cDNA und korrespondi er ende
Ani nosaur esequenz
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Start- und Stop-Codon sind unterstrichen. Die Sequenz wurde in die EMBL-

Dat enbank ei ngetragen (AJ345003).



Anhang Xl |
G 6 Charakterisierung der PMI
G 6.1 Nachweis der Substratspezifitat
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Dansyl derivate: PUT — Putrescin; Me-PUT — N Methyl putrescin




Anhang X

G 6.2 KyWert und V- Besti nmung
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;2 1,75 - . -
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S 10 *
2075 °
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Abb. G 13 Ky und Via- Bestinmmung der PMT

A — M chaelis-Menten-Kinetik; B — Lineweaver-Burk-Darstellung;
Kot und Vex- Bestinmmung der PMI bei pH 9,0; Konzentrationsbereich 0 — 3 mM
Die Wrte sind Mttelwerte aus 3 unabhangi gen Messungen.



Anhang XV

G 7 Vektorkarten

G 7.1 Vektorkarte der A belladonna pnt in pBl1l21

| BanHl - ATG A bel | adonna pnt St op- Sacl >
< BanH - Stop A belladonna pnt ATG Sacl |

A. bel | adonna pnt
35S-Pro

A. bel | adonna
NOS-Pro [ pnt in pBl 121
(13919 bp)

Abb. G 14 A belladonna pnt (AB018573) in pBl 121 (d ontech) in sense- und
anti sense-Orientierung

Nach Entfernung des GUS-Gens durch Restriktion nit BanH und Sacl wurde die
c-DNA in sense- bzw. antisense-Orientierung in den Vektor Kkloniert.

G 7.2 Vektorkarte der S. tuberosumtrlil in pBl1l21

| BanHl - ATG S.tuberosumtrll Stop- Sacl >
<Ban1—||-8top S.tuberosumtril ATG Sacl |

S. tuberosumtrl|
35S-Pro

S. t uber osum

NOS- Pr o tl‘|| in pBl 121
(13694 bp)

Abb. G 15 S. tuberosumtrll (AJ292343) in pBl 121 (dontech) in sense- und
anti sense-Orientierung

Nach Entfernung des GUS-Gens durch Restriktion mit BanmH und Sacl wurde die
c-DNA in sense- bzw. antisense-Orientierung in den Vektor kloniert.



Anhang

G 7.3 Vektorkarte der S. tuberosumpntl in pET21d

<St op- 6xHi s- Xhol S.tuberosum pnt ATG Ncol |

S. t uber osum pnt

fl1 origin

S. t uber osum
pmt in pET-21d
(6386 bp)

Anp I acl

Abb. G 16 S. tuberosum pntl (AJ605553) in pET21d ( Novagen)

Die cDNA wurde zw schen Ncol und Xhol

so eingefiugt, dass der 6fache
Hi sti di n- Anhang genut zt werden konnte.

G 7.4 Vektorkarte der S. tuberosum spds in pET21d

< St op- 6xHi s- Xhol S. tuber osum spds ATG Ncol |

S. t uber osum spds

S. t uber osum
spds in pET-21d

| acl
(6407 bp)

Abb. G 17 S. tuberosum spds (AJ345003) in pET21d ( Novagen)

Di e cDNA wurde zwi schen Ncol und Xhol so eingefigt, dass der 6fache C
term nal e Histidin-Anhang genut zt werden konnte.



Anhang XV

G 7.5 Vektorkarte der Chimare SH in pET21d

<St op- 6xHi s- Xhol  H. niger pnt-Xbal -S.tuberosum pnt2 ATG Ncol |

S. t uber osum
pnt 2

H. ni ger
pmt

fl origin

Chi mare SH

(6383 bp) l acl

Anp

Abb. G 18 Chinére SH aus S. tuberosumpnt2 und H niger pnt

Nach separater Klonierung beider pnm-cDNA's in den Vektor pET21d mt Ncol
und Xhol wurde eine Restriktion beider Konstrukte mt Ncol wund Xbal
durchgefihrt. Nach Auftrennung und Reinigung erfolgte die wechselseitige
Li gation der isolierten pnt-cDNA-Fragnente in die Vektorfragnente.

G 7.6 Vektorkarte der Chimare HS in pET21d

<St op- 6xHi s- Xhol ~ S. tuberosum pnt 2- Xbal - H. ni ger pnt  ATG Ncol |

S. tuberosum H. ni ger
pnt

fl origin

Anp | acl

(6383 bp)

Abb. G 19 Chimare HS aus H. niger pnt und S. tuberosum pnt2

Nach separater Klonierung beider pnt-cDNA"s in den Vektor pET21d mit Ncol
und Xhol wurde eine Restriktion beider Konstrukte nmit Ncol und Xbal
dur chgef ihrt. Nach Auftrennung und Reinigung erfol gte die wechsel seitige
Li gation der isolierten pnt-cDNA-Fragnente in die Vektorfragnente.



Anhang XVI |

G 7.7 Vektorkarte der S. tuberosumpnt2 in pQE30

| ATG 6xHi s-BanH S.tuberosum pnmt2 HindllI-Stop >

S. t uber osum pnt 2

S. t uberosum
pmt2 in pQE30
(4442 bp)

Col E1

Abb. G20 S. tuberosumpnt2 in pQE30 (Q agen)

Die cDNA wurde zwi schen BanH und Hi ndlI1l so eingefiigt, dass der 6fache
N-term nal e Hi stidi n- Anhang genut zt werden konnte.

G 7.8 Vektorkarte der S. tuberosumpnt2 in pPl CZoA

|ATG—a—Fakt.—EcoRI S.tuberosum pmt2 NotI—c—myc—Epi.—6xHis—StopE:>>

S. t uber osum pnt 2

S. tuberosum

pmt2 in pPICZoA
(4616 bp)

5" AOX1

Abb. G 21 S tuberosumpnt2 in pPlCZaA (I nvitrogen)

Die cDNA wurde zwi schen EcoRl und Notl Iligiert. Die Kl onierung fihrte zu

ei nem Konstrukt mt N-term nal em o- Fakt or Sekretionssignal, Ctermnalemc-
myc- Epi top und 6f achem Hi sti di n- Anhang.
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