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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Alkaloide - Begriff, Vorkommen und Verwendung

Der Begriff Alkaloid (,,Alkali-dhnlich®) wurde 1819 durch den Apotheker C.F.W. Meissner
gepriagt. Der Name leitete sich von dem arabischen Wort ,,al-gali“, der Pflanze aus der
erstmals Soda gewonnen wurde, ab und bezieht sich dabei auf die zumeist basische Natur
dieser Pflanzenstoffe. Spéter wurden auch sauer oder neutral reagierende Verbindungen, wie
Coffein, Theophyllin, Theobromin oder Ricinin mit einbezogen. Eine modernere Definition
bezeichnet meist heterozyklische, organische Verbindungen, die wenigstens ein Stickstoft-
Atom in negativer Oxidationsstufe enthalten und eine hohe biologische Aktivitdt bei geringen
Konzentrationen aufweisen, als Alkaloide. Der Stickstoff wird im Allgemeinen von einer
Aminosdure (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Histidin, Lysin, Ornithin, Aspartat) auf
verschiedenen Reaktionswegen in den Heterozyklus eingefiigt und ist die Ursache der haufig
auftretenden Basizitdt dieser Verbindungen. Daneben finden auch die Begriffe Proto- und
Pseudoalkaloide Verwendung. Protoalkaloide sind einfache Amine, in denen die
Stickstoffgruppe der Aminosdure nicht in den heterozyklischen Ring integriert ist.
Pseudoalkaloide dagegen stammen nicht von Aminosiuren ab (Steroid-Alkaloide oder Purin-
Alkaloide). Die Stickstoff-Heterozyklen der Grundskelette der Alkaloide konnen als
Klassifizierungsmerkmal genutzt werden. Andererseits wird seltener auch die Aminoséure,
von der das jeweilige Alkaloid abstammt, zur Klassifizierung heran gezogen.

Von den bisher iiber 10.000 bekannten Alkaloiden kommen die meisten in hoheren Pflanzen
(besonders Dicotyledoneae) vor. Alkaloide wurden jedoch auch in Bakterien (Pseudomonas
spp.), Algen (Dinoflagellata), Moosen (Lycopodium spp.), Pilzen (Claviceps spp.) oder Tieren
(Bufo marinus) gefunden. Nicht immer synthetisiert der Organismus, in dem das Alkaloid
gefunden wird, die Verbindung selbst. So konnen Muscheln und einige Fischarten
neurotoxische  Gifte, Saxitoxine, anreichern, die beim Verzehr Mytilismus
(Muschelvergiftung) verursachen. Die eigentliche Quelle der Toxine sind jedoch
Dinoflagellaten (Sakamoto et al., 1987). Auch das Nervengift Tetrodotoxin, ein Alkaloid aus
der Imidazolin- und Pyrimidingruppe, wird vor allem bei Kugelfischen, Igelfischen und
anderen Familien der Tetraodontiformes, aber auch in einigen Krebsen, Schnecken,
Seesternen und sogar in einer Krakenart gefunden. Aufgrund des Auftretens in mehreren,
nicht eng verwandten Arten wird spekuliert, dass die Tiere das Gift nicht selbst synthetisieren,
sondern durch Bakterien aufnehmen. Bakterien, die Tetrodotoxin synthetisieren konnen
(Pseudomonas, Vibrio oder Pseudoalteromonas) wurden auf der Haut von Kugelfischen
gefunden (Daly, 2004). Auch Pfeilgiftfrosche nehmen die sie schiitzenden Gifte mit ihrer
Nahrung auf und speichern sie in ihren Driisen. Eine Analyse von Milben aus Costa Rica und
Panama ergab, dass diese mehr als 80 verschiedene Alkaloide enthielten (Saporito et al.,
2007). 41 dieser Verbindungen wurden auch im Pfeilgiftfrosch Oophaga pumilio gefunden.
Bekannt ist jedoch nicht, ob die Milben die Sekundirmetabolite selbst synthetisieren oder
wiederum iiber ihre Didt von Pflanzen zu sich nehmen. Ein nicht-marines Beispiel sind
Insekten (Lepidoptera, Coleoptera usw.), die Pyrrolizidinalkaloide verschiedener Pflanzen fiir
ihre eigene Abwehr verwenden (Hartmann, 1999). So nehmen die Larven des Barenspinners,
Utetheisa ornatrix, die Alkaloide iiber ihre Hauptfutterpflanze, Crotalaria spectabilis
(Fabaceae), auf und speichern sie wéhrend ihrer Metamorphose zum Schmetterling. Die
schiitzenden Alkaloide werden von beiden Elternteilen an ihre Brut weiter gegeben, wo sie als
Appetitanreger wirken und die Larvenentwicklung verkiirzen. Die Alkaloide beeinflussen
sogar das Paarungsverhalten der Schmetterlinge. Campo et al. (2005) stellten weiterhin fest,
dass die Sekundérstoffe der Pflanze das Leben der weiblichen Barenspinner verkiirzen.
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Es wurde geschitzt, dass etwa 15-30 % aller Pflanzenarten Alkaloide zu produzieren
vermdgen (Kapoor, 1995). In etwa 40 % aller Pflanzenfamilien existiert mindestens eine
Alkaloid-produzierende Pflanze (Cordell, 1981). Die Papaveraceae stellen eine Besonderheit
dar, indem alle Arten dieser Familie, die bisher untersucht worden sind, Alkaloide besal3en.
Haufig weisen die Mitglieder einer Pflanzenfamilie strukturell &hnliche Alkaloide auf, die von
der gleichen Aminosdure abgeleitet sind. So akkumulieren Papaveraceen Benzylisochinolin-
alkaloide, viele Gattungen der Solanaceen Tropanalkaloide und die Mitglieder der
Apocynaceen und Loganiaceen Monoterpen-Indolalkaloide.

Das anthropogene Interesse an den Alkaloiden beruht auf ihrer physiologischen Wirkung auf
den menschlichen und/oder tierischen Organismus. H&ufig erweisen sich Alkaloide als
potente Arzneistoffe, unter anderem bei der Behandlung von Krebs. Ein Beispiel ist das in der
Chemotherapie bei Ovarial-, Mamma-, Bronchial- oder Prostatakarzinomen verwendete
Paclitaxel (Taxol®) (Abb. 1-1).

Abb. 1-1 Strukturformel des Paclitaxel (Taxol®)

Es wurde erstmals 1967 aus der Rinde der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert (Wani
et al., 1971). Seine Wirkung beruht auf der Storung des Abbaus der Mikrotubuli wéahrend der
Mitose. Im Gegensatz dazu hemmen die Alkaloide Demecolcin und Colchicin (Abb. 1-2) aus
der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale) bzw. Vinblastin und Vincristin (Abb. 1-2) aus
Catharanthus roseus den Aufbau der Mikrotubuli. Ein weiteres Alkaloid, das in der Medizin
als Zytostatikum eingesetzt wird, ist das Camptothecin (Abb. 1-2), das aus Camptotheca
acuminata isoliert wird. Es bewirkt als Topoisomerasechemmer irreguldre, nicht behebbare
DNA-Briiche und spontane Vernetzungen. Andere prominente Alkaloide wie das Koffein und
das Nikotin (Abb. 1-2) begegnen uns téglich.
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OCH;

Colchicin R =COCH;

Demecolcin R = CH;4 Camptothecin

Vinblastin R =CHj
Vincristin R =CHO

0
CHy
H3C\N N
ALy
0 T N

CH,

Nikotin

Koffein

Abb. 1-2 Strukturen einiger pharmakologisch und kommerziell bedeutender Alkaloide aus
Pflanzen.

1.2 Die Alkaloide des Papaver somniferum L.

Der Schlafmohn, eine der &ltesten dem Menschen bekannten Arzneipflanzen, enthélt eine
Reihe verschiedener Benzylisochinolin-, Morphinan- und Benzo[c]phenanthridinalkaloide.
Durch jahrhunderte lange Kultivierung der Pflanze unterscheidet sich die Zusammensetzung
der Alkaloide von Sorte zu Sorte erheblich (Frick et al., 2005). Vorkommende Alkaloide sind
unter anderem Morphin, Codein, Thebain, Retikulin, Noscapin und Papaverin. Morphin
wurde als erstes Alkaloid 1804 durch M. A. Séguin und unabhéngig davon von F. W. A.
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Sertiirner im Jahre 1806 aus der Pflanze isoliert. Erst mehr als 100 Jahre nach seiner
Entdeckung wurde die Struktur des Morphins durch Gulland und Robinson (1923) aufgeklért.
Der definitive Beweis dieser Struktur wurde jedoch erst in den 1960er Jahren durch
Rontgenkristallographie erbracht. Seinen Namen verdankt die Substanz Morpheus, dem
griechischen Gott des Traumes, aufgrund seiner sedativen Wirkung. Die Bedeutung des
Schlafmohns fiir die griechische Kultur ist bekannt. In Darstellungen von Morpheus und
Hypnos, dem Gott des Schlafes, sind die Figuren haufig mit der Pflanze abgebildet. Der
griechische Arzt und Anatom Galenos von Pergamon, der nahezu 400 Schriften verfasste, die
bis ins 17. Jahrhundert und dariiber hinaus als medizinische Lehrgrundlage dienten, empfahl
die Anwendung des Schlafmohnsaftes bei Kopfschmerzen, Taubheit, Epilepsie, Asthma,
Husten, Koliken, Fieber, Frauenbeschwerden und Melancholie. Auch heute noch findet
Morphin als eines der stdrksten bekannten Analgetika Anwendung. Es bindet an die
Opiatrezeptoren im menschlichen Gehirn und unterdriickt somit das Schmerzempfinden. Das
Manko dieses ,,Geschenkes der Gotter ist sein starkes Suchtpotential, das jedoch bei
Verabreichung unter strenger drztlicher Kontrolle unterbunden werden kann. Auch andere
Alkaloide des P. somniferum haben Bedeutung in der Pharmazie erlangt. So wird Codein als
Analgetikum und Antitussivum und Papaverin als Spasmolytikum angewandt. Thebain wird
industriell zur Synthese verschiedener Analgetika wie Oxycodon, Nalbuphin und
Buprenorphin oder von Opioidantagonisten (z.B. Naloxon, Naltrexon), die im Falle
lebensbedrohlicher Opiatintoxikationen verabreicht werden, verwendet.

1.3 Die Biosynthese der Schlafmohnalkaloide

Die Aufkldrung der Alkaloidbiosynthese begann Ende der 1950er Jahre mit der Einfiihrung
der Tracertechnik. Inzwischen konnte die Biosynthese vieler Alkaloide des Papaver auf
enzymatischem Niveau aufgekldrt werden (Kutchan, 1998). Zudem wurden eine Reihe der
beteiligen Gene kloniert.

Der Biosyntheseweg der Benzylisochinolin-, Benzo[C]phenanthridin- und Morphinan-
alkaloide kann in zwei Teile unterteilt werden. Der erste Teil ist allen dieser Alkaloide gemein
und fiihrt zu einem Verzweigungspunkt, dem (S)-Retikulin. Von diesem Intermediat aus teilt
sich die Biosynthese in die verschiedenen Alkaloidklassen.

1.3.1 Die Biosynthese des (S)-Retikulin

Als Vorstufe des (S)-Retikulin konnte das (S)-Norcoclaurin identifiziert werden (Stadler et al.,
1987). Es wird iiber eine Kondensation von Dopamin und 4-Hydroxyphenylacetaldehyd durch
die (S)-Norcoclaurin-Synthase (NCS) gebildet (Abb. 1-3). Eine cDNA aus Thalictrum flavum
(,,Gelbe Wiesenraute®, Ranunculaceae) und P. somniferum, die eine hohe Homologie zu
einem Gen der PR (,pathogenesis-related“) 10 Familie aufweist und dessen
Translationsprodukt die Aktivitit der NCS besitzt, wurde isoliert (Samanani et al., 2004;
Liscombe et al., 2005). Minami et al. (2007) fanden in Coptis japonica (Ranunculaceac)
neben der PR10 Homologen (CjPR10A) ein zweites Enzym, dass die Kondensation von
Dopamin und 4-Hydroxyphenylacetaldehyd katalysiert (CJNCS1). Die beiden Enzyme wiesen
allerdings unterschiedliche Eigenschaften und Substratspezifititen auf. CjNCSI1 besitzt im
Gegensatz zu CjPR10A eine Domine, die Genen der Digoxygenase-Familie typisch ist, und
eine Bindungsstelle fiir Eisenionen. CjPRI0OA akzeptiert auch Dopamin und 4-
Hydroxyphenylpyruvat als Substrate fiir die Bildung des (S)-Norcoclaurins. Beide Enzyme
arbeiten regiospezifisch. Zudem enthalten die PR10A Homologen aus Coptis und Thalictrum
ein N-terminales Signalpeptid und sind daher vermutlich in Vesikeln lokalisiert (Samanani et
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al., 2004). Die meisten anderen Enzyme der frithen Isochinolinbiosynthese sind dagegen
zytosolisch. Daher kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es sich bei der NCS-Aktivitét
der isolierten cDNA aus P. somniferum um einen Artefakt handelt und ein weiteres Enzym
die hauptsiachliche NCS-Aktivitét in vivo katalysiert.

m H, 0,, Cu?*
Co, HO }‘ HO
% Tyramin
(] NH,

d HO %I coon " Dopami "o
Zacoon /<' opamin
HO N0, ce HO ? €0, 7] HO
L-DOPA H,0
L-Tyrosin H
\[3]\
Z-Ketoglutaratx COOH CO; o HO
L-Glutamat fo) 6] HO (S)-Norcoclaurin
HO
4-Hydroxyphenylacetaldehyd SAM
4-Hydroxyphenylpyruvat >1 [8]

(S)-Retikulin (S)-3'-Hydroxy-N-Methylcoclaurin (S)-N-Methylcoclaurin (S)-Coclaurin

Abb. 1-3 Die Biosynthese von (S)-Retikulin ausgehend von L-Tyrosin.

[1] L-Tyrosin-Decarboxylase [2] Phenoloxidase

[3] L-Tyrosin-Transaminase [4] Phenoloxidase

[5] L-DOPA-Decarboxylase [6] 4-Hydroxyphenylpyruvat-Decarboxylase
[7] (S)-Norcoclaurin-Synthase [8] (R,S)-Norcoclaurin-6-O-Methyltransferase

[9]1 (S)-Coclaurin-N-Methyltransferase [10] (S)-N-Methylcoclaurin-3’-Hydroxylase
[11] (S)-3’-Hydroxy-N-Methylcoclaurin-4’-O-Methyltransferase

Die Bildung des 4-Hydroxyphenylacetaldehyd verlduft {iber eine Transaminierung des L-
Tyrosins zu 4-Hydroxyphenylpyruvat und eine anschlieBende Decarboxylierung (Riiffer und
Zenk, 1987) (Abb. 1-3). Dopamin kann {iber zwei verschiedene Wege aus L-Tyrosin gebildet
werden. Entweder erfolgt die Umsetzung iiber eine Decarboxylierung zu Tyramin und
folgender Hydroxylierung in 3’-Position zu Dopamin oder die Hydroxylierung am Phenolring
erfolgt zuerst, wobei L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) entsteht, welches danach zu
Dopamin decarboxyliert wird (Abb. 1-3). In Schlafmohn wurden mehrere cDNAs, die fiir die
Tyrosin-/DOPA-Decarboxylase (TYDC) kodieren, identifiziert (Facchini und DeLuca, 1994
und 1995; Maldonado-Mendoza et al., 1996). An der weiteren Synthese ausgehend von (S)-
Norcoclaurin zu (S)-Retikulin sind eine Hydroxylase, zwei O-Methyltransferasen und eine N-
Methyltransferase beteiligt (Abb. 1-3). Die (R,S)-Norcoclaurin-6-O-Methyltransferase
(60MT) konnte erstmals aus Suspensionszellen von Argemone platyceras (,,Stachelmohn®,
Papaveraceae) partiell gereinigt werden (Riiffer et al., 1983). Die Klonierung von cDNAs und
Charakterisierung der 60MT gelang fiir Thalictrum tuberosum (Ranunculaceae) (Frick und
Kutchan, 1999), C. japonica (Morishige et al., 2000) und P. somniferum (Ounaroon et al.,
2003). Die (S)-Coclaurin-N-Methyltransferase (NMT) wurde aus C. japonica Zellkulturen
kloniert und charakterisiert (Choi et al., 2002). Die Hydroxylierung erfolgt durch eine
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Cytochrom-P450-abhéngige Monooxygenase, die erstmals aus Eschscholzia californica
(,,Kalifornischer Mohn*) kloniert wurde (Pauli und Kutchan, 1998). Die cDNA der (S)-N-
Methylcoclaurin-3’-Hydroxylase aus P. somniferum (CYP80B3) wurde 2000 von Huang und
Kutchan isoliert. Beide Enzyme hydroxylieren ausschlieBlich (S)-N-Methylcoclaurin. Die
abschlieBende 4’-Methylierung wird durch die 3’-Hydroxy-N-Methylcoclaurin-4’-O-
Methyltransferase (4’0OMT) katalysiert. Dieses Enzym wurde aus C. japonica (Morishige et
al., 2000) und P. somniferum (Ziegler et al., 2005) kloniert und charakterisiert.

1.3.2 Das zentrale Intermediat (S)-Retikulin

Wie bereits erwdhnt ist (S)-Retikulin ein Verzweigungspunkt, aus dem verschiedene
Biosynthesepfade unter anderem zum Morphin, Protopin, Sanguinarin, Corydalin und
Noscapin resultieren. Im Milchsaft des Schlafmohns werden neben den Hauptalkaloiden auch
die Benzylisochinolinalkaloide Laudanin und Laudanosin gefunden. Laudanin wird dabei aus
(R,S)-Retikulin durch die (R,S)-Retikulin-7-O-Methyltransferase (7OMT) synthetisiert. Eine
cDNA dieses Enzyms wurde aus Schlafmohn kloniert (Ounaroon et al., 2003). Die
Methylierung der 3’-Hydroxygruppe des Laudanins fiihrt zur Bildung des Laudanosins (Abb.
1-4). Das Enzym, das diese Reaktion katalysiert ist jedoch noch nicht isoliert worden.

HiCO N /\ HiCO A\ /\ HiCOL A /\
HO/|\/>/NCH3 ﬂ: O /|\/j/NCH3_> O /|\/j/NCH3
HO__ |/\ SAQAH HO__ |/\ SAQAH HyCO_ |/\

Hy o™ S H;CO ~F H,co0” NS

(R,S)-Retikulin (R,S)-Laudanin (R,S)-Laudanosin

Abb. 1-4 Die Biosynthese von Laudanin und Laudanosin aus (R,S)-Retikulin

Das (S)-konfigurierte Retikulin kann durch einen intramolekularen Ringschluss zwischen der
N-Methylguppe und dem Kohlenstoff in 2’-Position des Phenylrings in (S)-Scoulerin
tiberfiihrt werden (Abb. 1-5), aus dem unter anderen die Benzo[C]phenanthridine,
Protoberberine und Protopine gebildet werden konnen.

H;CO H;CO
HO = BBE HO
HO / i
0,
H,0,
H;CO
(S)-Retikulin (S)-Scoulerin Sanguinarin

Abb. 1-5 Die Biosynthese von (S)-Scoulerin, einem Intermediat der Sanguinarin-Biosynthese,
aus (S)-Retikulin.

Die Bildung dieser Briicke wird durch das Berberinbriickenenzym (BBE) katalysiert, das
erstmals aus Zellkulturen von Macleaya microcarpa (,,Federmohn®, Papaveraceac)
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beschriecben (Rink und Bohm, 1975) und aus Zellkulturen von Berberis beaniana
(Berberidaceae) isoliert und charakterisiert (Steffens et al., 1985) wurde. Der cDNA-Klon des
Enzyms wurde zundchst aus E. californica (Dittrich und Kutchan, 1991) und spéter aus P.
somniferum (Huang und Kutchan, 2000) und Berberis stolonifera (Berberidaceae) (Chou und
Kutchan, 1998) isoliert. In P. somniferum werden neben den hauptsédchlich auftretenden
Benzylisochinolinalkaloiden auch (S)-Scoulerin im Milchsaft und das Benzo[c]phenanthridin
Sanguinarin (Abb. 1-5) in den Wurzeln der Pflanzen gefunden. Auf die Biosynthese von
Sanguinarin (Kutchan, 1998) soll an dieser Stelle nicht eingegangen werden.

1.3.3 Der Morphin-spezifische Biosyntheseweg

Strukturell zeigt das pentazyklische Morphin eine hohe Komplexitit mit einer Reihe
funktioneller Gruppen (Amino-, Hydroxyl-, Olefin- und Ethergruppen). Es besitzt 5 chirale
Zentren, die fiir die pharmakologische Wirkungsweise entscheidend sind. Fiir den Aufbau des
Morphinan-Geriistes ist die (S)-Konfiguration des Retikulins ungeeignet. Daher wird zunichst
das (R)-Retikulin unter Ausbildung des 1,2-Dehydroretikulinium-Ions aus (S)-Retikulin
gewonnen (Abb. 1-6). Die Oxidation des (S)-Retikulins zum Ion wird durch die 1,2-
Dehydroretikulin-Synthase katalysiert, die aus Keimlingen des P. somniferum partiell
gereinigt und charakterisiert werden konnte (Hirata et al., 2004). Das Enzym bendtigt keinen
Redox-Cofaktor und akzeptiert sowohl (S)-Retikulin als auch (S)-Norretikulin als Substrate.
Das intermediate Ion wird anschlieBend stereospezifisch durch die 1,2-Dehydroretikulinium-
Ion-Reduktase zum (R)-Retikulin reduziert (De-Eknamkul und Zenk, 1990). In den néichsten
Schritten wird das trizyklische (R)-Retikulin zum pentazyklischen Thebain umgewandelt
(Abb. 1-6).

NADPH, O,

H;CO

(S)-Retikulin 1,2-Dehydroretikulinium-Ion (R)-Retikulin Salutaridin

[15]
NADPH + H"

NADP*

(17]

NCH; v

Acetat

H;CO

Thebain Salutaridinol-7-(S)-O-acetat 7(S)-Salutaridinol

Abb. 1-6 Die Biosynthese von Thebain aus (S)-Retikulin.

[12] 1,2-Dehydroretikulin-Synthase [13] 1,2-Dehydroretikulinium-Ion-Reduktase
[14] Salutaridin-Synthase [15] Salutaridin-Reduktase

[16] Salutaridinol-7-O-Acetyltransferase  [17] Thebain-Synthase
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Der intramolekulare Ringschluss zwischen C12 und C13 durch eine oxidative ortho-para-
Phenolkopplung zum tetrazyklischen Salutaridin wird durch die Salutaridin-Synthase, einer
Cytochrom-P-450-abhingigen Monooxygenase, katalysiert (Gerardy und Zenk, 1993a). Es ist
dieser Schritt, der die Synthese des Morphins so problematisch macht. Salutaridin wird
anschlieBend stereoselektiv zu 7(S)-Salutaridinol reduziert (Gerardy und Zenk, 1993b). Das
beteiligte Enzym, die Salutaridin-Reduktase (SalR), konnte unldngst kloniert und
charakterisiert werden (Ziegler et al., 2006). Zur Ausbildung des letzten Ringes wird das
Salutaridinol zunédchst durch Acetylierung aktiviert. Dabei iibertrdgt die Salutaridinol-7-O-
Acetyltransferase (SalAT) eine Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf die 7(S)-Hydroxylgruppe
des Salutaridinols (Lenz und Zenk, 1995a; Grothe et al., 2001). Das dabei entstehende
Salutardinol-7-O-Acetat ist eine sehr reaktive Verbindung, die sich in wéssriger Losung bei
pH 7,0 spontan zu einem Dibenz[d,f]lazonin-Alkaloid umsetzt (Lenz und Zenk, 1994). Aus
dem acetylierten Intermediat wird in vivo unter Acetatelimination eine Etherbriicke zwischen
C4 und CS5 geschlossen und das Produkt Thebain gebildet. Das an dieser Reaktion beteiligte
Enzym, die Thebain-Synthase, konnte aus der zytosolischen Milchsaftfraktion angereichert
werden (Grothe, 2002; Fisinger, 2007).

In einigen Sorten des P. somniferum wurde sowohl Codein als auch Oripavin gefunden. In
diesen Pflanzen erfolgt die Morphinbiosynthese ausgehend von Thebain iiber zwei
verschiedene Biosynthesepfade (Abb. 1-7). Der ,klassische® Biosyntheseweg (Stermitz und
Rapoport, 1961) beginnt mit der 6-O-Demethylierung des Thebains zu Neopinon, das ohne
Beteiligung eines Enzyms zu Codeinon isomerisieren kann (Gollwitzer et al., 1993). Das
Codeinon wird in einer NADPH-abhéngigen Reaktion zu Codein reduziert (Lenz und Zenk,
1995b und 1995¢). Das Enzym, das diese Reduktion katalysiert, ist die Codeinon-Reduktase
(COR). Die Klonierung dieses Proteins gelang aus Zellkulturen des P. somniferum
(Unterlinner et al., 1999). Im letzten Schritt wird das Codein durch 3-O-Demethylierung zu
Morphin umgesetzt. Im alternativen Biosyntheseweg (Brochmann-Hanssen, 1984) wird das
Thebain bereits im ersten Schritt 3-O-demethyliert. Das Reaktionsprodukt Oripavin wird
anschlieBend am C6 zu Morphinon demethyliert. Die abschlieBende Reduktion zum Morphin
kann ebenso durch COR katalysiert werden (Lenz und Zenk, 1995¢; Unterlinner et al., 1999).
Die an den O-Demethylierungsreaktionen beteiligten Enzyme konnten bisher noch nicht
identifiziert werden.

Aus Zellsuspensionskulturen des Papaver konnte eine Cytochrom-P-450-Reduktase (CPR)
isoliert und aus P. somniferum und E. californica kloniert werden. Eine Co-Expression der
Eschscholzia CPR mit der Berbamunin-Synthase aus Berberis stolonifera in Insektenzellen
zeigte eine Verschiebung des Verhéltnisses der Produkte Berbamunin und Guattegaumerin
(Rosco et al., 1997). Die Co-Expression mit CYP80BI1 fiihrte zu einer mehr als 3-fachen
Steigerung der Hydroxylase-Aktivitit (Pauli und Kutchan, 1998).
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1.4 Die Regulation der Benzylisochinolin- und Benzo[C]phenanthridin-
alkaloid-Biosynthese

Uber die Regulation der Benzylisochinolinalkaloid-Biosynthese ist zurzeit nur wenig bekannt.
Bisherige Erkenntnisse wurden durch biotechnologische Eingriffe in die Pflanze (sogenanntes
»metabolic engineering) gewonnen. Dabei wurden zusitzliche Kopien von Genen, deren
Translationsprodukte an der Biosynthese involviert sind, in die Pflanze eingefiihrt (,,sense®,
Uberexpression) oder die Translation entsprechender Gene unterdriickt. Die Suppression von
Genen kann durch das Einschleusen eines Gens mit entgegen gesetztem Leserahmen
(,,antisense*) durchgefiihrt werden (Bourque, 1995). Neben der ,antisense“-Technik erwies
sich die “RNA Interferenz“ (RNAI) als weitaus effizientere Methode (Fire et al., 1998).
Inzwischen wird sie in vielen Organismen routineméfig zur Suppression von Genen
eingesetzt. Erst im letzten Jahr erhielten die Forscher Andrew Z. Fire und Craig C. Mello fiir
die Entdeckung und Erforschung des RNAi-Prozesses den Nobelpreis. Der Mechanismus des
RNAI beruht auf dem Auftreten von doppelstringiger RNA (dsRNA) mit kodierenden Exon-
Sequenzen in einem Organismus, der zu einer posttranskriptionellen Stilllegung von Genen
fiihrt (Plasterk, 2002). Die dsRNA wird dabei durch eine ATP-abhingige Ribonuklease der
RNase III Familie (Dicer) zu doppelstrangigen kurzen RNA-Molekiilen von 21-26 nt Lange,
den siRNAs (,,small interfering RNAs*) abgebaut (Hamilton und Baulcombe, 1999; Voinnet,
2002). Die siRNAs werden anschlieBend an einen zweiten Enzymkomplex, RISC (,,RNA-
induced silencing complex) weiter gegeben. Dieser nutzt die Sequenz des ,,antisense*
Stranges, um eine komplementéire Sequenz, zum Beispiel die mRNA eines endogenen Gens,
zu finden und abzubauen (Hammond et al., 2000; Zamore, 2002).

Bisherige Erkenntisse iiber die Regulation der Benzylisochinolin- und
Benzo[c|phenanthridinalkaloid-Biosynthese

In E. californica wurden Zellkulturen mit ,,antisense‘-Konstrukten der Gene bbe und cyp80b1l
(Park et al.,, 2002) und Wurzelzellkulturen mit einem ,,sense“- und einem ,antisense‘-
Konstrukt des Gens bbe aus P. somniferum (Park et al., 2003) transformiert. Die ,,antisense*-
Konstrukte filhrten in allen Féllen zu einer Reduktion der Menge an
Benzo[C]phenanthridinalkaloiden. Eine Akkumulation von Intermediaten konnte nicht
beobachtet werden. Die Zellkulturen zeigten zudem eine Erhohung verschiedener
Aminoséduren (Alanin, Leucin, Phenylalanin, Threonin, Valin). Die Menge an Tyrosin, der
Aminoséure, von der die Biosynthese dieser Alkaloide ausgeht, war jedoch nur geringfiigig
erhoht. Die Wurzelkultur, in der bbe iiberexprimiert war, enthielt hhere Mengen der
Alkaloide. Fiir beide transformierten Wurzelkulturen wurde eine Anderung der Mengen
spezieller Aminoséduren festgestellt. Der Gesamtgehalt an Aminosduren blieb gleich. Erst
kiirzlich wurde das Gen bbe in E. californica durch RNAi-Technik stillgelegt (Fujii et al.,
2007). Die Untersuchung der transgenen Zellkulturen zeigte eine reduzierte Konzentration der
Endprodukte der Isochinolinbiosynthese wie Sanguinarin und die Akkumulation des
Intermediates Retikulin. Zudem wurde Laudanin, das in unbehandelten Kontrollzellen kaum
detektiert werden konnte, gefunden. Auch die Unterdriickung des endogenen Gens bbe in
Schlafmohn durch ,.antisense“-Technik fiihrte zu einer Erhdhung der Intermediate (R,S)-
Retikulin, 1,2-Dehydroretikulin, (R,S)-Laudanin, (R,S)-Laudanosin, Salutaridin und (S)-
Scoulerin im Milchsaft der Pflanzen (Frick et al., 2004). Die Benzo[c]phenanthridinalkaloide,
die in geringen Mengen in den Wurzeln des Schlafmohns vorkommen, wurden nicht
beeinflusst. In P. somniferum wurden auch die Auswirkungen der Uberexpression bzw. der
Unterdriickung des Gens cyp80b3, dass an der Biosynthese des Verzweigungspunktes (S)-
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Retikulin beteiligt ist, untersucht (Frick et al., 2007). Die Uberexpression des Gens bewirkte
eine bis zu 4,5-fache Steigerung der Alkaloidmenge im Milchsaft, die nur in einigen Féllen
mit einer Anderung des Alkaloidprofils einherging. In mehreren Fillen konnte dabei eine
erhohte Transkriptmenge der Gene cyp80b3, cpr, bbe, 6omt, salat und cor festgestellt werden.
Die cyp80b3-,,antisense” Linien wiesen eine Erniedrigung von Alkaloiden im Milchsaft bis
auf 16 % des Wildtyp-Niveaus auf, die mit einer Anderung des Alkaloidprofils verbunden
war. Es wurde gezeigt, dass in den transgenen Pflanzen die Transkriptmengen der Gene
cyp80b3, cpr, bbe und cor erniedrigt waren. Diese Daten deuten zusammen genommen auf
eine koordinierte transkriptionelle Expression hin und zeigen, dass cyp80b3 ein regulierendes
Schliisselenzym in der Alkaloidbiosynthese im Schlafmohn darstellt.

Allen et al. (2004) nutzten die RNAI-Technik, um die Expression des Gens cor in Papaver
zu unterdriicken. Der Milchsaft der transgenen Pflanzen zeigte eine Anreicherung des
zentralen Intermediates Retikulin und methylierter Derivate des Retikulins (Laudanin,
Laudanosin und Codamin). Codamin konnte nicht in den Wildtypen gefunden werden. Die
Alkaloide des Morphin-spezifischen Weges (Thebain, Codein, Oripavin und Morphin) waren
stark reduziert. Eine Anderung von Transkriptmengen anderer Gene als cor konnte nicht
beobachtet werden. Der Einfluss eines Gens des spédten Morphinbiosyntheseweges auf die
Alkaloidbiosynthese frither Zwischenprodukte war liberraschend und seine Ursache konnte
bisher nicht erkldrt werden. Moglich sind sowohl eine Feedback-Hemmung durch das
Endprodukt Morphin auf Ebene des Enzyms oder der Transkription als auch das
Vorhandensein eines makromolekularen Enzymkomplexes. Die Uberexpression des Gens
corl.l in Schlafmohn fiihrte zu einer 15 — 30 %igen Steigerung des Morphinanalkaloid-
gehaltes, jedoch zu keiner Anderung des Alkaloidprofils (Larkin et al., 2007).

Ein weiteres Beispiel fiir das ,,metabolic engineering* der Benzylisochinolinbiosynthese ist
die Uberexpression der (S)-Scoulerin-9-O-Methyltransferase (smt) in Coptis- und
Eschscholzia-Zellkulturen (Sato et al., 2001). Das Enzym katalysiert dic 9-O-Methylierung
von (S)-Scoulerin zu Tetrahydrocolumbamin in Coptis (Takeshita et al., 1995). In C. japonica
fiihrte diese Uberexpression zu einer moderaten Akkumulation von Berberin und
Columbamin, in E. californica dagegen zu einer starken Anreicherung von Columbamin und
einem unbekannten Alkaloid, wobei die Menge an Sanguinarin in E. californica erniedrigt
war.

1.5 Hintergrund der vorliegenden Arbeit

Laut statistischer Daten des ,,International Narcotics Control Board* wurden im Jahr 2004 in
Deutschland 8.959 kg Codein und 1.322 kg Morphin fiir medizinische Zwecke verbraucht.
Weltweit lag 2004 der Verbrauch an Codein bei 195 Tonnen und an Morphin bei 28,8
Tonnen. Da den Alkaloiden des P. somniferum eine solch bedeutende Rolle zukommt, ist die
effiziente und kostengiinstige Produktion dieser Metabolite von groBem Interesse. Trotz
mehrerer bisher entwickelter chemischer Verfahren bleibt die Schlafmohn-Pflanze selbst noch
immer die gilinstigste Quelle der Alkaloide. Daher steckt in der Anhebung der
Alkaloidbiosynthese im Schlafmohn durch biotechnologische Methoden ein wirtschaftliches
Potential. Fiir eine Zielgerichtete Verdnderung der Biosynthese dieser Sekundérmetabolite ist
neben der Kenntnis iiber die enzymatischen Schritte und der Klonierung der beteiligten
Enzyme jedoch auch die Aufkldarung der Regulationsmechanismen entscheidend.



Einleitung 12

1.6 Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die Erlangung grundlegend neuer Kenntnisse zur Regulation der
Alkaloidbiosynthese in P. somniferum. Dazu sollte eine stabile Transformation dieser Art mit
RNAi-Konstrukten von Genen, die an der Biosynthese involviert sind (salAT, cyp80b3),
erfolgen. Die Unterdriickung der entsprechenden Gene sollte durch molekularbiologische
Methoden nachgewiesen werden. Die Auswirkung der Suppression war mittels
chromatographischer Analyse des Milchsaftes zu zeigen und unter Beriicksichtigung des
aktuellen Standes der Forschung zu diskutieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzliches Material

Zur Transformation von Keimlingen des P. somniferum L. wurde die Hochzuchtlinie C058-34
der Firma Tasmanian Alkaloids Pty Ltd, Westbury, Australien verwendet. Die Keimlinge
sowie auch die daraus erhaltenen Kalluskulturen wurden unter sterilen Bedingungen in einer
Klimakammer bei 22-24 °C unter kiinstlichem Licht mit Bodenkiihlung und einer 16-
stlindigen Photoperiode angezogen (Frick et al., 2007).

Aus dem Transformationsprozess regenerierte Pflanzen, im Folgenden als Ty-Generation
bezeichnet, wurden ab einer Grofle von etwa 3 cm im Gewéchshaus bis zum Abreifen der
Samen gezogen. Die Folgegeneration (T;) und Wildtyp-Pflanzen wurden im Gewichshaus
herangezogen. Fiir die Isolierung der putativen Promotoren wurden Pflanzen des P.
somniferum Miinchen im Gewéchshaus ausgesit. Die Gewéchshausbedinungen sind in Frick
et al. (2005) publiziert.

2.1.2 Bakterienstimme

Folgende Bakterienstimme wurden fiir allgemeine Klonierungsarbeiten verwendet:

Escherichia coli Clontech F, deoR, endA1, gyrA96, hsdR17, (ri’, my '), recAl,
DH5a relAl, supE44, ®80lacZAM15, thi-1, A(lacZY A-
argkFv169)

E. coli XL1-Blue Stratagene recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,
lac[F’ proAB, laclZAM15Tn10(Tet")]

Zur Transformation von P. somniferum L. wurde Agrobacterium tumefaciens AGL1 (Lazo et
al., 1991) verwendet.

2.1.3 Vektoren

pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen)

Dieser 3,9 kb groBle, linearisierte Klonierungsvektor besitzt einen 3’-terminalen
Thyminiiberhang, an dessen Phosphatrest eine Topoisomerase I des Vaccinia Virus kovalent
gebunden ist. Dadurch konnen mit Tag-DNA-Polymerase amplifizierte Fragmente, die
aufgrund der fehlenden 3’-5° Exonukleaseaktivitit (Korrekturlesen) oft einen einfachen
Desoxyadenosiniiberhang aufweisen, auch ohne Ligase in den Vektor kloniert werden. Der
Vektor besitzt ein lacZ-Gen mit integrierter multipler Klonierungsstelle, einen T7 RNA-
Polymerase-Promotor sowie Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzgene. Neben dem T7
Standard-Primer kénnen zudem der M13 forward (-20) und M13 reverse Primer genutzt
werden.
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pCR®4-TOPO® (Invitrogen)

Es handelt sich um einen ca. 4 kb grofen Klonierungsvektor, der analog zum Vektor
pCR®2.1-TOPO® mit Topoisomerase I linearisiert wurde. Er ermdglicht eine schnelle
Klonierung von PCR-Produkten mit glatten Enden. Der Vektor erlaubt zudem eine Selektion
positiver Transformanten durch das letale E. coli Gen ccdB. Er besitzt einen T7 und T3 RNA-
Polymerase-Promotor sowie Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzgene. Neben den T7 und
T3 Standard-Primern konnen der M 13 forward (-20) und M 13 reverse Primer genutzt werden.

PGEM®-T Easy (Promega)

Dieser Klonierungsvektor ist 3 kb grof, linearisiert durch Restriktionsverdau mit ECORV und
besitzt einen 3’-terminalen Thymidiniiberhang. Er verfiigt aulerdem iiber ein lacZ-Gen mit
integrierter multipler Klonierungsstelle und ein Ampicillin-Resistenzgen. Die multiple
Klonierungsstelle wird von T7 und SP6 RNA-Polymerase-Promotoren flankiert.

pHannibal (CSIRO Plant Industry, Canberra, Australien) (Abb.2-1)

Der 5,8 kb grofe Vektor wurde speziell zur Generation von RNAIi-Plasmiden hergestellt
(Wesley et al., 2001; Helliwell und Waterhouse, 2003). Er besitzt neben einem Ampicillin-
Resistenzgen eine Expressionskassette bestehend aus einem CaMV 35S Promotor, einem
Intron des Gens Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase aus Flaveria trinervia und einem OCS
Terminator. Zwischen dem Intron und dem Promotor bzw. dem Intron und dem Terminator
befinden sich verschiedene Restriktionsschnittstellen, die der Ligation von Sequenzen des
stillzulegenden Gens in Lese- oder Gegenrichtung dienen. Die Expressionskassette wird von
zwei Notl-Schnittstellen flankiert.

OCS Terminator Notl (5819)

Xbal (5041)
BamHI (5035)
Clal (5024)

pdik Intron

Ampicillin-
Resistenz

pHANNIBAL

EcoRI (4218) (5824 bp)

Xhol (4212)

CaMV 358
Promotor

Noil (2859)

Abb. 2-1 Schema des Vektors pHANNIBAL.

PART27 (CSIRO Plant Industry, Canberra, Australien) (Abb. 2-2)

Dieser rund 11,7 kb grofle bindre Vektor enthélt neben dem ColE1 Replikationsstart fiir E.
coli auch ein RK2 Replikon zur Vermehrung in Agrobacterium. Auflerdem verfiigt er {iber ein
lacZ-Gen mit integrierter multipler Klonierungsstelle, ein Tn7 Spectinomycin/Streptomycin
Resistenzgen und {iber die Transfer-DNA. Diese tragt ein chimires Kanamycin-Resistenzgen
(Neomycinphosphotransferase II, nptll), das vom Nopalinsynthase (NOS) Promotor und
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Terminator reguliert wird (Gleave, 1992). Die T-DNA ist von einer rechten und einer linken
Grenzsequenz flankiert, die die Integration ins pflanzliche Genom ermdoglicht.

Rechte Grenze

Not (900)
iy

NOS Promotor

Spectinomycin-
Resistenz

nptll

NOS
pART27 Terminator
(11667 bp) Linke

Grenze

Sall (3664)

Abb. 2-2 Schema des Bindrvektors pART27.

2.1.4 Medien

Falls in den Protokollen keine anderen Angaben gemacht wurden, ist zur Anzucht der
Bakterien LB-Medium (Luria-Bertani-Medium; Maniatis et al., 1982) verwendet worden.

LB-Medium:
1 % (w/v) Trypton
0,5 % (W/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl
pH 7,0

Wurden Bakterien auf Agarplatten kultiviert, so sind zu dem Medium vor dem Autoklavieren
zusitzlich 1,5 % (w/v) Bacto Agar zugegeben worden. Fiir bakterielle Transformationen
wurde das an Glukose reiche SOC-Medium (Maniatis et al., 1982) genutzt.

SOC-Medium:
2% (W/v) Trypton
0,5 % (W/v) Hefeextrakt
10 mmol NaCl
2,5 mmol KCl
10 mmol MgCl, x 6H,O
10 mmol MgSO4x 7H,0
20 mmol Glukose
pH 7,0

Stocklosungen des Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat und der Glukose wurden getrennt
steril filtriert und erst vor Gebrauch zugegeben.

Die Anzucht von Agrobacterium tumefaciens AGL1 zur Herstellung kompetenter Zellen
erfolgte durch das Minimalmedium MinA (Miller, 1972) mit folgender Zusammensetzung:
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MinA-Medium:

60 mM K,HPO,4

33 mM KI‘I2P04

0,1 % (W/v) (NH4),SO4

0,05 % Natriumcitrat
0,02 % MgSO4 x 7 H,O
0,2 % Glukose

Die Stocklosung der Glukose wurde auch hier getrennt steril filtriert und nach dem
Autoklavieren des Mediums steril hinzu gegeben.

Keimlinge, Embryonen und Embryonen regenerierende Zellkulturen des Schlafmohns
wurden auf B5O-Medium gezogen, wiahrend Zellkulturen, die lediglich der Erhaltung dienten,
auf 19D-Medium vermehrt wurden. Diese beiden Néhrmedien beruhen auf der
Zusammensetzung der Gamborg B5-Salze (Gamborg et al., 1968) und unterscheiden sich
voneinander lediglich durch den Zusatz des Wachstumsregulators (Auxin) 2,4-Dichloro-
phenoxyessigsdure (2,4 D), das die Embryonenbildung auf 19D-Medium unterdriickte. 2-
Morpholinoethansulfonsédure (MES) wurde zur Pufferung des bei der Kultivierung von
Kalluskulturen des Schlafmohns schnell ansteigenden pH-Wertes im Medium eingesetzt
(Chitty et al., 2003; Larkin et al., 1999; Chitty et al., 2006). Die vollstindige
Zusammensetzung lautete wie folgt:

B50 (19D)-Medium:

150 mg/1 NaH,PO4 x 2H,0 0,75 mg/1 KJ

2500 mg/1 KNOs3 37,3 mg/l Na,EDTA

134 mg/1 (NH4)2SO4 27,8 mg/l FeSO4 x 7H,0
250 mg/1 MgSO4 x 7TH,0 1 mg/l Nicotinsdure
150 mg/1 CaCl, x 2H,0 10 mg/1 Thiamin x HCl
10 mg/1 MnSO4 x H,O 1 mg/l Pyridoxin x HCI
0,25 mg/1 Na;MoO4 x 2H,0 100 mg/1 Inositol

3 mg/l H;BO; (1 mg/l 2,4 D)

2 mg/l ZnSO4 x TH,O 2¢g/1 MES

25 pg/l CuSOq x SH,0 20 g/ Saccharose

25 ng/l CoCl, x 6H,O pH 5,6

Zur Verfestigung wurden 11,2 g/l Pflanzenagar (Duchefa) vor dem Autoklavieren zugegeben.
Zur Selektion wurden nach dem Autoklavieren und Abkiihlen des jeweiligen Mediums
Antibiotika in folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:

100 pg/ml Ampicillin 20 pg/ml Rifampicin
50 pg/ml Kanamycin 100 pg/ml Timentin

50 pg/ml Spectinomycin 25 pg/ml Paromomycin
50 pg/ml Carbenicillin

Das Antibiotikum Timentin der Firma Duchefa bestand aus Ticarcillin und Clavulansidure im
Verhiltnis 15:1.

2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden als Primer in Polymerasekettenreaktionen oder Sequenzierungen
bendtigt. Sie wurden von der Firma MWG-Biotech AG, Miinchen bezogen.
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2.1.6 Chemikalien, Enzyme, Enzymkits und Sonstiges

Chemikalien wurden in der gewiinschten Reinheit im Allgemeinen von den Firmen Sigma,

Merck, Serva oder Roth bezogen.

Spezielle Chemikalien:
Alkaloide

Antibiotika

Bio-Rad-Reagenz

5-Bromo-4-chloro-3-indol-B-D-
galactopyranosid (X-Gal)

ExpressHyb ™ Hybridization Solution

GenElute™Plasmid Midiprep Kit

Isopropyl-1-thio-B-galactopyranosid (IPTG)

Nukleotide (ANTPs)

y->*P-dATP

QIAprep® SpinMiniprep Kit

QIAprep® SpinMidiprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

Rinderserumalbumin (Fraktion V)

Lingenstandards:

1 kb Plus DNA

Lambda DNA/EcoRI+HindIII
RNA Marker, ,,Low Range*

Enzyme und Enzymkits:
BigDye Terminator Cycle Sequencing und
5x Puffer fir AmpliTaqg FS
Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
Desoxyribonuklease |
v.2.0 Ready Reaction*
EZ:: TN™ <KAN-2> Insertion Kit
GeneRacer"™ Kit mit SuperScript™ III
RT und pCR®4-TOPO® blunt Cloning
Kit for Sequencing
GenomeWalker Universal Kit
Herculase® hotstart DNA-Polymerase
Megaprime™ DNA Labelling System
Pfu-DNA-Polymerase
pGEM®-T Easy Vector System
Rapid DNA Ligation Kit
Restriktionsenzyme
SuperScript III First-Strand Synthesis
System for RT-PCR
Tag-DNA-Polymerase mit Puffer

Sammlung am IPB, Abt. NBT; synthetisiert
in der Gruppe von Herrn Prof. Zenk
(Biozentrum Universitit Halle)

Sigma, Duchefa

BioRad

Peqlab

BD Clontech
Sigma
Peqlab
Peqglab

MPI

Qiagen
Qiagen
Qiagen

Roth

Invitrogen
MBI Fermentas
MBI Fermentas

ABI

Stratagene
Promega
Sigma

Epicentre
Invitrogen

BD Clontech

Stratagene

Amersham

MBI Fermentas

Promega

Roche

Invitrogen, z. T. New England Biolabs
Invitrogen

Sigma
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T4 DNA Ligase

TOPO TA Cloning® Kit (mit
pCR®2.1-TOPO® Vektor) mit
One Shot® TOP10 Chemisch
kompetenten E. coli

Sonstiges:
Filterpapier GB 005

Flat-Bottom Block

Klebefolie fiir Platten
Multiscreen-FB Platten
Multiscreen-HV Platten
Multiscreen 45 ul Sdulenlader
Nylonmembran Biodyne® B
Phosphor-Imager Platten
Positionierrahmen
ProbeQuant™ G-50 Micro Columns
QRT-PCR tube strips und caps
Sephadex G-50 Superfine

MBI Fermentas
Invitrogen

Schleicher und Schiill
Qiagen

Qiagen

Millipore

Millipore

Millipore

Pall

Molecular Dynamics
Millipore
Amersham

BioRad

Pharmacia

Sterile Einmalartikel: Petrischalen, Polypropylenréhrchen, Eppendorfgefdfie u. v. m.:

Greiner, Sarstedt, VWR

2.1.7 Geriate

Autoklaven

Varioklav Typ 300, 400, 500 oder H+P (H+P Labortechnik)

Eismaschine
AF-10 (Scotsman)
Elektrophorese

Elektrophoresenetzgerit E455 (Consort)

Elektrophoresekammern Agagel Mini, Midi Wide, Standard bzw. Maxi (Whatman

Biometra®)
Elektroporationsinstrument

Gene Pulser II System mit Pulse Controller Plus und Capacitance Extender Plus

(BioRad)
Geiger-Miiller-Zihler

LB 1210 B (Berthold)
Heizriihrer

RCT basic (IKA®)

MR 3002 (Heidolph)
HPLC

LC 1100 series Agilent system (Agilent Technologies) mit der Sdule Lichrospher 60

RP-select B (4x 250 mm, 5 um, Merck)

Hybridisierungsofen
7601 (GFL)
Kiihlschrinke / Tiefkiihlschrinke

Gram, Kiihlanalagenbau (4 °C)

Liebherr (-20 °C)

Ultra Low Temperature Freezer (-80 °C) von New Brunswick
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LC/ESI-MS/TOF
Mariner TOF Massenspektrometer 5232 (Applied Biosystems) mit Turbulon spray
source (PE-Sciex) mit LC 1100 series Agilent system (Agilent Technologies) mit der
Séule Superspher 60 RP-select B (2x 125 mm, 5 um, Merck)
LC/ESI-MS/SRM
MAT TSQ 7000 Instrument (ThermoFinnigan) kombiniert mit einem Surveyor
MicroLC System (ThermoFinnigan) und einer RP18-Sdule (I1x 100 mm, 4 pm,
Ultrasep)
Mikrobiologische Sicherheitswerkbinke
HERAsafe® (Heraeus®)
PCR-Gerite
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
PRC-200 (MJ Research)
1Q5 Real Time PCR Detection System (BioRad)
pH-Meter
inoLab Labor-pH-Meter Level 1 (WTW)
Phosphorimager
Storm Phosphorimager (Molecular Dynamics)
Photometer
Ultrospec 3000 mit Drucker DPU-411 (Pharmacia Biotech)
Mikroplatten-Lesegerit MRX (Dynatech Laboratories) mit Software Biolinx™
Version 2.20
Schiittler
3017 (GFL)
Sequenzierer
ABI PRISM™ 310-Genetic Analyzer (Applied Biosystems) mit 36 oder 50 cm
Kapillare und POP-6"™ Polymer
ABI PRISM™ 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems) mit 36 cm
Kapillare und 3100 POP-6"™ Polymer
Szintillationszihler
Beckman LS 6000 TA
Trockenschrinke / Inkubatoren
Typ TS 100 (MLW)
WTC (Binder)
Ultraschallwasserbad
Sonorex RK100 (Bandelin)

UV-Transilluminator mit Drucker
GeneGenius Bio Imaging System mit Software GeneSnap und GeneTools (Syngene)
und Drucker Digital Graphic Printer UP-D895 (Sony)
Vakuumkonzentrator
Bachofer
Speedvac SC100 (Savant)
Vortex-Mixer
Reax 2000 (Heidolph)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
Waagen
210-A (Omnilab)
MC1 LC2200P (Sartorius)
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Wasserbider

Julabo

C10 (Thermo Haake)
Wasserreinigungssystem

Milli-Q Synthesis A10 (Millipore)
Zellkulturschiittler

3032 und 3033 (GFL)

4000 (Innova™)
Zentrifugen

Mikrozentrifuge PicoFuge' (Stratagene)

5415D (Eppendorf)

5810R mit Rotor A-4-62 (Eppendorf)

2.2 Methoden

Die in der vorliegenden Arbeit angewandten molekularbiologischen Standardtechniken
basieren iiberwiegend auf Protokollen nach Maniatis et al. (1982) bzw. seiner iiberarbeiteten
Version (Sambrook et al., 1989). Wurden Techniken daraus verdndert oder Methoden anderer
Herkunft angewendet, so sind diese im Methodenteil ndher beschrieben.

2.2.1 Priparation von Nukleinsiuren
2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.1.1.1 Mini-Plasmid-Priparation aus E. coli

Plasmid-DNA im KleinmaBstab wurde mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits der Firma
Qiagen isoliert. Dazu wurden 2-5 ml Bakterienkultur fiir 5 Minuten bei 8000 rpm in einer
Eppendorf Tischzentrifuge abzentrifugiert. Alle weiteren Schritte erfolgten unter Verwendung
der im Kit enthaltenen Puffer nach Herstellerprotokoll.

2.2.1.1.2 Mini-Plasmid-Priparation aus E. coli im 96er Format

Die Plasmid-Préparation aus einer hohen Anzahl verschiedener E. coli Kulturen erfolgte unter
Verwendung von Mikrotiterplatten. Zunédchst wurden je 1,1 ml 2x LB-Medium mit
Antibiotika (siche 2.1.4) in sterilen ,,Flat bottom* Blocken (Qiagen) mit einer gepickten
Kolonie angeimpft und fiir 20-24 h bei 37 °C und 300 rpm geschiittelt. Nach dem Anwachsen
der Kulturen wurde der Block bei 3000 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgekippt
und der Block umgekehrt auf Papiertiichern ausgeklopft. Die Pellets wurden in 80 pl Losung
1 resuspendiert und durch Zugabe von 80 pul Losung 2 lysiert. Die Suspension wurde kurz
gemischt und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe
von 80 pul Losung 3, kurzes Mischen und Inkubation fiir 2-5 min bei Raumtemperatur. Um die
gefillten Zellbestandteile abzutrennen, wurde der Block im Anschluss bei 4000 rpm fiir 15
min zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde die Multiscreen FB Platte durch Zugabe von 150
ul 3 M Kaliumacetat (pH 5,5) in jede Bohrung fiir die Féllung der Plasmid-DNA vorbereitet.
Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde zur Kaliumacetat-Lésung zugegeben, kurz
gemischt und die Platte bei 2500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die Platte wurde durch
Zentrifugation mit 200 pl 80%igen Ethanol zweimal gewaschen und unter Vakuum
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getrocknet. Die Elution der Plasmide erfolgte durch Inkubation mit 60 ul 1x TE-Puffer fiir 2-5
min und folgender Zentrifugation bei 2500 rpm fiir 5 min in eine frische Mikrotiterplatte, die
zur Aufbewahrung mit einer Folie verklebt wurde.

2x L B-Medium: Losung 1:

2% (wW/v) Trypton 50 mM Tris / HCI

1 % (w/v) Hefeextrakt 10 mM EDTA

1 % (w/v) NaCl 100 pg/ml RNase A

pH 7,0 pH 8,0

Losung 2: TE-Puffer:

0,2N NaOH 10 mmol Tris / HCI (pH 8,0)
1 % (w/v) SDS 1 mmol EDTA (pH 8,0)

2.2.1.1.3 Midi-Plasmid-Priiparation aus E. coli

Plasmid-DNA in einem groferen Maf3stab wurde mit Hilfe des QIAprep® SpinMidiprep Kits
der Firma Qiagen oder mit dem GenElute'Plasmid Midiprep Kit von Sigma nach
Herstellerprotokoll und unter Verwendung der im Kit enthaltenen Pufferlosungen isoliert.

2.2.1.1.4 Plasmid-Priparation aus A. tumefaciens

Zur Isolierung von Plasmiden aus A. tumefaciens wurden 10 ml Ubernachkultur 10 min bei
8000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 200 pl GTE-Puffer
resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgte nach der Methode von Birnboim und
Doly (1979) unter Verwendung von 300 pl 0,2 M NaOH-Losung mit 1%igem SDS. Durch
eine darauf folgende Inkubation mit 300 pl einer 3 M Kaliumacetatlosung (pH 4,8) und
vorsichtigem Mischen fiir 5 min auf Eis wurden Proteine, genomische DNA (gDNA) und
SDS als Kaliumsalz ausgefillt. Diese konnten anschlieend abzentrifugiert (10 min, 14000
rpm, Raumtemperatur) werden. Danach wurde die DNA-LGsung je einmal mit 400 ul Phenol /
Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1) und einmal mit Chloroform fiir 30 s extrahiert. Aus
der wéssrigen Losung wurde die DNA mit Isopropanol prézipitiert und abzentrifugiert (10
min, 14000 rpm, Raumtemperatur). Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 20 pl 0,1x TE-Puffer (siehe 2.2.1.1.2) resuspendiert.

GTE-Puffer:
50 mmol Glukose
25 mmol Tris / HCI (pH 8,0)
10 mmol EDTA (pH 8,0)
20 pg/ml RNAse A

2.2.1.2 Isolierung von Nukleinsiuren aus P. somniferum L.

Zur Isolierung von DNA und RNA aus Schlafmohn wurden zunéchst 0,5 bis 1 g Blattmaterial
unter fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver zermahlen. Das pulverisierte Gewebe wurde in
ein Zentrifugengefdll mit einer bereits vorgelegten Mischung aus 3,5 ml Extraktionspuffer
und 3,5 ml Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1) iiberfiihrt und fiir 30 min unter
Schiitteln extrahiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 4000 rpm und Raumtemperatur
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erfolgte eine Extraktion mit 3,5 ml Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol (25:24:1) und
anschliefend mit 3 ml Chloroform. Die Nukleinsduren wurden danach mit 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 1 Volumen Isopropanol fiir 1-2 Stunden bei -20 °C aus der
wiassrigen Losung gefillt. Das Pellet wurde mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen und
getrocknet. Zur Trennung von DNA und RNA wurde das Pellet zunéchst in 300 ul TE-Puffer
(siehe 2.2.1.1.2) resuspendiert und die RNA durch Zugabe von 300 pl 6 M Lithiumchlorid
iiber Nacht bei 4 °C gefillt. Am néchsten Tag wurde das Gemisch zentrifugiert (15 min,
14000 rpm, 4 °C). Die DNA wurde aus dem Uberstand durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 1 Volumen Isopropanol fiir 20 min bei -20 °C gefillt und
nachfolgend abzentrifugiert (15 min, 14000 rpm, 4 °C). Sowohl das Pellet der gDNA als auch
das RNA-Pellet wurden im Anschluss mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 50 pl 1x TE-Puffer resuspendiert.

Extraktionspuffer:
10 mM Tris / HCI (pH 7,5)
50 mM NaCl
1 % (w/v) SDS
4 % (W/v) PVPP
1 mM EDTA (pH 8,0)
14 mM 2-Mercaptoethanol

2.2.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus P. somniferum L.

Die Priparation von Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben des Schlafmohns wurde nach
der von Chomczynski and Sacchi (1987) entwickelten Methode, durchgefiihrt. Im ersten
Schritt wurden etwa 0,5 g des Gewebes unter fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
zerrieben. Zehn Volumen des Extraktionspuffers wurden bereits in einem Zentrifugengefal3
vorbereitet. Das pulverisierte Gewebe wurde noch vor dem Auftauen mit dem
Extraktionspuffer fiir eine Minute kriftig gemixt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und
erneut fiir 1 min kréftig gemixt. Danach erfolgte eine einmalige Extraktion mit 0,2 Volumen
Chloroform. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 4000 rpm und Raumtemperatur wurde die
RNA aus der wissrigen Phase mit Hilfe von einem Volumen Isopropanol fiir 10 min bei
Raumtemperatur gefillt. Anschlieend wurde die prazipitierte RNA fiir 15 min bei 4000 rpm
und 4 °C abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (siehe 2.2.1.1.2) resuspendiert.

Extraktionspuffer:
0,8 M Guanidinthiocyanat
0,4 M Ammoniumthiocyanat
0,1 M Natriumacetat (pH 5,0)
5% (v/v) Glycerin
38 % (V/v) Phenol

2.2.1.4 Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde ihr Absorptionsverhalten, dass ein
Maximum bei einer Wellenlinge von 260 nm aufweist, genutzt. Dabei entsprach eine
Extinktion von E = 1 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml bzw. einer RNA-Konzentration
von 40 pg/ml. Zur Berechnung wurde das Lambert-Beersche Gesetzt herangezogen. Zur



Material und Methoden 23

Bestimmung der Konzentration von kurzen DNA-Fragmenten (z. B. PCR-Produkte) oder von
sehr geringen DNA-Konzentrationen (< 0,5 pg/ul) wurde die DNA parallel zum Lambda
DNA/EcoRI+HindIIl Langenstandard (Fermentas) auf einem Agarosegel aufgetrennt (siche
2.2.2.1). Die Auswertung wurde dabei mit Hilfe der Software ,,GeneSnap* iiber einen
Flachenvergleich ermittelt.

2.2.2 Gelelektrophorese

2.2.2.1 Trennung von DNA iiber Agarose-Gele

Agarose-Gele, die der Bestimmung von Konzentration, Gréf8e und/oder Reinheit von DNA
dienten wurden in einer Konzentration von 1 % gegossen, wihrend gDNA iiber 0,8%ige
Agarose-Gele getrennt wurde. Als Elektrophorese-Puffer diente 1x TAE. Die Analyse
erfolgte durch den Einsatz von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, das an DNA bindet und die
Analyse mittels UV-Transilluminator ermdglicht. Vor dem Auftragen der Proben wurden
diese mit 1x Ladepuffer versetzt. Die Trennung wurde bei einer Spannung von 5-10 V/cm
bzw. fiir ,,Southern blots* (2.2.4.1) bei 1-2 V/cm (iiber Nacht) durchgefiihrt.

50x TAE-Puffer: 10x Ladepuffer:

2M Tris / Essigsdure 50 % (v/v) Glycerin
100 mM EDTA 0,2 M EDTA
pH 8,0 0,05 % (w/v) Orange G

2.2.2.2 Trennung von RNA iiber Agarose-Gele

RNA-Proben wurden {iiber 1,2%ige denaturierende Formaldehyd-Agarose-Gele (0,66 M
Formaldehyd in 1x MOPS-Puffer) getrennt. Vor dem Auftragen wurden die Proben fiir 10
min bei 65 °C in 4 Volumenteilen Denaturierungs-Puffer erhitzt und fiir 5 min auf Eis
abgekiihlt. Als Elektrophorese-Puffer diente 1x MOPS. Die Trennung wurde bei einer
Spannung von 5-8 V/cm durchgefiihrt.

1x MOPS: Denaturierungs-Puffer:

0,2 M MOPS 130 pl/ml 10x MOPS

0,05 M Natriumacetat 230 pl/ml 37 % Formaldehyd
0,01 M EDTA 640 pl/ml Formamid

pH 7,0 200 pl/ml 10x Ladepuffer
10x Ladepuffer:

50 % (v/v) Glycerin

0,1 M EDTA

0,25 % (wW/v) Bromphenolblau
0,25 % (wW/v) Xylencyanol

2.2.3 Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA an spezifischen Sequenzen hydrolysieren
konnen. Sie wurden u. a. zur Isolierung bestimmter Genfragmente und zur Identifizierung der
GroBe von Plasmiden verwendet. Fiir einen Restriktionsverdau wurde pro pg eingesetzte
DNA 1 Unit Restriktionsenzym verwendet. Die Reaktionen erfolgten unter Nutzung der vom
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Hersteller mitgelieferten Inkubationspuffer bei der empfohlenen Temperatur fiir mindestens 2
h. Das Gesamtvolumen des Ansatzes richtete sich nach der eingesetzten Menge an DNA. Bei
Restriktionsansétzen mit 2 verschiedenen Enzymen wurde ein fiir beide Enzyme kompatibler
Puffer ausgewdhlt.

2.2.4 Transfer von Nukleinsiuren auf Nylon-Membranen und Hybridisierung

2.24.1 ,Southern blot*

Der Transfer von DNA auf eine Membran diente dem Nachweis und der Bestimmung der
Kopienzahl von Genen bzw. Transgenen. Zundchst wurden 10 pg gDNA mit einem
Restriktionsenzym {iber Nacht verdaut (siehe 2.2.3). Im Anschluss erfolgte die Auftrennung
der verdauten DNA {iber ein natives Agarose-Gel (siehe 2.2.2.1). Die elektrophoretisch
getrennte DNA wurde nach einer Methode von Southern (1975) auf eine Nylonmembran
gebunden. Vor dem Transfer wurde das Gel mit einem angelegten UV-Lineal unter UV-Licht
fotografiert und zur Denaturierung anschlieBend nacheinander 15 min in 0,2 N Salzséure,
zweimal 30 min in Denaturierungslosung und 1 h in Neutralisierungslosung geschwenkt. Fiir
den Transfer wurde das Gel auf zwei Filterpapiere GB00S5 (Schleicher und Schiill) gelegt, die
in 10x SSC-Puffer getrankt waren. Das untere dieser Filterpapiere stand in Kontakt mit zwei
in 10x SSC enthaltenden Kammern, die als Reservoire dienten. Auf das Gel wurde
luftblasenfrei eine in 10x SSC getridnkte Nylonmembran gelegt. Auf dieser wurden mit einem
Bleistift Oberseite und die Taschen des Gels kenntlich gemacht. Zum Schluss wurden zwei
weitere, getridnkte Filterpapiere auf die Membran gelegt und diese wiederum mit einer Lage
aus saugfahigen Papiertiichern {iberschichtet. Alle Bestandteile des Kapillar-,,blots* wurden
auf die GroBe des Gels zugeschnitten. Der Transfer der DNA auf die Membran erfolgte iber
Nacht. Nach dem Abbau wurde die Membran an der Luft getrocknet und die DNA durch UV-
Licht (UV Stratalinker 1800) kovalent an die Nylonmembran gebunden.

Denaturierungslosung: Neutralisierungslésung:
1,5M NaCl 1,5M NaCl
0,5M NaOH 1M Tris / HCI1

20x SSC-Puffer:

03M tri-Natriumcitrat
3IM NaCl
pH 7,0

2.2.4.2 ,Northern blot*

Als ,,northern blot*“ bezeichnet man den Transfer von RNA auf eine Membran. Diese diente
dem Nachweis und der relativen Quantifizierung einer bestimmten mRNA. Hierbei wurden
15 bis 20 pg der totalen RNA zunichst {iber ein denaturierendes Agarose-Gel (siche 2.2.2.2)
getrennt. Der Aufbau des ,,blots* erfolgte analog zum unter 2.2.4.1 beschriebenen ,,Southern
blot“. Auch hier wurde die Membran nach erfolgtem Transfer iiber Nacht getrocknet und mit
UV-Licht bestrahlt.
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2.2.4.3 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Zur radioaktiven Markierung von DNA-Sonden, die iiber PCR amplifiziert (sieche 2.2.6.2) und
nach der unter 2.2.5.1 beschriebenen Methode gereinigt worden waren, wurde das
Megaprime™ DNA Labelling System von Amersham unter Anleitung des
Herstellerprotokolls verwendet. Dieser Kit nutzte die von Feinberg und Vogelstein (1983 und
1984) vorgeschlagene Methode, kurze Oligonukleotide mit zufélliger Sequenz als Primer
einzusetzen. In dem o. g. Kit wurden dazu nonamere Primer eingesetzt, da diese bei 37 °C
sehr effizient an DNA binden und somit eine kurze Reaktionszeit ermoglichten. Fiir die
Reaktion wurde radioaktiv markiertes [y->’P]-dATP (MPI) eingesetzt. Zur Aufreinigung der
Sonden wurden ProbeQuant™ G-50 Mikrosdulen (Amersham) nach Anleitung des Herstellers
verwendet.

2.2.4.4 Hybridisierung

Vor der Hybridisierung von DNA- und RNA-, blots* (sieche 2.2.4.1 und 2.2.4.2) mit radioaktiv
markierten DNA-Sonden (siehe 2.2.4.3) wurden die Membranen zunichst in Hybridisierungs-
16sung flir mindestens 30 min bei 60 °C vorhybridisiert. Als Hybrisierungslosung wurde
entweder ,,ExpressHyb ™™ Hybridization Solution® (BD Clontech) oder eine selbst hergestellte
Losung verwendet. Fiir ,,northern blots* konnten mit der kommerziell erhiltlichen Variante
bessere Ergebnisse erhalten werden. Danach wurde die Losung durch eine frische
Hybridisierungslosung ausgetauscht und die zuvor fiir 5 min bei 95 °C denaturierte Sonde
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht fiir ,,Southern blots* bei 60 °C und fiir
,horthern blots* bei 68 °C. Am folgenden Tag wurden die Membranen zweimal fiir 15 min
bei Raumtemperatur in 2x SSC (siehe 2.2.4.1) mit 0,05 % SDS und anschliefend zweimal fiir
30 min bei 50 °C in 0,1x SSC mit 0,1 % SDS gewaschen. Nach dem Einschweillen in Folie
wurden sie fiir 1-3 Tage auf einer Phosphorimagerplatte exponiert. Diese wurde im Storm
Phosphorimager (Molecular Dynamics) eingescannt. Die Membranen konnten nach zwei bis
dreimaligem Waschen in heifler 0,5%iger SDS-Ldsung erneut radioaktiv markiert werden.

Hybridisierungslosung: 50x Denhardt’s Losung:

1 ml 50x Denhardt’s Losung lg BSA

12,5 ml 20x SSC lg PVP 25
100 pg /ml Heringssperma DNA lg Ficoll 400
1,25 ml 20 % SDS ad 100 ml dH,0O

ad 50 ml dH,O

2.2.5 Klonierungsmethoden

2.2.5.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Elektrophoretisch getrennte DNA (siehe 2.2.2.1) wurde unter UV-Licht mit einem Skalpell
aus dem Agarosegel herausgeschnitten und unter Verwendung des QIAquick® Gel Extraction
Kits (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers isoliert.
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2.2.5.2 Phosphatase-Behandlung

Fiir Ligationen, bei denen nur ein Restriktionsenzym eingesetzt wird, besteht die Gefahr der
Religation. Um dieses zu vermeiden, wurde die Phosphatgruppe am 5'-Ende des Vektors
enzymatisch entfernt. Das dazu genutzte Enzym Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
der Firma Promega, ist in allen bekannten Restriktionspuffern bei 37°C aktiv. Es wurde nach
Herstellerprotokoll verfahren.

2.2.5.3 Ligation

Zur Klonierung von PCR-Produkten iiber T/A-Klonierung wurden die Klonierungsvektoren
pCR®2.1-TOPO® und pGEM®-T Easy genutzt (siche 2.1.3). Dabei wurden die im
Lieferumfang enthaltenen Reagenzien nach Herstellerprotokoll verwendet. Fiir sonstige
Klonierungen wurde der Rapid DNA Ligation Kit von Roche oder die T4 DNA Ligase der
Firma MBI Fermentas nach Herstellerprotokoll eingesetzt. Die Ligase katalysierte dabei die
Veresterung der 5'-Phosphat- und 3’-Hydroxy-Enden doppelstrangiger DNA. Der
Reaktionsansatz enthielt etwa 25-100 ng Vektor-DNA, einen dreifachen molaren Uberschuss
an Insert-DNA und 0,5-1 U T4 DNA Ligase in 1x T4 DNA Ligase-Puffer des Herstellers. Die
Ligationsansitze konnten direkt fiir die Transformation verwendet werden.

2.2.5.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Die Herstellung der kompetenten E. coli Zellen erfolgte nach der Calcium-Chlorid-Methode
von Hanahan (1983) und Hanahan et al. (1991). Fiinf 1 1 Erlenmeyerkolben in denen je 200
ml LB-Medium vorgelegt worden waren, wurden mit jeweils 2 ml einer Vorkultur des
gewiinschten E. coli Stammes angeimpft und so lange bei 37 °C inkubiert, bis die optische
Dichte bei einer Absorption von 550 nm (ODssg) 0,280 erreicht hatte. Die
Bakteriensuspension wurde 5 min (2500 rpm, 4 °C) abzentrifugiert und die Zellen in 15 ml
eiskaltem T{BI-Puffer resuspendiert. Nach 10 min auf Eis wurden die kompetenten Zellen
erneut abzentrifugiert (5 min, 2500 rpm, 4 °C) und das Pellet innerhalb von 45 min im
Eiswasserbad vorsichtig in 1,2 ml T{BII-Puffer resuspendiert. Danach erfolgt eine
Aliquotierung von je 200 pl der Zellen in mit Trockeneis gekiihlte Eppendorf-Gefdfle. Die
kompetenten Bakterien wurden bis zum Einsatz bei —80°C aufbewabhrt.

Mit dem Plasmid pUC18 wurde die Transformationseffizienz der Zellen, die 10°-10’
Kolonien je pg Plasmid betragen sollte, iiberpriift.

T{BI-Puffer: TfBII-Puffer:

30 mM Kaliumacetat (pH 5,8) 10 mM MOPS/NaOH (pH 7,0)
10 mM CaCl, 10 mM KCl

50 mM MnCl, 75 mM CaCl,

100 mM KCl 15 % (v/v) Glycerin

15 % (v/v) Glycerin

2.2.5.5 Herstellung kompetenter A. tumefaciens AGL1 Zellen

Die Transformation des Schlafmohns erfolgte tiber den A. tumefaciens Stamm AGLI1. Zur
Praparation kompetenter Agrobakterien wurden 25 ml MinA-Medium mit den Antibiotika
Rifampicin und Carbenicillin (siehe 2.1.4) mit einer Vorkultur des Stammes angeimpft und
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bei 28 °C fiir 1-2 Tage bis zu einer ODg von 0,5 inkubiert. Je 1,5 ml wurden fiir 5 min bei
3000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit 1 ml eiskaltem,
sterilem Wasser gewaschen und anschlieBend in 400 pl eiskaltem, sterilem Wasser
resuspendiert. Die Zellen wurden zu je 40 pl aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80 °C
gelagert.

2.2.5.6 Transformation

2.2.5.6.1 Transformation von E. coli Zellen durch Hitze-Schock

Genetische Transformation ist ein Vorgang, bei dem die Zelle DNA aus der Umgebung
aufnimmt. Zur Transformation der kompetenten E. coli Zellen (siche 2.2.5.4) wurden diese
zundchst auf Eis aufgetaut und anschlieBend zum Ligationsansatz oder zu ca. 50 ng der
Plasmidlésung pipettiert. Die Zellsuspension wurde vor der Transformation 15-30 min auf Eis
inkubiert. Die Aufnahme der Plasmide erfolgte durch einen Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 s.
Die Losung wurde danach fiir 2 min auf Eis abgekiihlt, mit 250 ul SOC-Medium (siche 2.1.4)
versetzt und zur Regeneration der Zellwand bzw. zum Wachstum der Kultur fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf einer LB-Platte (siche 2.1.4) unter
entsprechender Antibiotika- und ggf. einer Blau/Wei3-Selektion (siehe 2.2.5.7) ausplattiert
und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.5.6.2 Transformation von A. tumefaciens durch Elektroporation

Unmittelbar vor der Transformation wurden die kompetenten Zellen (siehe 2.2.5.5) auf Eis
aufgetaut. Circa 50 ng Plasmid-DNA wurde zu 40 ul Zellsuspension pipettiert und der Ansatz
mit einer sterilen Pasteurpipette in eine Elektroporationskiivette gefiillt. Die Aufnahme der
Plasmide erfolgte durch einen Impuls von 2,0 kV bei 50 puF und 400 Q im Elektroporator
(Gene Pulser II System von BioRad). Die Losung wurde sofort aseptisch mit 1 ml SOC-
Medium (siehe 2.1.4) versetzt und die Zellen fiir 2 h bei 28°C regeneriert und vermehrt.
AnschlieBend wurde der Ansatz auf einer LB-Platte unter entsprechender Antibiotika-
Selektion iiber Nacht bei 28°C inkubiert.

2.2.5.6.3 Transformation von P. somniferum L.

Zur Transformation des Schlafmohns wurde eine Methode nach Larkin et al. (1999) und
Chitty et al. (2003) genutzt. Zunidchst wurden Samen durch Inkubation fiir eine Minute in
70%igem Ethanol und anschlieffend fiir 20-30 min in 0,8%iger Chlorbleiche- Losung unter
Zusatz des Detergenz Triton-X-100 sterilisiert. Zur Entfernung des Chlors wurden die sterilen
Samen in mehreren Schritten mit sterilem, destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurden
sie auf Platten mit B5O-Medium (siehe 2.1.4) vereinzelt. Um eine Beeintrachtigung der
Keimung zu verhindern, wurden dabei nicht mehr als 40 Samen pro Schale verteilt. Zudem
wurden die Samen fiir einen Tag bei 4 °C inkubiert, um ein gleichmafiges Auskeimen zu
erreichen. Die Keimung erfolgte in einer Phytokammer bei 22-24 °C und einer 16-stiindigen
Photoperiode. Nach 5-6 Tagen wurden Wurzeln und Keimblitter der Keimlinge mit einem
aseptischen Skalpell entfernt. Zur Transformation wurden die verbleibenden Stidngel 10-15
min lang in einer Suspension der transformierten Agrobakterien inkubiert. Die Gewebestlicke
wurden anschlieend auf 19D-Medium (siehe 2.1.4) eng aneinander gelegt und bei 24 °C
inkubiert, wobei die Bakterien die Stdngel innerhalb der nichsten 3-5 Tage vollstindig
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iiberzogen. Zur Entfernung der Bakterien wurden die transfizierten Gewebestiicke mehrmals
in sterilem Wasser gewaschen und auf 19D-Platten mit den Antibiotika Timentin (gegen
Agrobacterium) und Paromomycin (zur Selektion transgener Kalli) vereinzelt. Die
wachsenden Kalli (Typ I) wurden bei 22-24 °C und einer 16-stiindigen Photoperiode
inkubiert. Da die spéter entstehenden Embryonen empfindlich gegeniiber hoher relativer
Feuchtigkeit sind, wurde eine Bodenkiihlung fiir die Zellkultur-Petrischalen verwendet
(Maene und Debergh, 1987; Chitty et al., 2003). Innerhalb der nichsten 4-6 Monate
entwickelte sich der Kallus Typ 11, der die Fahigkeit zur somatischen Embryogenese aufweist
(Chitty et al., 2003). Er wurde nach Erreichen einer Grofle von etwa 8 mm im Durchmesser
zur Induktion der Embryogenese auf das hormonfreie BSO-Medium {iberfiihrt (Schuchmann
und Wellmann, 1983). Innerhalb der folgenden 6 Monate bildeten sich Pflanzchen, die
vereinzelt wurden. Nach Erreichen einer Grofle von etwa 3-4 cm, wurden diese auf Erde
iiberfithrt und im Gewéchshaus bei 20-24 °C Tages- bzw. 18-20 °C Nachttemperatur, einer
relativen Feuchtigkeit von 50-60 % und einer 16-stiindigen Photoperiode zu reifen Pflanzen
herangezogen. Die Niahrmedien sind wéhrend der gesamten Prozedur nach je 21 Tagen
erneuert worden.

2.2.5.7 Blau/Weifi-Selektion

Beim Einsatz von Vektoren, die iiber ein lacZ Gen mit multipler Klonierungsstelle verfiigten,
konnte die Blau/Weil3-Selektion genutzt werden. Das lacZ Gen ist ein Gen aus E. coli und
kodiert fiir die B-Galaktosidase, die einen Teil des lac Operons darstellt. Das Enzym spaltet
das Disaccharid Laktose in D-Galaktose und D-Glukose, kann jedoch auch das synthetische
Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid (X-Gal) spalten, was zur Bildung eines
blauen Indigofarbstoffs fiihrt. Die lac Gene in E. coli werden durch das Vorhandensein des
Substrates Laktose reguliert. Ist keine Laktose vorhanden, so ist das lac Operon durch einen
konstitutiven Repressor (lacl) blockiert. Ein Laktosemetabolit, die Allolaktose, bindet an den
Repressor und verdndert dessen Form allosterisch. In den Versuchen wurde IPTG (Isopropyl-
1-thio-B-galactopyranosid) als Laktoseanalogon genutzt, um den Repressor zu inaktivieren.
IPTG hat gegeniiber der Laktose den Vorteil, dass es nicht metabolisiert und somit wéhrend
der Reaktion nicht verbraucht wird. E. coli DH5a und XL1-Blue sind lacZ-Mutanten. Durch
Transformation der Stimme mit einem Plasmid, das ein funktionelles lacZ Gen besitzt, kann
die B-Galaktosidase-Aktivitidt komplementiert werden. Die Zugabe von X-Gal und IPTG zum
Medium fiihrt in diesem Fall zu einer Blaufarbung der Zellen. Ist das Leseraster des lacZ
Gens des Plasmides allerdings durch den Einbau von DNA in die multiple Klonierungsstelle
unterbrochen, verliert das Gen seine Funktion. Die Kolonien bleiben also farblos. Mit dieser
Methode konnten transgene und nicht-transgene Kolonien voneinander unterschieden werden.

Die Nutzung der Blau/WeiB-Selektion erfolgte durch Ausplattieren von je 40 pl einer 20
mg/ml X-Gal- und einer 100 mM IPTG-Stocklosung auf eine Petrischale mit etwa 25 ml
festem LB-Medium (siehe 2.1.4). Die Schale wurde vor Gebrauch fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.5.8 Bakteriendauerkultur

2-4 ml einer Ubernachtkultur wurden unter sterilen Bedingungen fiir 5 min bei 8000 rpm
sedimentiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 0,5 ml Medium resuspendiert und in ein Cryo-
GefaB, in das bereits 0,5 ml steriles Glycerin vorgelegt worden waren, {iberfiihrt. Vor dem
Einfrieren bei -80 °C wurde noch das entsprechende Antibiotikum (siehe 2.1.4) zugegeben.
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2.2.6 DNA-Amplifikation

2.2.6.1 Ableitung synthetischer Oligonukleotide

Die Sequenzen von Primern, die als synthetische Oligonukleotide von der Firma MWG-
Biotech AG gekauft wurden, sind 1. d. R. mit Hilfe des unter http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi online frei verfiigbaren Programms ,,Primer3“ entworfen
worden. Falls das Programm nicht die gewiinschten Ergebnisse lieferte, wurden
Oligonukleotide mit gewiinschter Sequenz gesucht und iiber die Software Primer Select
(DNASTAR) beziiglich ihrer Lange, Schmelztemperatur, G/C-Gehalte, Sekundérstruktur- und
Dimerbildung tiberpriift. Die Sequenz der Primer fiir ,,Real Time* PCR (siehe 2.2.7) wurden
mit der Primer Express® Software v2.0 (Applied Biosystems) erstellt.

Tab. 2-1 enthélt fiir PCR oder Sequenzierung genutzte Primer. Oligonukleotide, die zum
»Genome Walking* (siehe 2.2.6.3), zur RACE-PCR (siehe 2.2.6.4) oder zur ,,Real Time*

PCR (siehe 2.2.8) verwendet wurden, befinden sich im entsprechenden Abschnitt.

Primer 5’—>3’-Sequenz Lange | Tm Anwendung
[bp] [ [°C]

SP6 CATTTAGGTGACACTATAG 19 50 Test der

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 20 53 Transformation,

M13 reverse | CAGGAAACAGCTATGACC 18 54 Sequenzierung

RP GCAATGTAACATCAGAGATTTTGA |25 60 Sequenzierung
G

pHANs* ACAATCCCACTATCCTTCG 19 55 Test der

pHAN-Intron | CACTTAACTATTTTATACTAAAAGG | 27 52 Transformation,

as™* Sequenzierung,

pHAN-Intron | GTCGAACATGAATAAACAAGG 21 55 Herstellung von

s* Sonden

pHANas* TACAACGTGCACAACAGAAT 20 55

nptll s** GAGGCTATTCGGCTATGACTG 21 58 Sonden, Test d.

nptll as** ATCGGGAGCGGCGATACCGTA 21 66 Transformation

cprprom ls | CCATATAATCCAGCTTTCCAC 21 54 Sequenzierung

cpr prom2s | TGTGAGTTTATTGTAAGCAGTTT 23 52

cpr prom 3s | CCCTAATTAATACCCACAATGTA 23 52

cpr prom las | GCTTCTCCCTGTGCTTCTTTT 21 60

cpr prom2 as | GGTATTAATTAGGGATAGTTTGG 23 51

cpr prom 3as | TTTCTCCATACTTTGAACTCC 21 53

cor prom Is | GTAGTTTGCACTAACCCTGTT 21 55 Sequenzierung

cor prom2s | GGTGGTGAATATTGTGAAAGG 21 55

cor prom las | GGGGAGCTTTACTACCTTTAAGC 23 59

cor prom 2as | AATTACTATAATCATTCCTAAACAG | 25 48

cor prom 3as | CTGATTCAAGATATCCACCAG 21 54

cor prom 4as | CTGCAAGTAACGATGTGAATGA 22 55

sal exRNAi s | GGCAACAATGTATAGTGCTGCTGT | 24 59 salAT-Sonde fiir

sal exRNAi | TTATCTTTGCAAAATCGAACACA 23 53 ,»horthern blots*

as

Tab. 2-1 Verwendete Primer.
* nach Kempe (2003), ** nach Le Flem-Bonhomme et al. (2004)
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2.2.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die in den achtziger Jahren erfundene Polymerasekettenreaktion (Mullis et al., 1986; Mullis
und Faloona, 1987) gilt als eine der grofiten Innovationen in der Molekularbiologie, fiir die
der Biochemiker Kary B. Mullis 1993 den Nobelpreis erhielt. Sie ermoglicht die
Amplifizierung definierter DNA-Sequenzen in vitro in einem einzigen Temperaturzyklus
durch enzymatische Reduplikation. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Standard-
Reaktionsansatz lautete:

10-100 ng DNA
2,5 nM each dNTP Mix

je 50 pM ,sense und ,,antisense Primer
Sul 10x Puffer mit MgCl,

12U Polymerase

ad 50 ul ddH,O

Im Allgemeinen wurde der folgende Temperaturzyklus genutzt:

25-35x

2-5min 30s 30s 1min/kb | 5 min

94 °Cx
72°C

50-60 °C 4°C

Falls fiir spezifische Anwendungen von diesem Protokoll abgewichen wurde, ist dies an der
entsprechenden Stelle vermerkt. Die Reaktionen wurden im GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Temperaturoptimierung fiir Primer des
GenomeWalker Universal Kits (BD Clontech) erfolgte iiber Gradienten PCR im Thermal
Cycler PRC-200 (MJ Research), wobei verschiedene Annealing-Temperaturen gleichzeitig
getestet werden konnten.

2.2.6.3 Amplifikation putativer Promotoren aus P. somniferum L.

Zur Isolierung der 5’-Sequenzen von Genen der Alkaloid-Biosynthese aus Schlafmohn wurde
der GenomeWalker Universal Kit (BD Clontech) nach Herstellerprotokoll genutzt. Der Kit
bietet eine einfache Methode zur Isolierung einer unbekannten gDNA-Sequenz, sofern eine
bekannte Sequenz in der Nihe ist (Siebert et al., 1995). Das Protokoll besteht aus zwei Teilen,
der Konstruktion der ,,Genome Walker Libraries” und dem eigentlichen ,,Genome Walking®,
die im Folgenden kurz beschrieben werden sollen.

2.2.6.3.1 Konstruktion der ,,Genome Walker Libraries*

Vor der Konstruktion der ,Libraries” wurde die nach 2.2.1.2 isolierte gDNA iiber ein
Agarose-Gel (siehe 2.2.2.1) auf ihre Grof3e iiberpriift. Sie sollte ein hohes durchschnittliches
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Molekulargewicht aufweisen. Zudem wurde die Reinheit der DNA anhand eines Dral-
Verdaus (siehe 2.2.3) getestet. Erst nachdem sich bei diesem Test die erwiinschten Grof3en
zeigten (kenntlich durch indiferenten DNA-,,Schmier im Agarosegel), wurden die
»Libraries* hergestellt. Dazu wurde die gDNA mit vier verschiedenen Restriktionsenzymen
(Dral, EcoRV, Pwull und Stul) und als Positivkontrolle menschliche gDNA mit Pvull {iber
Nacht bei 37 °C verdaut:

P. somniferum gDNA menschliche gDNA

Sul gDNA (ca. 0,5 pg/ul) 25ul  gDNA (ca. 0,1 pg/ul)
8 ul  Restriktionsenzym (10 U/ pl) 8 ul Pvull (10 U/ pl)

10 I 10x Puffer 10 ul  10x Pvull-Puffer

77 Wl ddH,O 57ul  ddHO.

Die verwendeten Endonukleasen, die ebenso wie die Positivkontrolle im Kit enthalten waren,
erkennen eine 6 bp lange Sequenz und produzieren glatte Enden. Der Verdau wurde mittels
Agarose-Gel iiberpriift und vor der darauf folgenden Ligation durch Phenol / Chloroform-
Reinigung mit anschlieBender Natriumacetat-Fillung vom Enzym und den Salzen beftreit. Die
Ligation der DNA-Fragmente (inklusive der Kontrolle) mit dem ,,GenomeWalker Adaptor*,
der ein glattes Ende besaB, erfolgte iiber eine im Kit bereit gestellte T4 DNA Ligase iiber
Nacht bei 16 °C mit folgendem Ansatz:

4 ul verdaute, gereinigte DNA

1,9 ul ,GenomeWalker Adaptor* (25 M)
1,6 ul 10x Ligationspuffer

0,5 ul T4 DNA Ligase (6 U/ ul)

Die Reaktion wurde danach durch Inkubation fiir 5 min bei 70 °C abgestoppt und fiir die
PCR-Reaktion mit 72 ul 1x TE-Puffer (siehe 2.2.1.1.2) gemischt.

,GenomeWalker Adaptor:

5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3”
3’-HoN-CCCGACCA-PO4-5°

2.2.6.3.2 ,,Genome Walking*

Da an das 5’-Ende der gDNA-Fragmente ein Adapter mit bekannter Sequenz ligiert worden
ist, konnte die unbekannte Sequenz zwischen dem Adapter und dem bekannten Gen mit Hilfe
von Adapter- und genspezifischen Primern (AP und GSP) amplifiziert werden. Um eine nicht-
spezifische DNA-Synthese zu vermeiden weist der Adapter folgende Besonderheiten auf:

e Der Adapter, der liber glatte Enden an beide Seiten der Fragmente ligiert wurde,
besitzt einen 40 bp langen 5’-Uberhang. Die Adapter-Primer sind zu dieser Region
homolog.

e Am 3’-Ende des unteren Adapter-Stranges ist eine Aminogruppe gebunden, die eine
Kettenverlangerung durch die Polymerase blockiert (,,vectorette PCR*, Lagerstrom et
al., 1991).

Die Matrize des Adapter-Primers wird daher erst durch Bindung und Kettenverldngerung des
genspezifischen Primers bereitgestellt. Sollte es dennoch zu einer Verldngerung des 3’-Endes
des unteren Adapter-Stranges kommen, so verhindert der Einsatz von Primern, die kiirzer als
der Adapter selbst sind und nahe an das 5°-Ende des Adapters binden eine weitere



Material und Methoden 32

exponentielle Amplifikation. Der Grund dafiir ist, dass ein solches PCR-Produkt eine
doppelstringige Adapter-Sequenz an beiden Seiten aufweist. Nach Denaturierung bilden die
Einzelstringe eine Haarnadel-Struktur, die stabiler als ein Primer-Templat Hybrid ist
(,,suppression PCR®, Siebert et al., 1995).

Beim Design der GSP sollten verschiedene Kriterien beriicksichtigt werden. Zum einen
sollte die Sequenz so nahe wie mdglich am 5’-Ende des Gens liegen, aber noch genug
Spielraum zur eindeutigen Identifizierung des Gens lassen. Die genutzten Primer lagen etwa
150-300 bp vom Startcodon entfernt. Die Primer sollten 26-30 Nukleotide lang sein, einen
G/C-Gehalt von 40-60 % und eine Schmelztemperatur von etwa 67 °C aufweisen. Sie sollten
zudem keine intramolekularen Strukturen bilden und nicht mit dem entsprechenden Adapter-
Primer wechselwirken. Mehr als drei Guanidin- oder Cytosin-Reste an den letzten 6
Positionen am 3’-Ende der Primer waren zu vermeiden.

Zur PCR der unbekannten Sequenzen wurde das Enzym Herculase® hotstart DNA
polymerase der Firma Stratagene genutzt. Sie erlaubt die Amplifikation langer Template, die
in begrenzter Zahl vorliegen. Folgendes Protokoll wurde verwendet:

Sul ,,10x Herculase® reaction buffer*
10 pM AP1

10 pM GSP1

2,5 nM each dNTP Mix

25U Polymerase

1l ,,Library*

ad 50 ul ddH,0

Als Positivkontrolle wurde eine im Kit enthaltene ,,GenomeWalker Human Positive Control
Library* und die unter 2.2.6.3.1 hergestellte ,,Library* von menschlicher DNA eingesetzt. Fiir
die Amplifikation dieser wurde anstelle des GSP1 der ,,positive control gene-specific primer*
PCP1 genutzt. Fiir beide Primerpaare (AP1/GSP1 und AP1/PCP1) wurden zuséitzlich
Negativkontrollen ohne DNA durchgefiihrt. Fiir das Temperaturprogramm wurde nach
Anleitung der Herculase vorgegangen:

94 °C 2 min
7 Zyklen 94 °C ls

72 °C 12 min
37 Zyklen 94 °C 1s

67 °C 12 min

67 °C 12 min

4 °C 00,

Da diese erste Amplifikation keine Banden, sondern nur einen Schmier ergab, wurde eine so
genannte ,,nested“ PCR mit weiter innen liegenden Primern (AP2/GSP2 und AP2/PCP2)
durchgefiihrt. Es wurde das gleiche Protokoll wie bei der ersten PCR nur unter Verwendung
der entsprechend anderen Primer genutzt. Das Reaktionsprodukt der ersten PCR wurde dazu
1:100 verdiinnt und 2 pl zur Reaktion gegeben. Das Temperaturprogramm blieb ebenfalls
gleich, nur wurden anstelle von 37 nur 25 Zyklen angewendet.

Von den nach dieser PCR erhaltenen Banden wurden die grofSten ausgewéhlt, aus dem Gel
isoliert (siehe 2.2.5.1), in den Vektor pGEM-T® Easy (siche 2.1.3) ligiert (siche 2.2.5.3) und
in E. coli transformiert (siche 2.2.5.6.1).



Material und Methoden 33

Primer 5’—>3’-Sequenz G/C-Gehalt | Lange | Ty
[%] [bp] [°C]

API GTAATACGACTCACTATAGGGC 45 22 59

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT 58 19 71

PCPI AGAAACCCGACCTACCACGGCTTGCTC | 57 30 71
CTT

PCP2 CCCTTTCCTCGCAGAGGTTTTCTCTCCA | 57 30 71
GC

GSP1 cor GAATTCTGAAGAGCAGGGAGGACAAG | 48 27 72
A

GSP2 cor GTAACCGACCTCTATCGCTTTCAAAAA | 47 30 71
CGC

GSP1 cpr ATCCAGGTCAACTACTTTAACAACTGC |41 27 62

GSP2 cpr CTGCAAATGCCTTAGCAAATCCTTCAG |48 27 72
C

GSP1 CATAGCCTTACTTTCTCTAACTTCAGC |41 27 60

cyp80b3

GSP2 TGAAACACGTATCGACCAGAGAGAAC |48 29 71

cyp80b3 ACG

GSP1 salAT | CATATTAGAGAAGTAACCACCTCAACC | 41 27 60

GSPlasalAT | ACGGCAGCAGTTGAACCCCCACTACG |59 29 77
AGA

GSP2 salAT | GGAAGAAGCTGGCTTAGTGGCACATC | 56 27 71
C

GSP2.2 GTTCACTTGAACGATCACCAGTGCTTC |48 29 71

salAT CT

GSP2.3 AGCGGCGGTGGCTGGGTAGAAAAGAA | 55 29 77

salAT TGA

GSP2.4 GGAATCATTTCATTTGCGAGGAGCTGG | 46 28 73

salAT A

Tab. 2-2 Verwendete Primer fiir das ,,Genome Walking*.

2.2.6.4 Amplifikation von 5'-cDNA Enden

Um die Grof3e der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) von Genen und damit die Abgrenzung
zur Promoterregion (Transkriptionsstart) feststellen zu konnen, wurde nach Vorschlag von
Coleman et al. (2001) der GeneRacer'™ RACE Ready cDNA Kit (Invitrogen) angewendet.
Der Kit basiert auf der ,,0ligo-capping®- (Maruyama und Sugano, 1994) und ,,5’-RLM-
RACE*“-Methode (,,RNA liagase-mediated rapid amplification of 5’-cDNA ends*, Schaefer,
1995; Volloch et al., 1994).

2.2.6.4.1 Dephosphorylierung, Entfernung der Cap-Struktur und Ligation des
Adapters

Die nach 2.2.1.3 frisch isolierte totale RNA aus Blittern von 2 verschiedenen Pflanzen des P.
somniferum Miinchen wurde auf einem Agarose-Gel (siche 2.2.2.2) auf ihre Reinheit und
Qualitét tiberpriift. Alle folgenden Reaktionen wurden mit diesen 2 RNAs, also stets doppelt
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durchgefiihrt. Zudem ist im Kit als Positivkontrolle fiir alle Schritte totale RNA aus HelLa
Zellen enthalten.

Zunichst wurde die RNA mit einer im Kit enthaltenen Phosphatase behandelt, um das 5°-
Phosphat von teilweise abgebauter RNA und nicht-RNA zu entfernen. Die Dephosphory-
lierung erfolgt nach folgendem Ansatz:

ca. 4 g totale RNA

1l 10x Phosphatase-Puffer
40U RNaseOut™

10U CIP

ad 10 ul DEPC Wasser.

Der Ansatz wurde bei 50 °C fiir 1 h inkubiert und anschlieend einer Phenol / Chloroform-
Reinigung unterzogen. Vor der folgenden Pyrophosphatase-Behandlung wurde die Qualitét
der dephosphorylierten RNA mit einem Agarose-Gel iiberpriift. Das enzymatische Entfernen
der Cap-Struktur mittels ,,tobacco acid pyrophosphatase” (TAP, im Kit enthalten) erfolgte
nach folgendem Ansatz:

7 ul dephosphorylierte RNA
1l 10x TAP-Puffer

40U RNaseOut™

0,5U TAP

Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fiir 1 h. Der Ansatz wurde durch Phenol / Chloroform-
Reinigung fiir die Ligation des GeneRacer™ RNA Oligo vorbereitet und die Qualitit erneut
iiber ein Agarose-Gel getestet. Der Adapter wurde im folgenden Reaktionsansatz an das 5°-
Ende der mRNA, deren Cap-Struktur im vorher gehenden Schritt entfernt worden war, ligiert:

7l dephosphorylierte RNA ohne Cap
0,25 ng GeneRacer™ RNA Oligo

1 ul 10x Ligase-Puffer

10 mM ATP

40U RNaseOUT™

5U T4 RNA Ligase.

Die RNA und der Adapter wurden dabei vor Zugabe der Ligase fiir 5 min bei 65 °C erhitzt
und kurz auf Eis abgekiihlt. Die Ligation erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Der Ansatz wurde im
Anschluss gereinigt und die RNA auf ihre Qualitit gepriift.

GeneRacer™ RNA Oligo Sequenz:

5’-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3’ (44 bp)

2.2.6.4.2 cDNA-Synthese und Amplifikation der 5’-UTR

Die reverse Transkription (RT) der mRNA erfolgte nach folgendem Ansatz unter
Verwendung der im Kit enthaltenen Reagenzien und Enzyme, wobei die RNA mit den
Primern und dNTPs zur Beseitigung von Sekundirstrukturen zunéchst bei 65 °C flir 5 min
erhitzt und kurz abgekiihlt wurde:
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10 pl ligierte RNA

50 pM Oligo dT Primer

10 nM each dNTP Mix

1 ul ddH,O

4 ul 5x RT-Puffer

1 ul 0,1l MDTT

40U RNaseOut™

200U SuperScript' ™ III RT.

Die cDNA-Synthese wurde fiir 30-60 min bei 50 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die
RT fiir 15 min bei 70 °C inaktiviert und die RNA durch Inkubation mit 2 U RNase H bei 37
°C fiir 20 min abgebaut.

Die Amplifizierung der 5’-UTR wurde mit Pfu-oder Tag-Polymerase vorgenommen. Bei
Nutzung des letzteren Enzyms, wurden aufgrund der hoheren Fehlerrate nach Klonierung und
Transformation der RACE-Produkte in E. coli mindestens 3 Klone analysiert und miteinander
verglichen. Da fiir die genspezifischen Primer (GSP) &hnliche Anforderungen wie fiir
diejenigen fiir das ,,Genome Walking* (siehe 2.2.6.3.2) gestellt wurden, konnten die gleichen
Primer wie in der Tab. 2-2 aufgefiihrt genutzt werden. Es wurden lediglich
Wechselwirkungen mit den GeneRacer'™ 5’ Primer bzw. dem entsprechenden ,,nested*
Primer kontrolliert. Fiir die Positivkontrolle (HeLa) wurde ein Primer (Kontroll Primer B.1),
der an das 5’-Ende der -Aktin cDNA bindet, eingesetzt. Es wurde der PCR-Ansatz:

Sul 10x Puffer mit Mg**
2,5 nM each dNTP Mix

10 pM GeneRacer 5’-Primer
10 pM GSP

1-2U Polymerase

1 RT-Templat

ad 50 pul ddH,0

unter Nutzung des Temperaturprogrammes:

94 °C 2 min

5 Zyklen 94 °C 30s
72 °C 2 min

5 Zyklen 94 °C 30s
70 °C 2 min

25 Zyklen 94 °C 30s
67 °C 2 min
67 °C 10 min
4 °C o0

verwendet. Wenn noch keine Bande aus dieser Reaktion erhalten werden konnte, wurde eine
,hested” PCR mit den entsprechenden ,,nested” Primern und 1 ul PCR-Produkt unter gleichen
Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Fiir die Positivkontrolle wurde auch fiir diese PCR der
Kontroll Primer B.1 eingesetzt.
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Die Pfu-amplifizierten Banden wurden aus einem Agarose-Gel isoliert (siche 2.2.5.1), in den
Vektor pCR®4-TOPO® (siehe 2.1.3) ligiert (siche 2.2.5.3) und in E. coli transformiert (siche
2.2.5.6.1). Fir Tag-amplifizierte Produkte wurde das Vektorsystem pCR®2.1-TOPO® (siche
2.1.3) verwendet.

Primer 5°—3’-Sequenz Léange [bp] | Tw [°C]

Oligo dT Primer | GCTGTCAACGATACGCTACGTACGGCAT | 60
GACAGTG(T)24-3"

Kontroll Primer | GACCTGGCCGTCAGGCAGCTCG 22 76
B.1

GeneRacer'™ 5 | CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 23 74
Primer

GeneRacer'™ 5" | GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 26 78

Nested Primer

Tab. 2-3 Verwendete Primer fiir die ,,5'-RLM-RACE*.

2.2.7 DNA-Sequenzierung

Zur Bestimmung von unbekannten Nukleotidsequenzen und zur Uberpriifung von klonierten
Plasmiden wurde die DNA sequenziert. Dazu wurde der BigDye Terminator Cycle
Sequencing v.2.0 Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), der eine thermostabile
AmpliTag®-DNA-Polymerase  beinhaltet, genutzt. Das System beruht auf der
Kettenabbruchmethode durch Didesoxynukleotide (ddNTPs) nach Sanger et al. (1977).
Allerdings sind die 5’-Enden der ddNTPs nicht radioaktiv, sondern mit 4 verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die gleichzeitig iiber eine CCD-Kamera analysiert wurden.
Die Polymerase ist eine Doppelmutante, die keine 5’-3’-Nuklease-Aktivitit und eine erhohte
Akzeptanz gegeniiber ddNTPs besitzt. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach folgendem
Ansatz:

4 ul BigDye Mix
1wl (3-10 pM) Primer

1-5 pl (600 ng) Plasmid-DNA
ad 10 pl ddH,O

Der BigDye Mix bestand dabei aus 2 Einheiten BigDye Terminatoren, 1 Einheit 5x
Losungspuffer und 1 Einheit ddH,O. Die Reaktion wurde im Thermal Cycler GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystems) mit folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt:
Vorheizen auf 96 °C, 25 Zyklen mit 10 s bei 96 °C, 5 s bei 50-60 °C und 4 min bei 60 °C. Im
Anschluss wurde die Reaktion auf 4 °C abgekiihlt, mit 10 pl ddH,O versetzt und {iiber
Gelfiltration gereinigt. Die dazu verwendeten Sdulen bestanden aus mit 300 pl ddH,O fiir
mindestens 2 h gequollenem Sephadex G-50 Superfine (Pharmacia), das vor dem Quellen mit
Hilfe eines Multiscreen 45 pl column loaders (Millipore) in Multiscreen-HV Platten
(Millipore) verteilt worden war. Die Sdulen wurden zunéchst durch Zentrifugation (5 min,
2300 rpm) vorbereitet. Danach wurde die Reaktion geladen und erneut unter gleichen
Bedingungen =zentrifugiert. Die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente wurden durch
Kapillarelektrophorese im Sequenzierer ABI PRISM™ 310- oder 3100-Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) getrennt und detektiert.
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2.2.8 Sequenzierung unter Verwendung von Transposons

Zur Sequenzierung des etwa 3,5 kb langen putativen Promotors der (S)-N-Methylcoclaurin-3’-
hydroxylase wurde der EZ::TN“™ <KAN-2> Insertion Kit (Epicentre) genutzt. Dabei wurde
in einer in vitro Reaktion ein einzelnes EZ::TN™ Transposon, das einen Selektionsmarker fiir
Kanamycin enthielt, an einer zufélligen Position in das Plasmid pGEM-T® Easy mit der
Promotorsequenz insertiert. Der Reaktionsansatz lautete:

0,2 ug Plasmid

molares Aquivalent Transposon

I 10x Transposase-Puffer
1U Transposase

ad 10 ul dH,0

Als Positivkontrolle diente das Plasmid pUC19. Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fiir 2h.
AnschlieBend wurde 1 pl des Ansatzes einer Hitze-Schock-Transformation (siehe 2.2.5.6.1) in
E. coli unterzogen. Die Zellen wurden danach auf LB mit Ampicillin ausplattiert. Daher sind
Bakterien, bei denen das Transposon die Sequenz des Ampicillin-Gens von pGEM-T® Easy
unterbrochen hatte, ausgeschlossen. 96 Kolonien wurden gepickt und die Plasmide nach
2.2.1.1.2 prépariert. Ein Restriktionstest (siche 2.2.3) mit Sall wurde mit 12 Plasmiden
durchgefiihrt. Zur Sequenzierung (sieche 2.2.7) wurden die im Kit enthaltenen T7 und RP
Primer (sieche 2.2.6.1) verwendet. Die Sequenzen wurden danach mit der Software Seqman
(DNASTAR) untereinander verglichen und zu einer Sequenz vereint.

2.2.9 ,,Real Time“ RT-PCR Analyse von Transkripten aus P. somniferum L.

Zur Analyse der Transkriptionslevel verschiedener Gene in transgenen Pflanzen im Vergleich
zu Wildtypen wurde die ,,Real Time*“ RT-PCR - Methode genutzt. Dabei wird die mRNA
zundchst durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die Nutzung genspezifischer
Primer und des SYBR® Green Farbstoffes erlaubt eine Echtzeit-Analyse einer spezifischen
DNA-Amplifikation. SYBR® Green I bindet unspezifisch an doppelstrdngige DNA. Seine
Affinitdit zu einzelstringiger DNA ist weitaus geringer. Der resultierende DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei einer Wellenldnge von 498 nm und
emittiert griines Licht bei einer Wellenlinge von 522 nm. Im ungebundenen Zustand
fluoresziert der Farbstoff kaum (Zipper et al., 2004).

2.2.9.1 DNase Verdau

Um die in der RNA-Losung vorkommenden Spuren von gDNA, die die quantitative
Auswertung der Amplifikation storen wiirden, zu eliminieren wurde die totale RNA zunichst
einer Behandlung mit Desoxyribonuklease I (Sigma) unterzogen. Der Reaktionsansatz
bestand aus:

5-10 pg totale RNA
Il 10x DNase I-Puffer
11U DNase |

ad 10 pl ddH,0.
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Die Reaktion erfolgte 15 min bei Raumtemperatur und wurde durch Zugabe von 1 ul Stopp-
Losung (50 mM EDTA) und Inkubation bei 70 °C fiir 10 min abgestoppt. Der Erfolg des
DNA-Abbaus wurde durch ,,Real Time“-PCR {tiberpriift (siche 2.2.9.3).

2.2.9.2 c¢DNA Synthese

Zur reversen Trankription der mRNA wurde das SuperScript III First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen) genutzt. Dazu wurden zunichst

3-5ug DNase I verdaute RNA
50 pM Oligo dT Primer

2,5 nM each dNTP

ad 10 ul DEPC Wasser

gemischt und fiir 5 min bei 65 °C zur Entfernung von Sekundérstrukturen der RNA inkubiert.
Anschliefend wurden

2ul 10x RT-Puffer

100 nM MgCl,

0,2 uM DTT

40U RNaseOut™

200U SuperScript' ™ III RT

ad 10 ul DEPC Wasser

gemischt und zu dem Gemisch aus RNA und Primern gegeben. Die cDNA-Synthese wurde
bei 50 °C fiir 50 min durchgefiihrt und im Anschluss fiir 5 min bei 85 °C gestoppt. Durch
Zugabe von 2 U RNase H und Inkubation fiir 20 min bei 37 °C wurde die RNA vor der
weiteren Verwendung abgebaut. Die cDNA wurde fiir die ,,Real Time* PCR 1:10 mit ddH,O
verdiinnt und der Rest bei -80 °C eingefroren.

2.2.9.3 ,,Real Time“ Aufnahme der DNA Amplifikation

Die ,,Real Time*“ PCR wurde unter Nutzung des Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix
(Stratagene) und genspezifischer Primer durchgefiihrt. Der ,,Master Mix“ enthidlt die
SureStart® Tag DNA Polymerase, die erst durch Inkubation fiir 9-12 min bei 92-95 °C
aktiviert wird. Die Primersequenzen wurden mit Hilfe der Primer Express® Software v2.0
(Applied Biosystems) entworfen. Anforderungen an die Primer waren:

e nicht mehr als 2 Guanin oder Cytosin in den letzten 5 Basen am 3°-Ende des Primers,
eine optimale Schmelztemperatur von 59 °C,
ein G/C-Gehalt von 30-80 %,
eine optimale Lange der Primer von 20 bp und
eine Amplikon-Léange von 50 bis maximal 150 bp.
Mit diesen Voraussetzungen ist eine PCR mit nahezu 100%iger Effizienz moglich. Der
Reaktionsansatz (25 pl) lautete:

12,5 ul 2x ,,Master Mix*
10 pl Primer-Mix (entspricht je 0,1 pM)
2,5 ul cDNA (entspricht 20-25 ng).
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Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen. Die Aufnahme der Amplifikationskurve erfolgte
mit dem 1Q5 Real Time PCR Detection System (BioRad) unter Nutzung des folgenden
Temperaturprogrammes: Denaturierung fiir 10 min bei 95 °C, 40 Zyklen mit 30 s bei 95 °C, 1
min bei 60 °C und 1 min bei 72 °C. Dabei wurden in jedem Zyklus widhrend der
Kettenverlangerung Fluoreszenz-Daten gesammelt. Im Anschluss wurde zur qualitativen
Kontrolle der Primer eine Schmelzkurve aufgenommen. Dazu wurde die DNA erneut fiir 1
min bei 95 °C denaturiert und die Temperatur anschlieend alle 10 s beginnend bei 55 °C in
0,5 °C Inkrementen auf 95 °C erhoht. Nach jedem zweiten Zyklus wurden die Daten erfasst.

Primer 5°—>3’-Sequenz Léange [bp] | Tw [°C]
Tubulin fp GCCGATGCAGCTACAATGAGTA 22 59
Tubulin rp CCGAGTCGAAAGAAGGAATCAA 22 59
salAT fp CTTGAGGTTTGACGGAGCCAT 21 59
salAT rp ACGACGAGAGCATGAAGTGGA 21 59
salR fp TCAACTTGATGTTACGGATCCAA 23 58
salR rp CCCCAGCATTGTTTACCAAGA 21 59
corl fp TCACTCTCAGTTCCGGCATTC 21 59
corl rp CGCTTTCAAAAACGCCAATT 20 59

Tab. 2-4 Verwendete Primer fiir die ,,Real Time*“ RT-PCR.

2.2.9.4 Quantifizierung der ,,Real Time* RT-PCR Messungen

PCR ist eine sequenzspezifische, exponentielle Amplifizierung einer DNA Population mit
einer Anfangsmenge (Np). Wenn zu jedem PCR-Zyklus die Populationsgrofie verdoppelt
wiirde, die PCR also mit 100 % Effizienz arbeitet, dann wire die Populationsgrofle im Zyklus
n (N,) doppelt so gro wie zum Zyklus n-1. Es kann also die Formel Ny = 2™ N,, abgeleitet
werden. Zur Auswertung der Daten wurde der sogenannte ,,threshold cycle® (Schwellenwert-
Zyklus, Ct-Wert) herangezogen. Er ist definiert als der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz
erstmalig statistisch-signifikant {iber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Durch
Verwendung dieses Wertes wird die Transkriptmenge stets am Anfang der exponentiellen und
damit quantifizierbaren Phase der Amplifikation gemessen. Die Proben sind in Triplikaten
gemessen worden, wobei der Ct-Wert der 3 Messungen eine Standardabweichung von 0,5
nicht tiberschreiten durfte. Es wurde eine relative Quantifizierung mit Hilfe der delta-delta-Ct-
Methode angewendet. Dabei wurden zundchst die gemittelten Ct-Werte der Amplifikation des
Referenzgens, Tubulin, jeder Probe von denen der Amplifikation des zu untersuchenden Gens
der gleichen Probe abgezogen (entspricht delta-Ct). Danach wurde der delta-Ct-Wert der
transgenen Pflanzen vom gemittelten delta-Ct-Wert von 6 nicht-transgenen Kontroll-Pflanzen
abgezogen (delta-delta-Ct). Die relative Menge an Transkript (R) einer Probe wurden
demnach tiber die Beziehung

R= 2-(ACt Kontrolle - ACt Probe)

berechnet (Pfaffl, 2004).

2.2.10 Bestiubung und Samenernte von P. somniferum L.

Die Bliite der Schlafmohn-Pflanze besteht in der Regel nur fiir einen Tag, bevor die
Bliitenblétter abfallen und die Kapsel augenscheinlich wird. Zur Selbstbestaubung wurde der
Pollen der Staubblétter mit den Fingern iiber die Narbe der Kapsel gezogen.
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Fiir die Samenernte mussten die Schlafmohn-Pflanzen bei reduzierter Lichtmenge und falls
moglich leicht erniedrigter Temperatur im Gewéchshaus abreifen. Sie wurden zudem mit
weniger Wasser versorgt. Der Prozess des Abreifens dauerte etwa 1-2 Monate.

2.2.11 Chromatographie

2.2.11.1 Isolierung von Alkaloiden aus dem Milchsaft von P. somniferum L. fiir die
Chromatographie

Zwei Tage nach dem Abfallen der Bliitenblitter wurden die Kapseln mit einem Skalpell
angeritzt. Der austretende Latex, der an der Luft schnell oxidiert, wurde ziigig mit einer
Pipette in 200 pl Sammelpuffer (0,1 M Natriumphosphat, 0,5 M Mannitol, 23 mM
Ascorbinsédure) (Roberts et al., 1983) iiberfiihrt, in fliissigen Stickstoff eingefroren und bis zur
Aufarbeitung bei -80 °C aufbewahrt. Die Alkaloide wurden sowohl aus dem Zytosol als auch
aus den Vesikeln isoliert und analysiert. Die angewandte Methode ist in Frick et al. (2005)
beschrieben. Eine Dihydrocodeinhydrogentartrat-Lésung (Konzentration: 1 g/I, 30 pl
entsprechen 20,05 pug Dihydrocodein) diente als interner Standard zur Quantifizierung.

2.2.11.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen der zytosolischen Fraktion erfolgte nach der von
Bradford (1976) entwickelten Methode. Sie beruht auf der Absorptionsverschiebung des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 von 465 nm nach 595 nm durch Bindung von
Proteinen. Die Konzentration wurde dabei anhand einer mit Rinderserumalbumin erstellten
Eichkurve ermittelt. Es wurde das Bio-Rad-Reagenz (BioRad) nach Anleitung des Herstellers
genutzt. Die Durchfiihrung der Dreifach-Messungen in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen erfolgte im Mikroplatten-Lesegerat MRX (Dynatech Laboratories).

2.2.11.3 Hochauflosende Flissigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC-Analyse der Latex-Alkaloide isoliert nach 2.2.10.1 wurde mit Hilfe des LC 1100
series Agilent systems (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) unter Nutzung der
»reversed phase“-Sdule Lichrospher 60 RP-select B (Ldnge: 250 mm, Innendurchmesser:
2mm, PartikelgroBe: 5 pm, Merck) und UV-Detektion bei 210 nm, 282 nm und 490 nm
durchgefiihrt. Die Losungsmittel A [Acetonitril: Wasser (2:98; v/v)] und B
[Acetonitril: Wasser (98:2; v/v)] wurden verwendet. Beide Losungsmittel enthielten jeweils
0,01 % (v/v) Phosphorsdure. Der genutzte Gradient war: innerhalb von 25 min von 0 % auf 46
% B, innerhalb von 1 min auf 100 % B, wihrend 7 min isokratisch und innerhalb von 2 min
auf 0 % B. Nach jeder Probenmessung wurde die Sdule fiir 5 min mit Losungsmittel A
dquibriliert. Es wurde eine Flussrate von 1 ml/min und ein Injektionsvolumen von 5 pl
genutzt. Die Prozedur ist in Frick et al., 2005 beschrieben. Vor jeder Probenreihe wurden zum
Vergleich der Retentionszeiten Standards der Alkaloide vermessen. Auflerdem wurden die
UV-Spektren der Alkaloide kontrolliert. Ausgewéhlte Proben wurden mittels LC-ESI-
MS/TOF analysiert.
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2.2.11.4 Quantifizierung der HPLC-Analysen

Die Viskositit des Milchsaftes unterscheidet sich aufgrund &duflerer Bedingungen (z.B.
Zeitpunkt der letzten Versorgung mit Wasser) von Pflanze zu Pflanze teils erheblich. Daher
war die Nutzung der Menge (Volumen) oder Masse an Latex als Bezugspunkt zur
Quantifizierung der Alkaloide ungeeignet. Aus diesem Grund wurde die Menge an Protein im
Zentrifugationsiiberstand des Milchsaftes (12.000 rpm), somit also die Menge an 16slichem
Protein, bestimmt. Die Alkaloidkonzentration wurde dann auf 100 pg 16sliches Protein
bezogen. Als interner Standard wurde Dihydrocodein verwendet. Um das unterschiedliche
Absorptionsverhalten von Dihydrocodein im Vergleich zu den im Latex auftretenden
Alkaloiden fiir die Berechnung auszugleichen, wurde ein Faktor F eingefiihrt. Die
Berechnung erfolgte iiber die folgenden Zusammenhinge:

Vesikel: Cy = 100 nug AV Ndhe F/ Adhc Npy

ZytOSOlI Cz = 100 ng AZ Nghe F VG / Adhc IlPrV

Gesamt: c=cy+tcz

wobei

cy, ¢z — Alkaloidkonzentration der Vesikel- (V) bzw. zytosolischen Fraktion (Z) [pg /
100 pg 16sliches Protein]

Ay, Az — Flache des untersuchten Alkaloids im Chromatogramm der Vesikel- (V) bzw.
zytosolischen Fraktion (Z)

Ndhe — eingesetzte Menge an Dihydrocodein [ug]

Adne — Fldche des Dihydrocodein im Chromatogramm

Npr — Menge an I6slichem Protein in der zytosolischen Fraktion [ug]

Vg — Gesamtvolumen der zytosolischen Fraktion [pl]

A% — eingesetztes Volumen der zytosolischen Fraktion [pl]

c — Gesamtalkaloidkonzentration [pg / 100 pg 16sliches Protein]

entsprachen. Die experimentell ermittelten Faktoren sind Morphin — 0,49; Codein — 0,83;
Thebain — 0,92; Salutaridinol — 1; Oripavin — 0,8; (R,S)-Retikulin — 0,68; (S)-Scoulerin — 1,54;
Salutaridin — 0,95; Laudanin — 1,25 und (R,S)-Laudanosin — 1,28 (Dr. Kramell, IPB, Halle).

2.2.11.5 LC/ESI-MS/TOF

Die Anfertigung der LC-MS Daten erfolgte mit Hilfe eines Massenspektrometers des Typs
Mariner (Applied Biosystems, Lincoln, USA) ausgeriistet mit einer Turbulon Spray
Ionenquelle (PE-Sciex, Concord, ON, Kanada) in Kombination mit einem HPLC System der
Serie 1100 (Agilent, Waldbronn, Deutschland) adaptiert fiir Flussraten von 0,2 ml/min. Die
Massenspektren wurden mittels Electro-Spray-lonisierung (ESI) und einem Time-of-Flight
(TOF) Detektor generiert. Es wurde eine ,,reversed-phase® Matrix des Typs Superspher 60
RP- select B (Lange: 125 mm, Innendurchmesser: 2mm, Partikelgrosse: Sum, Merck)
verwendet. Das Probeninjektionsvolumen betrug jeweils 2 pl. Folgende Losungsmittel
wurden verwendet: A [Acetonitril: Wasser (2:98; v/v)] und B [Acetonitril: Wasser (98:2; v/v)],
wobei beide Losungsmittel jeweils 0,2 % (v/v) Ameisensdure enthielten. Der Gradient war
wie folgt: innerhalb von 25 min von 0 % auf 46 % B, anschlieBend innerhalb von 1 min auf
90 % B und bei dieser Konzentration fiir 7 min zum Regenerieren der HPLC-Matrix gehalten.
Die Chromatographie-Sdule wurde dann mit 0 % B wieder re-dquilibriert.

Das Massenspektrometer arbeitete im Positiv-lonen Modus mit den Gas-Parametern N»-
Schutzgas: Flussrate von 1,5 1/min, N,-Spraygas: Flussrate von 0,5 I/min und N,-Heizgas:
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Flussrate von 7 I/min. Die Potentiale betrugen fiir die Ionenequelle 5,5 kV, fiir die Einlass-
Spannung 180 V und fiir die Detektorspannung 1,95 kV. Die Temperaturen waren 140 °C fiir
den Quadrupole und 350 °C fiir das Heizgas der Turbulon Spray Quelle.

2.2.11.6 LC/ESI-MS/SRM

Die positiven Elektronenspray ,,selected reaction monitoring” (SRM) Daten wurden mit
einem ThermoFinnigan MAT TSQ 7000 Instrument (ESI Spannung 4,5 kV; APICID
Spannung 10 V, Kapillartemperatur 220 °C; Schutzgas: Stickstoff) kombiniert mit einem
Surveyor MicroLC System (ThermoFinnigan) und einer RP18-Sdule (Linge: 100 mm,
Innendurchmesser 1 mm, Partikelgroe 4 um, Ultrasep) aufgenommen. Fiir die HPLC wurde
ein Gradienten System beginnend bei Wasser:Acetonitril, 85:15 (mit 0,2 % (v/v) Essigséure)
auf 5:95 innerhalb von 30 min und gefolgt von einer 10-miniitigen isokratischen Periode bei
einer Flussrate von 70 pl/min genutzt.

Die SRM Reaktionen (Niessen, 1999) basierten auf der Bildung des intensivsten lons im
entsprechenden Elektrospray CID (,,collision-induced dissociation“) Massenspektrum. Diese
Signale wurden sowohl zur Identifikation als auch zur Quantifizierung genutzt. In Tab. 2-5
sind die zur Aufnahme und Analyse der positiven Elektronenspray CID Massenspektren der
Alkaloide 1,2-Dehydroretikulin, Salutaridin und Scoulerin verwendeten Parameter aufgelistet.
Die vollstandigen Daten der Alkaloide sind in Raith et al. (2003) publiziert.

Verbindung RTrcms [min] | SRM Kollisionsenergie [eV]
1,2-Dehydroretikulin | 6.62 m/z 328 — m/z 312 40
Salutaridin 6.82 m/z 328 — m/z 237 30
Scoulerin 8.42 m/z 328 — m/z 178 30

Tab. 2-5 SRM Daten der Alkaloide 1,2-Dehydroretikulin, Salutaridin und Scoulerin.

Positive ESI-CIDMS, m/z (relative Intensitit [%]): Dehydroretikulin 328 ([M]", 11), 312 ([M-
CH;-H]", 100); Salutaridin: 328 ([M+H]", 37), 237 (100) und Scoulerin: 328 ([M+H]", 40),
178 (100).
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3 Ergebnisse

3.1 Vektorkonstruktion und Gewinnung der salAT RNAi Pflanzen durch
Transformation von P. somniferum L.

3.1.1 Konstruktion der RNAI Vektoren

Gegenstand meiner Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe Naturstoffbiotechnologie am Institut
fiir Pflanzenbiotechnologie (IPB) in Halle war die Konstruktion von Vektoren zum Zwecke
der Stilllegung von Genen aus der Alkaloid-Biosynthese in Schlafmohn (Kempe, 2003). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden auch der salAT RNAi und cyp80b3 RNAI Vektor kloniert. Zum
Einsatz kamen dabei die beiden Plasmide pHANNIBAL und pART27 (siehe 2.1.3). Zunéchst
wurde je ein 656 bp langes Fragment der salAT ¢cDNA (Grothe et al., 2001) bzw. je ein 706
bp groBes Fragment der cyp80b3 cDNA (Huang und Kutchan, 2000) aus P. somniferum tiber
Restriktionsschnittstellen in Lese- (,,sense®) und Gegenrichtung (,,antisense*) in das Plasmid
pHANNIBAL ligiert. Die Lange des entsprechenden Fragments entsprach dabei der von
Wesley et al. (2001) empfohlenen GroBe zwischen 400 und 800 bp. Die dadurch erhaltene
Expressionskassette bestehend aus CaMV 35S Promotor, Genfragment in Leserichtung,
Intron, Genfragment in Gegenrichtung und OCS Terminator (Abb. 3-1) wurde anschlieSend
iiber Notl Schnittstellen in den Bindrvektor pART27 ligiert.

35S Promotor »sense Intron Hantisense“ OCS Terminator
Notl Xhol EcoRI Clal BamHI Notl

Abb. 3-1 Expressionskassette nach Kempe (2003).

Fragmente der Gene cyp80b3 und salAT wurden in Lese- (,,sense”) und Gegenrichtung
(,,antisense®) iiber die angegebenen Restriktionsschnittstellen in die Kassette des Vektors
pHANNIBAL ligiert. Die entstandene Expressionskassette wurde iiber Notl in den bindren
Vektor pART27 ligiert.

3.1.2 Transformation von P. somniferum L. und Regeneration von Pflanzen

Zu Beginn der Dissertation wurden die erhaltenen Vektoren iiber Elektroporation in A.
tumefaciens AGLI1 transformiert (siche 2.2.5.6.2). Die Bakterienstimme konnten danach zur
Transformation von P. somniferum C058-34 unter Nutzung des unter 2.2.5.6.3 beschriebenen
Protokolls verwendet werden. Aus den Explantaten sind innerhalb von etwa 5 Monaten 125
salAT RNAI und 120 cyp80b3 RNAI Zelllinien hervorgegangen, die auf 19D-Medium (siche
2.1.4) vermehrt wurden. Zur Induktion der Embryogenese sind aus diesen Zelllinien wiahrend
der folgenden 4 Monate jeweils 2 bis 3 Zellkulturen isoliert und auf dem hormonfreien B50-
Medium (siehe 2.1.4) angezogen worden. Innerhalb von 3 bis 6 Monaten konnten daraus
Embryonen erhalten werden. Diese wiesen jedoch in der Regel keine Wurzeln auf und sind
bereits nach dem ersten Umsetzen auf frisches Medium eingegangen. Daher wurde das
Protokoll nach 4 Monaten leicht verdndert. Die folgenden Embryonen wurden auf Medium
ohne Selektion herangezogen. Auf diese Weise konnten 104 Pflanzen aus der salAT RNAI
und 62 Pflanzen aus der cyp80b3 RNAI Transformation im Gewéchshaus aufgezogen werden.
Abb. 3-2 zeigt einzelne Schritte und den zeitlichen Verlauf der Transformation.
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-

3-6 Monate > 1-3 Monate > 6-8 Wochen >

Abb. 3-2 Zeitlicher Verlauf der Agrobacterium-vermittelten Transformation des P.

somniferum.

A —1 Woche alter Keimling des P. somniferum, GroBe: ca. 1-1,5 cm ohne Wurzel

B - Co-Kultivierung der Schlafmohn-Explantate (Stdangel) mit A. tumefaciens nach 4 Tagen

C - Circa 4 Monate alter Kallus Typ I (auf 19D-Medium vermehrt), GroB3e: ca. 1 cm lang

D —frisch isolierter Kallus Typ II (auf BSO-Medium vermehrt), Gréfe: ca. 1,5 cm im
Durchmesser

E —sich entwickelnder Embryo, Grofe: ca. 1-2 mm

F —6-10 Wochen alte Pflinzchen, Grof3e: ca. 3-4 cm

G — auf Erde ausgebrachte Pflanze

H —regenerierte Pflanze

Zudem wurde der Schlafmohn zur Kontrolle auch mit dem Vektor pART27 (Vektorkontrolle)
und mit einem A. tumefaciens Stamm ohne Bindrplasmid (Nullkontrolle) behandelt. Bei der
Regeneration von Pflanzen der Vektorkontrolle traten dabei die gleichen Probleme wie fiir die
Zelllinien salAT und cyp80b3 RNAi auf. Daher wurden auch diese auf Medium ohne
Selektion aufgezogen. Embryonen der Nullkontrolle wurden aufgrund des fehlenden
Bindrvektors ohnehin nicht auf Selektionsmedium gezogen. Aus 62 Zelllinien der
Vektorkontrolle sind 62 Pflanzen und aus 30 Kulturen der Nullkontrolle sind 21 Pflanzen
hervorgegangen. Embryonen der Nullkontrolle konnten im Allgemeinen schneller zu
vollstindigen Pflanzen herangezogen werden. Die Bildung des Kallus Typ II und der
Embryonen verlief jedoch im gleichen Zeitrahmen.

Einige der regenerierten Pflanzen sowohl der Zelllinien salAT und cyp80b3 RNAI als auch
der Kontrollen wiesen Missbildungen auf. Haufig war eine verdnderte Anzahl an
Bliitenbléttern zu beobachten (Abb. 3-3A-C). Vereinzelt traten auch Missbildungen von
Stangeln, Bléttern oder Kapseln auf (Abb. 3-3D-G). Andere Pflanzen waren phénotypisch
von Wildtypen nicht zu unterscheiden.
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Abb. 3-3 Auswahl aufgetretener Missbildung einiger regeherertér Pflanzen.

A-D - verdnderte Anzahl an Bliitenbléttern
D — fehlende Kapsel

E — Missbildung der Knospe

F-G - Missbildung der Blétter

3.1.3 Uberpriifung der Transformation

Die regenerierten Pflanzen der beiden RNAI Zelllinien wurden mittels PCR (siehe 2.2.6.2)
unter Verwendung der Primerpaare pHANs / pHAN-Intron as oder pHAN-Intron s / pHANas
auf das Vorhandensein der Expressionskassette und unter Nutzung der Primer nptll s und
nptll as auf die Priasenz des Selektionsgens nptIl hin tiberpriift (siche Tab. 2-2). Dabei stellte
sich heraus, dass von 104 salAT RNAI Pflanzen 16 und von 62 Pflanzen der cyp80b3 RNAI
Zelllinie keine transgen waren.
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Die 62 Pflanzen, die aus der Vektorkontrolle regeneriert worden waren, wurden ebenfalls auf
die Anwesenheit der Selektionskassette hin getestet. Das Ergebnis zeigte, dass keine
transgene Pflanze der Vektorkontrolle regeneriert werden konnte.

3.2 Analyse des Wildtyps

3.2.1 Untersuchung des Genotyps mittels ,,Southern blot*

Zur Abschitzung der Anzahl der salAT-Gene im Genom der Schlafmohnsorte C058-34 wurde
dessen gDNA mit den 3 Restriktionsendonukleasen ECORV, EcoRI und HindIIl hydrolytisch
geschnitten (siehe 2.2.3), elektrophoretisch getrennt (sieche 2.2.2.1), auf eine Nylonmembran
tibertragen (siche 2.2.4.1) und mit einer zum Gen SalAT homologen Sonde radioaktiv
hybridisiert (siche 2.2.4.4) (Abb. 3-4). Die Enzyme ECORV und ECORI schneiden die cDNA
von SalAT nicht, dennoch sind 6 bzw. 5 Banden im Blot zu erkennen. Das spricht dafiir, dass
mehrere, zu salAT homologe Sequenzen in der Schlafmohnsorte C058-34 auftreten. Auch
HindIII schneidet den Leserahmen des Gens nicht. Im Gegensatz zu der mit ECORV und
EcoRI geschnittenen DNA sind aber nur 3 Banden sichtbar. Die verminderte Zahl konnte
durch Uberlagerung von Banden oder durch das Vorhandensein von Introns, die
Erkennungssequenzen fiir die Endonukleasen ECORV und EcoRI aufweisen, erklirt werden.
Eventuell sind auch kleine Fragmente entstanden, die nicht mehr nachweisbar waren.
Allerdings zeigte auch die Nutzung von HindIII, dass mindestens 3 Kopien von salAT im
Genom der zur Transformation verwendeten Sorte des P. somniferum vorkommen.

EcoRV
EcoRI
HindIII

kb

2,0

1,5/

08—

Abb. 3-4 | Southern blot* der P. somniferum Sorte C058-34.

Fiir die Analyse wurden 10 ng gDNA mit den oben benannten Enzymen verdaut. Der Blot
wurde mit einer SalAT-Sonde hybridisiert. Die Skala gibt die Grofle der DNA-Fragmente in
kb an.
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3.2.2 Untersuchungen zum Transkriptionsverhalten

Um festzustellen, wie hoch die Menge an salAT-Transkript in verschiedenen Geweben der
Schlafmohnsorte C058-34 ist, wurde ein ,,northern blot* angefertigt (siche 2.2.4.2) (Abb. 3-
5). Die Ernte von Blattmaterial erfolgte 2 Tage, die der Kapsel 7 Tage nach dem Abfallen der
Bliitenblitter.

Kn Ka Bl Stingel der
Bl Kn Ka

o

Abb. 3-5 , Northern blot* der Schlafmohnsorte C058-34 von verschiedenen Geweben (oben)
mit Ladekontrolle (unten).

Fiir die Analyse wurden 15 pg totale RNA des entsprechenden Gewebes verwendet. Der Blot
wurde mit einer SalAT-Sonde hybridisiert. Legende: Kn — Knospe, Ka — Kapsel, Bl — Bliite.

Die Analyse zeigte, dass die Expression von salAT im Knospen-Stadium etwas hoher war als
mehrere Tage nach der Bliitenphase. Eine mit der in der Knospe vergleichbare Menge an
Transkript wurde im Blatt, das 2 Tage nach dem Abfallen der Bliitenblitter geerntet worden
war, gefunden. Die hdochste Expression konnte jedoch im Stdngel wéhrend dieser Zeit
nachgewiesen werden. Grothe et al. (2001) fand eine geringe, aber gleichmifige Expression
des Gens in Kapsel, Stidngel, Blatt und Wurzel. Allerdings wurde fiir diese Studie eine andere
Schlafmohnsorte verwendet. Facchini und Park (2003) fanden in der P. somniferum Sorte
Marianne eine hohe Akkumulation des salAT Transkripts in Stingel und Knospe, eine
geringere Menge in Wurzel und nur wenig Transkript im Blatt. Die geringen Unterschiede in
diesen 3 Studien konnen durch die unterschiedlichen Schlafmohnsorten, durch natiirliche
Variationen einzelner Pflanzen oder durch eine Ernte in unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien bedingt sein.

3.2.3 Analyse der Latex-Alkaloide im Wildtyp

Zur Analyse der Alkaloide im Latex wurden 18 Pflanzen des P. somniferum C058-34 im
Gewiéchshaus angebaut. Der Latex wurde 2 Tage nach dem Abfallen der Bliitenblitter
geerntet, die Alkaloide extrahiert und von Dr. Kramell (IPB, Halle) iiber HPLC analysiert
(siche 2.2.10). Die Messung der 18 Pflanzen zeigte, dass die Hauptalkaloide der narkotischen
Schlafmohnsorte C058-34 Thebain mit 229 + 102 pg pro 100 ug Iésliches Protein, Morphin
mit 281 + 88 pg pro 100 pg losliches Protein und Codein mit 98 + 39 pg pro 100 ug losliches
Protein waren (Abb. 3-6). Es wurden aber auch Laudanin (14 += 6 pg / 100 ug 16sliches
Protein), (R,S)-Laudanosin (9 + 3 pg / 100 pg 16sliches Protein), (S)-Scoulerin (11 + 6 ug /
100 pg l6sliches Protein), (R,S)-Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin (4 £ 2 pg / 100 pg
16sliches Protein) und Oripavin (25 + 11 pg / 100 pg 16sliches Protein) gefunden (Abb. 3-6).
Die Retentionszeiten der Alkaloide (S)-Retikulin, (R)-Retikulin und 1,2-Dehydroretikulin
iberlagerten sich so stark, dass eine Auflosung dieser drei Alkaloide nicht moglich war.
Obwohl die einzelnen Pflanzen beziiglich der Gesamtmenge an Alkaloid stark variierten (671
+ 246 pg Alkaloid / 100 pg losliches Protein) (Abb. 3-6), zeigte sich bei Betrachtung der
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relativen Werte jedoch ein homogenes Schema der einzelnen Alkaloide untereinander (Abb.
3-7).
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Abb. 3-6 HPLC Analyse der Latexalkaloide von 18 Pflanzen der Schlafmohnsorte C058-34.
Fiir die Analyse wurde der Milchsaft von 18 Pflanzen gesammelt und getrennt analysiert. Die
Alkaloidmengen in pg sind auf 100 pg 16sliches Protein bezogen. Die Standardabweichungen
sind eingezeichnet.
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Abb. 3-7 Relative Alkaloidgehalte im Latex von 18 Pflanzen der Schlafmohnsorte C058-34.
Legende: Rot — Morphin, Gelb — Codein, Dunkelblau — Thebain, Hellblau — Oripavin, Grau —
(R,S)-Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin, Griin — Scoulerin, Schwarz — Laudanin und
Magenta — (R,S)-Laudanosin.
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3.3 Analyse der Ty-Generation

3.3.1 Untersuchung des Genotyps mittels ,,Southern blot*

Zur Bestitigung der PCR-Ergebnisse (siehe 3.1.3) und zur Abschitzung der Kopienzahl der
RNAi-Konstrukte, die durch A. tumefaciens in das Pflanzengenom eingeschleust worden
waren, wurde mit den 16 Ty-Pflanzen eine ,,Southern‘-Analyse (sieche 2.2.4.1) durchgefiihrt.
Dazu eigneten sich besonders Restriktionsendonukleasen, die die Sequenz des insertierten
Genfragments von salAT und die des Resistenzgens nptll nicht schneiden. Zudem sollten die
restlichen Sequenzabschnitte der Vektoren pHANNIBAL und pART27 (siche 2.1.3), die
ebenso in das Genom der Pflanze eingefligt worden waren moglichst nur einmal oder nicht
geschnitten werden. Ein Problem war, dass die exakte Sequenz des Vektors pART27 nicht
publiziert ist. Es waren jedoch Enzyme bekannt, die den Vektor nur einmal schneiden
(Gleave, 1992). Aus diesen wurde ECORV gewihlt, da fiir dieses Enzym keine Schnittstelle
im Vektor pHANNIBAL existiert. Die einzige Erkennungssequenz fiir die Endonuklease
EcoRV im insertierten salAT RNAI Konstrukt befindet sich zwischen der Selektions- und
Expressionskassette.

Die Ergebnisse der Hybridisierungen mit Sonden gegen salAT oder nptll (siche 2.2.4.4) sind
in Abb. 3-8 wiedergegeben. Die transgenen Pflanzen zeigten im salAT markierten Blot
jeweils zwei zusdtzliche Banden, wobei das Bandenmuster der Zelllinien 77a und 99a gleich
war (Abb. 3-8 unten). Aufgrund der hohen Anzahl an salAT-Genen, die bereits im Wildtyp
vorkommen, war eine Abschidtzung der Kopienzahl iiber diese Markierung nicht mdglich.
Theoretisch sind jedoch wihrend der Transformation ebenso viele Selektionsgene wie RNAI-
Konstrukte in das Genom insertiert worden, da sich beide innerhalb der iibertragenen rechten
und linken Grenzsequenzen des Bindrvektors pART27 befanden. Daher konnte die
Kopienzahl anhand der nptll Markierung bestimmt werden (Abb. 3-8 oben). Die mit der
nptll-Sonde hybridisierten Blots zeigten fiir die Zelllinien 77a und 99a mit Ausnahme der
Pflanze 77a33 ein gleichmédfiges Bandenmuster mit 4 Banden. Bei der Pflanze 77a33 traten
jedoch nur 2 Banden auf, die in ihrer GroB3e den beiden obersten Banden der iibrigen Pflanzen
entsprachen. Die Zelllinie 34b wies 3 (34b19), 4 (34b22, 26 und 35) oder 6 (34b23 und 31)
Banden auf, wobei 3 der Markierung gleich grofl waren. Die beiden kleinsten Banden aller
34b-Pflanzen entsprachen mit Ausnahme der Pflanze 77a33 (siehe oben) in ihrer GroBe den
kleinsten Banden der Zelllinien 77a und 99a.
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Zelllinie 77a 34b 99al15
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Abb. 3-8 ,,Southern blot* der 16 regenerierten salAT RNAI Pflanzen.
Fiir die Analyse wurden 10 pg gDNA der oben bezeichneten Pflanze mit ECORV verdaut. Die
Blots wurden mit einer Sonde gegen nptll (oberer Blot) oder salAT (unterer Blot) hybridisiert.

Als Ergebnis der Transformation sind 16 transgene Pflanzen mit insgesamt 5 unabhingigen
Transformationsereignissen regeneriert worden. Die Berechnung der Transformations-
frequenz (Anzahl unabhéngiger Transformanten / Anzahl aller Zelllinien) ergab somit einen
Wert von 0,04.

3.3.2 Untersuchungen zum Transkriptionsverhalten des Gens salAT

3.3.2.1 Auswahl des geeigneten Materials und der Methode

Da von den transgenen Pflanzen nicht nur Latex-, DNA- und RNA-Proben sondern auch
Samen geerntet werden mussten, sollten die Pflanzen einschlieBlich der Kapseln nach der
Isolierung von Probenmaterial noch bis zum Reifen der Samen erhalten bleiben. In diesem
Stadium der Seneszenz war das Pflanzenmaterial flir DNA und RNA Analysen jedoch nicht
mehr brauchbar. Aus diesem Grund waren frische Blitter das bevorzugte Probenmaterial. Sie
sind im Gegensatz zu Wurzel, Stingel und Knospe bzw. Kapsel uneingeschriankt verfiigbar.
Da jedoch im Blatt mittels ,northern blot“-Analyse nur wenig SalAT Transkript zu
indentifizieren war (siehe 3.2.2), musste eine sensitivere Methode als die ,,northern“-Analyse
verwendet werden. Es wurde daher die ,,Real Time* RT-PCR eingesetzt.

3.3.2.2 ,Real Time“ RT-PCR Analyse der salAT RNAi Pflanzen

Um entwicklungsbedingte Schwankungen der Transkriptmenge zu verringern, wurden die
Blitter, aus denen anschlieend die totale RNA gewonnen wurde (siche 2.2.1.2), stets zum
gleichen Zeitpunkt 2 Tage nach dem Abfallen der Bliitenblitter geerntet. Zusétzlich wurde ein
interner Standard eingesetzt. Es handelte sich dabei um das Gen Tubulin aus P. somniferum,
dessen Sequenz aus dem EST-Projekt von Dr. Jorg Ziegler (Ziegler et al., 2005 und 2006)
stammte. Vor der cDNA-Synthese wurde die Qualitit der RNA auf einem Agarose-Gel
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iiberpriift und Verunreinigungen von DNA entfernt. Der DNase Verdau wurde mittels ,,Real
Time*“ PCR (siehe 2.2.9) kontrolliert. Erst wenn diese Analyse ergab, dass keine oder nur
geringe Mengen an DNA amplifiziert worden waren, wurde die reverse Transkription und im
Anschluss daran die ,,Real Time* PCR durchgefiihrt. Das Protokoll der Durchfiihrung und die
Berechnungsgrundlage zur Auswertung der erhaltenen Ct-Werte sind unter 2.2.9 aufgefiihrt.
Die Ergebnisse der ,,Real Time“ RT-PCR fiir die 16 salAT RNAi Pflanzen sind in Abb. 3-9
dargestellt. Die Analyse zeigte, dass die Transkriptmenge in allen 16 salAT RNAI Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp um ein Drittel oder mehr reduziert war. Die Werte lagen zwischen 31
% (34b31) und 3 % (77a36).

; ; é 77a 34b 99215
E E § 22 35 38 45 36 26 30 33(23 31 35 22 19 26| 1 11
240
200 '
160 +
120 1
80 1
40
A% s 0500 _s0asloaadas
% | 38 1100(210| 10(12| 8 | 19| 3 |10 25|13 |10 31| 8 |13| 6 | 21 (25| 15

Abb. 3-9 Vergleich der Mengen an salAT Transkript in Wildtyp (Wt) und salAT RNAI
Pflanzen.

Die relativen Transkriptmengen von 6 nicht-transgenen Pflanzen der Schlafmohnsorte C058-
34 wurden gemittelt und zum Vergleich mit den transgenen Pflanzen gleich 100 % gesetzt.
Daneben wurde der von diesen Wildtypen niedrigste (38 %) und hochste Wert (210 %)
angegeben.

3.3.3 Analyse der Latex-Alkaloide in salAT RNAIi Pflanzen

3.3.3.1 HPLC-Analyse

Die HPLC Analyse der Alkaloide im Milchsaft der salAT RNAI Ty-Generation ist in Abb. 3-
10 zusammenfassend und in Anhang A detailiert in Form von Tortendiagrammen dargestellt.
Es zeigten sich im Vergleich zu den Wildtypen C058-34 (Abb. 3-6 und 3-7) zwei
Unterschiede: Zum einen enthielt jede Probe mit Ausnahme des Latex der Pflanze 77a35
Salutaridin und Salutaridinol. Die Werte variierten dabei fiir Salutaridin von 3,3 — 21,7 % und
fur Salutaridinol von 0,7 — 3,4 %. Die Pflanzen 77a38 und 77a30 besaflen von allen die
hochste relative Menge an Salutaridin (77a38: 21,7 %, 77a30: 19,5 %) und Salutaridinol
(77a38: 3,4 %, 77a30: 2,5 %) (Abb. A-2, Tab. A-2). Zudem fanden sich in allen Pflanzen
auBBer 77a38 (16,7 % Thebain) erhohte Gehalte an Thebain (40,6 — 83,1 % Thebain). Diese
traten jedoch auch in regenerierten nicht transgenen Pflanzen auf. Die Analyse von 14 solcher
Pflanzen ergab einen durchschnittlichen relativen Thebain-Gehalt von 46,8 % (30,6-81,5 %
Thebain) (Abb. 3-11). Im Milchsaft der 18 analysierten Wildtypen waren im Mittel nur 29,7
% der Alkaloide Thebain (20,6-40,3 %). Der Milchsaft der Pflanze 99al5 I enthielt einen
ungewohnlich hohen Anteil an (S)-Scoulerin (14,5 %) (Abb. A-3).
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Die Gesamtmenge aller Alkaloide im Latex (Abb. 3-10) variierte in den transgenen Pflanzen
sehr stark von 633 pg Alkaloid / 100 pg losliches Protein der Pflanze 99al5 I bis 6251 pg
Alkaloid / 100 pg losliches Protein der Pflanze 77a30. In den Wildtypen lag die Spanne an
Gesamtalkaloid zwischen 360 — 1114 pg Alkaloid / 100 pg 16sliches Protein. Demnach ist die
Alkaloidmenge gegeniiber dem Wildtyp ebenso erhoht.
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Abb. 3-10 HPLC Analyse der Latex-Alkaloide der salAT RNAI To-Generation.

Legende: Rot — Morphin, Gelb — Codein, Dunkelblau — Thebain, Hellblau — Oripavin, Grau —
(R)-, (S)-Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin, Weiss — Salutaridinol, Orange — Salutaridin,
Griin — (S)-Scoulerin, Schwarz — Laudanin und Magenta — (R,S)-Laudanosin.
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Abb. 3-11 HPLC-Analysen des Milchsaftes 14 regenerierter, nicht transgener Pflanzen.
Legende: Rot — Morphin, Gelb — Codein, Dunkelblau — Thebain, Hellblau — Oripavin, Grau —
(R)-, (S)-Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin, Griin — (S)-Scoulerin, Schwarz — Laudanin und
Magenta — (R,S)-Laudanosin.
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3.3.3.2 Analyse mittels LC/ESI-MS/SRM

Uber LC/ESI-MS/SRM (siehe 2.2.11.6) wurde zusitzlich eine relative Quantifizierung der
Alkaloide mit der molaren Masse von 328, (S)-Scoulerin, 1,2-Dehydroretikulin und
Salutaridin, untereinander vorgenommen (Abb. 3-12). Im Milchsaft des Wildtypen C058-34
konnten tiber HPLC 1,5-7,5 pg (R,S)-Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin pro 100 pg
16sliches Protein und 3,7-23,0 pg (S)-Scoulerin pro 100 pg 16sliches Protein, jedoch kein
Salutaridin detektiert werden (siche 3.2.3). Die Analyse iiber LC-MS zeigte ein relatives
Verhiltnis der Alkaloide [(S)-Scoulerin : 1,2-Dehydroretikulin : Salutaridin] von [1 : 1 : 1,9]
gemittelt tiber 6 Pflanzen des Wildtyps.

15 der 16 salAT RNAI Pflanzen ergaben in der HPLC Analyse des Latex hohe Mengen an
Salutaridin (54 - 1220 pg / 100 pg losliches Protein, siche 3.3.3.1). Die Werte fiir (R,S)-
Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin (7,9 — 105 pg / 100 pg 16sliches Protein) und (S)-
Scoulerin (7,5 — 176 pg / 100 pg losliches Protein) waren im Vergleich zum Wildtypen nur
leicht erhoht. Das relative Verhiltnis der Alkaloide zueinander, das mittels LC/ESI-MS/SRM
(Abb. 3-12) bestimmt worden war, bestitigte die HPLC Analysen beziiglich des stark
erhohten Anteils an Salutaridin. Zudem zeigten die transgenen Pflanzen der Zelllinie 77a eine
leichte und die der Linie 99a eine stirkere Verschiebung des Verhdltnisses 1,2-
Dehydroretikulin zu (S)-Scoulerin zugunsten des letztgenannten Alkaloids. Dies traf jedoch
fiir keine Pflanze der Zelllinie 34b zu. Die Pflanze 77a35 war eine Ausnahme. Hier wurden
keine erhohten Mengen an Salutaridin (0,3 pg Salutaridin / 100 pg 16sliches Protein)
gemessen. Die Werte fiir (R,S)-Retikulin bzw. 1,2 Dehydroretikulin waren im Vergleich zum
Wildtypen nicht, der Gehalt an (S)-Scoulerin stark erhoht.
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Abb. 3-12 LC/ESI-MS/SRM Daten der Schlafmohnsorte C058-34 (Wildtyp WT) und der
salAT RNAI Pflanzen.
Legende:@ — (S)-Scoulerin, ll — Dehydroretikulin, [] — Salutaridin

3.4 Analyse der T;-Generation

Die transgenen Pflanzen wurden selbst bestdubt und der Samen nach dem Abreifen geerntet.
Von mehreren To-Pflanzen (34b31 und 35, 77a22, 26, 30, 33 und 38, 99al5 I und II) wurde
die T;-Generation ausgesit und die Alkaloide im Milchsaft analysiert. Aufgrund des Umfangs
der Daten sollen im Folgenden die Ergebnisse fiir die T;-Generation der Pflanzen 34b31,
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77a26, 77a30, 77a38 und 99al5 II exemplarisch dargestellt werden. Die Analysen der
Pflanzen, die nicht in der vorliegenden Arbeit erwihnt sind, zeigten dhnliche Ergebnisse.

3.4.1 Untersuchungen zum Genotyp

Die TI-Generation wurde wie unter 3.1.3 beschrieben mittels PCR {iberpriift. Die
Abkommlinge spalteten sich in transgene und nicht-transgene Pflanzen auf, jedoch nicht
immer nach dem 2. Mendelschen Gesetz, nach dem 75 % der Pflanzen transgen sein miissten
(Tab. 3-1). Dies galt insbesonders fiir die Pflanzen 77a38 und 99al5 I, bei denen fast alle
Nachkommen das Transgen trugen. Eine Anderung des Verhiltnisses wurde durch die Menge
von 3-4 Kopien des salAT RNAi Konstruktes, die nicht alle auf ein und demselben
Chromosom lokalisiert sein miissen, verursacht. Zur Verifizierung der PCR-Ergebnisse
wurden ,,Southern blots* (siehe 2.2.4.1) angefertigt (Abb. 3-13).

Pflanze | Anzahl aller | Anzahl transgener | Anzahl nicht- Verhiéltnis (nicht-
Pflanzen Pflanzen transgener Pflanzen transgen : transgen)

34b31 14 10 4 1:25

77226 15 13 2 1:6,5

77a30 |21 13 8 1:1,6

77a38 | 34 31 3 1:10

99al51 | 18 17 1 1:17

Tab. 3-1 Aufspaltung der T;-Generation verschiedener salAT RNAI T-Pflanzen.

Die mit einer radioaktiven Sonde komplementéir zu salAT hybridisierten Blots (Abb. 3-13
rechts) wiesen das gleiche Muster wie die Blots der jeweiligen Elterpflanze (Abb. 3-8) auf.
Die Hybridisierung mit der nptll markierten Sonde zeigte eine gleiche oder geringere Anzahl
an Selektionskassetten im Vergleich zur jeweiligen Elterpflanze. So sind von den 6 Banden
der Ty-Pflanze 34b31 drei bis sechs bei thren Nachkommen sichtbar. Es sind in keinem Fall
neue Markierungen hinzugekommen.
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Abb. 3-13 ,,Southern blot“-Analyse von Pflanzen der T;-Generation.

Jeweils 10 ng gDNA wurden mit ECORV verdaut und mit einer nptll-Sonde (links) bzw. einer
salAT-Sonde (rechts) markiert. Die Analyse einer Kontrollpflanze befindet sich stets auf der

linken Seite.
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3.4.2 Untersuchungen zum Transkriptionsverhalten

3.4.2.1 ,Northern blot“-Analyse

Da Blattmaterial wie unter 3.2.2 gezeigt nur wenig SalAT Transkript aufweist, konnte dieses
Material nicht fiir eine ,,northern“-Analyse herangezogen werden. Die hochste Expression des
Gens wurde in Stidngeln nachgewiesen (Abb. 3-5). Daher wurde von Pflanzen der T;-
Generation von der jeweils sich als zweites entwickelnden Knospe Sténgel isoliert. Die
Hauptkapsel musste flir die Ernte von Samen aufbewahrt werden. Da jedoch nicht alle
Pflanzen eine zweite Bliite entwickelten und in einigen Féllen die erste Bliite steril gewesen
war, konnte nicht von jeder Pflanze Probenmaterial fiir die ,northern“-Analyse isoliert
werden.

In Abb. 3-14 sind die Ergebnisse der Analyse einiger Nachkommen der Pflanzen 77a26,
77a30, 77a38 und 99al5 II dargestellt. Die Abkommlinge der Pflanze 77a26 wiesen im
Vergleich zum Wildtyp eine nur geringfligig reduzierte Menge SalAT Transkript auf.
Besonders das Individuum 77a26-10 liel eine dem Wildtyp vergleichbare Anzahl an salAT
mRNA vermuten. Fiir die T;-Generation von 77a30, 77a38 und 99al5 II konnte eine starke
Reduzierung der Expression des Gens nachgewiesen werden.
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Abb. 3-14 ,Northern blot“-Analysen (oben) mit Ladekontrollen (unten) einiger Pflanzen der
T,-Generation.

Jeweils 10 pg totale RNA aus Stengeln wurden auf das Gel aufgetragen und mit einer salAT-
Sonde hybridisiert. ,,Northern“~-Analysen von 2 — 3 Kontrollpflanzen befinden sich jeweils auf
der linken Seite der Blots.

34.2.2 ,Real Time“ RT-PCR

Wie fiir die regenerierten Ty-Pflanzen wurden auch fiir ihre Nachkommen die Mengen an
salAT Transkript in Blattmaterial tiber ,,Real Time*“ RT-PCR (siche 2.2.9) abgeschétzt und
mit denen des Wildtypen verglichen (Abb. 3-15). Die Abkdommlinge der Pflanze 77a26
besallen von allen untersuchten Individuen der T;-Generation die hochste Menge an salAT
Boten-RNA. Die Werte lagen nur leicht unter dem Mittelwert von 6 verschiedenen Wildtypen
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(10-69 %) oder fiir die Pflanzen 77a26-5 (129 %) und 77a26-6 (138 %) sogar iiber diesem
Wert. Das salAT Transkript Level der Nachkommen von 99al5 II war ebenfalls nur leicht
reduziert (9-91 % des Mittelwertes der Wildtypen). Eine stirkere Reduktion wurde in der T;-
Generation der Pflanze 34b31 gefunden. Lediglich 5-49 % der mRNA des Gens salAT des
Mittelwertes des Wildtypen wurden detektiert. In den Nachkommen von 77a38 war das
Transkript Level um wenigstens ein flinftel reduziert (1-18 % des Mittelwertes der
Wildtypen). Diese Daten stimmen mit denen der ,,northern“-Analysen (siche 3.4.2.1) {iberein
und bieten zudem einen detaillierten Einblick in das Transkriptionsverhalten der Pflanzen.
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Abb. 3-15 Relative salAT Transkriptgehalte verschiedener Pflanzen der T;-Generation
ermittelt tiber ,,Real Time*“ RT-PCR.

Die relativen Transkriptmengen von 6 Pflanzen der Schlafmohnsorte C058-34 wurden
gemittelt und zum Vergleich mit den transgenen Pflanzen gleich 100 % gesetzt. Daneben
wurde der von diesen Wildtypen niedrigste (38 %) und hochste Wert (210 %) angegeben.

Um einen Einfluss des salAT RNAI Transgens auf die Expression anderer Enzyme, die an der
Alkaloidbiosynthese beteiligte sind, festzustellen, wurde die ,,Real Time*“ RT-PCR Technik
zudem zur Analyse der Expressionslevel der Gene salR und corl.l cingesetzt. Diese Gene
wurden ausgewihlt, da sie Reaktionen katalysieren, die vor oder nach der Umsetzung von
7(S)-Salutaridinol zu Salutaridinol-7-(S)-O-Acetat erfolgen. Zu diesem Zweck wurden die
Nachkommen der regenerierten Pflanze mit den geringsten (77a38) und einer Pflanze mit
vergleichsweise hohem salAT Transkript Gehalt (99a15 II) getestet. Die Ergebnisse sind in
Abb. 3-16 festgehalten. In beiden Pflanzenlinien zeigten sich starke Schwankungen in den
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Transkriptmengen flir beide Gene. Diese waren zwar stirker ausgeprigt als in den 6
gemessenen Wildtypen, blieben aber fiir beide Pflanzenlinien in einem dhnlichen Rahmen. Es
gibt fiir beide Linien Pflanzen, die einen geringeren Gehalt an salR und corl.1 Transkript als
die Wildtypen aufweisen und ebenso Pflanzen mit einem hoheren Gehalt.
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Abb. 3-16 Relative salR (oben) und corl.1l (unten) Transkriptgehalte der Nachkommen der
To-Pflanzen 77a38 (links) und 99al15 II (rechts) ermittelt {iber ,,Real Time* RT-PCR.

Die relativen Transkriptmengen von 6 Pflanzen der Schlafmohnsorte C058-34 wurden
gemittelt und zum Vergleich mit den transgenen Pflanzen gleich 100 % gesetzt. Daneben
wurde der von diesen Wildtypen niedrigste (26 % fiir salR, 71 % fiir cor) und hochste Wert
(210 fiir salR, 149 % fiir cor) angegeben.

3.4.3 Analyse der Latex-Alkaloide

Der Milchsaft transgener Pflanzen der T;-Generation wurde ebenso wie der der Elterpflanzen
mittels HPLC analysiert (siche 2.2.11.3). In Abb. 3-17 sind Ergebnisse der Untersuchungen
fiir die Nachkommen der Pflanzen 34b31, 77a26, 77a30, 77a38 und 99al5 II dargestellt.
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Abb. 3-17 HPLC Analyse der Latex-Alkaloide der salAT RNAI T;-Generation.
Die Alkaloide (R,S)-Retikulin bzw. 1,2-Dehydroretikulin sind zur Vereinfachung unter dem
Begriff Retikulin zusammen gefasst.
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Der in den Elterlinien mit Ausnahme von 77a38 und nicht-transgenen Pflanzen vorkommende
erhohte Anteil an Thebain (siehe 3.3.3.1) konnte in der Nachfolgegeneration nicht beobachtet
werden. Die relativen Thebaingehalte der T,-Generation waren fiir 34b31 3,6-26,5 %, fiir
77a26 26,1-37,1 %, fir 77a30 1,1-52,5 %, fiir 77a38 0,3-41,9 % und fiir 99a15 11 20,4-50 %
des Gesamtalkaloides im Latex. Der Anteil des Thebains im Milchsaft der Wildtypen
schwankte zwischen 20,6 und 40,3 %. Die Gehalte waren somit fiir die Abkdmmlinge der Ty-
Pflanzen 34b31, 77a30 und 77a38 sogar erniedrigt. Auch der in der Pflanze 99al5 1
auftretende erhohte Anteil an (S)-Scoulerin (14,5 %) (Anhang A, Abb. A-3) war nicht
vererbbar. Der Gehalt an (S)-Scoulerin in der T;-Generation dieser Pflanze lag im Bereich
von 0,7 — 2,9 %. Alle transgenen Abkdmmlinge der 5 untersuchten Ty-Pflanzen wiesen jedoch
Salutaridin auf (34b31: 9,1-33,0 %, 77a26: 1,0-7,6 %, 77a30: 1,4-55,6 %, 77a38: 7,2-21,7 %
und 99al5 II: 1,1-14,2 %). Zudem wurden wie bereits in der To-Generation in den T;-
Pflanzen mit einer Ausnahme (77a26-9) geringe Mengen an Salutaridinol gefunden (34b31:
3,1-5,5 %, 77a26: 0-1,3 %, 77a30: 0,1-3,9 %, 77a38: 1,9-4,8 % und 99a15 II: 0,1-2,1 %).

Die Gesamtmenge an Alkaloid im Milchsaft, die in der To-Generation erhoht war (Abb. 3-
10), liegt in der T;-Generation zwischen 424 und 1376 pg Alkaloid / 100 pg ldsliches Protein
und war somit mit den Alkaloidmengen im Wildtyp (360 — 1114 pg Alkaloid / 100 pg
16sliches Protein) vergleichbar.

Bei der Analyse des Milchsaftes transgener T;-Pflanzen fiel auf, dass diejenigen mit den
hochsten Gehalten an Salutaridin und Salutaridinol weniger Thebain aufwiesen. Da die
Nachkommen der Ty-Pflanze 77a38 den stirksten Salutaridin / Salutaridinol-Chemotyp
zeigten, wurde die Beobachtung mit diesen Pflanzen weiter fortgesetzt.

Insgesamt zeigten die Pflanzen einen sehr niedrigen Gehalt an Thebain, wédhrend die
Alkaloide Morphin, Codein und Oripavin in zum Wildtypen vergleichbaren Mengen
akkumulierten. Daher wurde eine lineare Korrelation zwischen den Mengen an Salutaridin
mit der kumulativen Menge an Morphin, Thebain, Codein und Oripavin durchgefiihrt. Dabei
wurde eine indirekte Relation mit einem Regressionskoeffizienten von r* = 0,998 (Anstieg a =
-1,005) (Tab. 3-2) ermittelt.

r? Thebain | Codein | Oripavin | Morphin | X (T, C) > (T, C, M, O)

Salutaridin | 0,6596 | 0,6109 0,3680 0,3631 0,8220 0,9980

Salutaridinol | 0,3760 | 0,1538 | 0,3652 0,0342 | 0,3850 0,3614

2 (S, Sol) 0,6689 0,6053 0,3814 0,3533 0,8283 0,9981

Tab. 3-2 Berechnete Regressionskoeffizienten, r’, zur Ermittlung von Bezichungen zwischen
verschiedenen Alkaloiden der Morphin Biosynthese in den Nachkommen der Pflanze 77a38.
Verwendete Abkiirzungen: T - Thebain, C - Codein, M - Morphin, O - Oripavin, S —
Salutaridin, Sol - Salutaridinol.

In Tab. 3-2 sind auch berechnete Regressionskoeffizienten von Korrelationen der einzelnen
Alkaloide (Thebain, Codein, Oripavin und Morphin) mit Salutaridin und / oder Salutaridinol
aufgefithrt. Aus diesen Werten zeigte sich, dass die Menge an Salutaridin indirekt
proportional zur Menge der Alkaloide ist, deren Synthese erst nach dem Enzym SalAT
erfolgt. Dabei hatten Thebain und Codein den stérksten Einfluss auf diese Korrelation. Die
Beziehungen zwischen Salutaridinol mit diesen Alkaloiden waren weitaus schwécher.

Ein weiterer Hinweis auf die verdnderte Regulation der Alkaloidbiosynthese zeigte sich,
wenn man die Beziechungen der drei Hauptalkaloide des Schlafmohns C058-34, Thebain,
Codein und Morphin, untereinander betrachtet. In Tab. 3-3 sind die Regressionskoeffizienten
des Wildtypen und die der Abkommlinge der Ty-Pflanze 77a38 aufgefiihrt. In Pflanzen des
Wildtyps sind die Mengen dieser Alkaloide direkt proportional zueinander (r* 0,762-0,8866).
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In den T;-Pflanzen der Linie 77a38 verschwinden die Zusammenhinge fast vollig (r* 0,0034-
0,2602).

r’ Wildtyp / r* T, 77a38 Morphin Thebain Codein
Morphin 0,8866 / 0.0034 0,8134/0,2602
Thebain 0,7260 / 0,2255

Codein

Tab. 3-3 Berechnete Regressionskoeffizienten, r°, der Regression zwischen den Alkaloiden
Morphin, Thebain und Codein im Wildtyp C058-34 und in den Nachkommen der T,-Pflanze
77a38.

3.5 Isolierung regulatorischer Regionen verschiedener Gene der Alkaloid-
Biosynthese in P. somniferum L. und Datenbankvergleich

3.5.1 Isolierung regulatorischer Regionen der Gene cyp80b3, cor, cpr und salAT

Die 5’-Sequenzen der Gene cyp80b3, cor, cpr und salAT wurden aus gDNA der P.
somniferum Sorte Miinchen mittels dem GenomeWalker Universal Kit der Firm BD Clontech
und der in Tab. 2-2 aufgefiihrten Oligonukleotide isoliert (siche 2.2.6.3). Aus der Dral-
,,Library* konnte dabei eine 3517 bp lange putative Promotorsequenz von cyp80b3 erhalten
werden. Bei der cDNA des cyp80b3-Klons aus P. somniferum, die von Huang und Kutchan
(2000) publiziert worden ist, fehlten die ersten 6 Aminosduren. Diese wurden fiir heterologe
Expressionen durch die entsprechende Sequenz der cDNA des E. californica-Klons ersetzt.
Die beiden cDNAs sind zu 77 % identisch. In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt
werden, dass sich die cDNA des P. somniferum cyp80b3-Gens von der des E. californica
Gens in 2 Basenpaaren unterschied. Die Basenfolge der ersten 18 Nukleotide fiir cyp80b3 aus
Papaver lautete: ATG GAG ATC GTC ACA GTA. Die abweichenden Basen sind
unterstrichen. Daraus resultierte der Austausch der Aminoséure Valin gegen Isoleucin.

Mit Hilfe der Stul-,Library* wurde eine 2956 bp lange 5’-Sequenz des Gens cor
amplifiziert. Die hierfiir verwendeten Primer waren dabei komplementdr zu den vier
bekannten Allelen der Codeinon-Reduktase aus P. somniferum (corl.1l bis corl.4), wiesen
jedoch ein (GSP1 cor) bzw. vier (GSP2 cor) unterschiedliche Basenpaare im Vergleich zur
Sequenz des putativen Gens cor2.1 auf. Da zusammen mit der 5’-Sequenz auch die ersten 146
bp des Leserahmens der Codeinon-Reduktase isoliert worden waren, konnte die erhaltene
Sequenz als regulatorische Region der Allele corl.l, corl.3 und / oder corl.4 weiter
eingegrenzt werden. Eine weitere Differenzierung war jedoch nicht méglich. Im Vergleich
zum Allel corl.2 sind 4 Basenpaare und zum putativen Gen cor2.1 32 bp unterschiedlich. Die
Isolierung einer 2332 bp langen Sequenz des putativen cpr-Promotors gelang mit Hilfe der
Pvull-,,Library*. Fiir das Gen von salAT konnte jedoch auch nach Wiederholung und unter
Verwendung 4 weiterer ,,Libraries® (Nrul, SnaBI, Scal und Hpal) lediglich eine kurze 5°-
Sequenz von 407 bp (Pvull) erhalten werden. Die Sequenzen sind im Anhang B (Abb. B-1
bis B-4) zu finden.

3.5.2 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes

Der Transkriptionsstartpunkt eines Gens ist die Position, an der die Transkription dieses Gens
initiiert wird und stellt damit ein wichtiges Charakteristikum dar. Zur Identifizierung des
Transkriptionsstarts wurde der GeneRacer'"' RACE Ready cDNA Kit (Invitrogen) verwendet
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(siche 2.2.6.4). Im Vergleich zu anderen Methoden zur Identifizierung des
Transkriptionsstarts, wie ,,primer extension“, ,nuclease protection assays“ oder der
traditionellen 5’-RACE, hat sie den Vorteil, dass nur diejenigen mRNAs detektiert werden,
die eine 5’-Cap-Struktur aufweisen. Die Cap-Struktur hat neben seiner Rolle in der
Translation noch die Aufgabe die mRNA vor dem Abbau durch Nukleasen zu schiitzen.
Durch diese Methode werden also nur vollstaindige mRNAs detektiert.

Die Amplifizierung der 5’-Sequenz des Gens cor konnte mit Hilfe der Pfu-DNA-Polymerase
vorgenommen werden. Zwei unabhingige Ansétze der Reversen Transkription ergaben dabei
den gleichen Transkriptionsstart 25 bp vor dem Startcodon (Abb. B-2). Die 5’-RACE des
Gens cyp80b3 wurde ebenso mittels Pfu-DNA-Polymerase amplifiziert, es wurde jedoch nicht
die gleiche Lénge fiir die 5’-untranslatierte Region (UTR) erhalten. Eine Sequenz zeigte den
Transkriptionsstart direkt vor dem Startcodon, wihrend die andere eine UTR von 5 bp ergab.
Aus diesem Grund wurden weitere Amplifizierungen mittels Tag-DNA-Polymerase mit den
beiden cDNAs durchgefiihrt. Die Ergebnisse variierten zwischen 0-6 bp vor dem Startcodon.
In Anhang B wurde die ldngste UTR genutzt (Abb. B-1). Fiir die Identifizierung der
Transkriptionsstartpunkte von cpr und salAT wurden fiinf Ansétze, amplifiziert mit Hilfe der
Tag-DNA-Polymerase, verwendet. Das Gen cpr wies einen eindeutigen Transkriptionsstart
145 bp vor dem Startcodon auf (Abb. B-3). Fiir salAT war die Analyse nicht eindeutig. Die
Sequenzlidngen variierten zwischen 160-219 bp. In Anhang B wurde auch hier die ldngste
UTR verwendet (Abb. B-4).

3.5.3 Vergleich der isolierten Sequenzen mit bekannten Promotoren

Regulierende Regionen des Enzyms CYP80B1 aus E. californica und der Enzyme 70MT,
4'OMT, SalAT und eines putativen Klons cor2.1 aus P. somniferum sind von Apuya und Lu
(2006) patentiert worden. Fiir das Gen salAT lagen daher 3 unterschiedliche 5’-Sequenzen
vor: [1] die Sequenzen der in dieser Arbeit isolierten 5°-Region, [2] die in dem Patent
veroffentlichte Sequenz und [3] die untranslatierte Region, die von Grothe et al. (2001)
gefunden worden war. Diese 3 regulierenden Regionen wurden unter Verwendung des
Clustal W-Algorithmus miteinander verglichen (Abb. 3-18). Die ersten 185 Basenpaare der
drei Sequenzen stimmten gut {iberein. In der in dieser Arbeit isolierten 5’-Sequenz fanden
sich jedoch ein fehlendes und fiinf ausgetauschte Basenpaare. Die regulierenden Regionen,
die sich an die UTR anschlieBen, wichen stark voneinander ab. So fehlte ein etwa 60 bp
langes Fragment, das in der vorliegenden Studie gefunden wurde, in der Sequenz des Patentes
und zwei kurze Fragmente, die in der patentierten Sequenz vorlagen, waren in der hier
isolierten Sequenz wiederum nicht vorhanden. Zudem waren in den &hnlichen Regionen
mehrere Basenpaare ausgetauscht.

Apuya und Lu (2006) patentierten zwei unterschiedliche regulierende Sequenzen fiir die
putative Codeinon-Reduktase cor2.1 mit einer Linge von 968 bzw. 930 bp. Ein Vergleich
dieser Sequenzen untereinander und mit der in dieser Arbeit isolierten 5’-Sequenz mittels
ClustalW-Algorithmus ergab eine Identitdt von weniger als 50 % untereinander.
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Abb. 3-18 Vergleich der unabhdngig voneinander identifizierten regulatorischen und
untranslatierten Regionen des Gens salAT.

Die erste Sequenz entspricht der UTR von Grothe et al. (2001), die zweite der regulierenden
Region aus dem Patent von Apuya und Lu (2006) und die untere der in dieser Arbeit
isolierten 5°-Region des Gens salAT. Abweichende Basenpaare sind durch schwarze Késtchen
kenntlich gemacht.

3.5.4 Sequenzanalyse mittels ,,blastn* und ,,blastx“

Mit den vier 5’-Sequenzen wurde eine ,,blastn®- (Nukleotid versus Nukleotiddatenbank) und
,blastx“-  (translatiertes Nukleotid versus Proteindatenbank) Suche durchgefiihrt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Fiir den putativen cyp80b3-Promotor ergab der
Sequenzvergleich mit der Proteindatenbank innerhalb der ersten 2675 bp mehrere Treffer u.a.
mit einer ,membrane attack complex component / perforin / complement C9*
(Aminoduresequenz 302-618) aus Medicago truncatula (,,Gestutzter Schneckenklee®,
Faboideae) (ABE92593). Die Aminosduresequenz dieses Proteins wurde dabei in drei
Fragmente unterteilt, wobei sich der Teil mit der hochsten Sequenzhomologie (289 bits, E-
Wert 77°) zwischen 1992-2675 bp befand (Abb. 3-19). Es konnte sich dabei um eine Intron-
Exon-Struktur handeln. Des Weiteren zeigten auch zwei hypothetische Proteine (OsI 007061
und OsJ 006503) und ein unbekanntes Protein (BAD73817.1) aus Oryza sativa (Poaceae)
Ahnlichkeit zum gleichen Sequenzabschnitt wie das oben genannte Protein aus Medicago.
Auch sie wiesen die gezeigte Intron-Exon-Struktur auf. Es liegt daher nahe, dass die
gefundene 5’-Sequenz von cyp80b3 aus P. somniferum zwischen 1-2675 bp ein Protein
codiert.
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putativer Promotor
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AC144644.3 B
302-337 aa 385-618 aa
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Abb. 3-19 Ergebnis der ,,blastn“-Suche der 5’-Sequenz des Gens cyp80b3 aus P. somniferum.

Die ,,blastn“-Suche der putativen cyp80b3 Promotorsequenz lieferte fiir eine relativ kurze
Sequenz zwischen 2698-2781 bp mehrere Treffer entsprechend des 16S rRNA Gens aus
Chloroplasten mehrerer Pflanzen unterschiedlicher Pflanzenfamilien. Die hochste Homologie
(113 bits, E-Wert 52') wiesen Drimys granadensis (Winteraceac), Nandina domestica
(,,Himmelsbambus®“, Berberidacea), Platanus occidentalis (,,Amerikanische Platane®,
Platanaceae), Liriodendron tulipifera (,,Tulpenbaum®, Magnoliaceae), Calycanthus fertilis
(,,Gewiirzstrauch®, Calycanthaceac) und E. californica (,Kalifornischer —Mohn®,
Papaveraceae) auf. Fiir den putativen Promotor der Codeinonreduktase konnten nur Treffer
mit sehr geringer Sequenzhomologie gefunden werden. Beim Vergleich der translatierten cpr
5’-Sequenz gegen die Proteindatenbank (,,blastx*) wurden mehrere Sequenzen gefunden, die
Ahnlichkeit mit dem Bereich zwischen 2-1594 bp aufwiesen. Die zwei hdchsten Treffer
entsprachen zwei hypothetischen Proteinen aus O. sativa (Osl_027235 und OsJ 024128). Die
Ergebnisse sind in Tab. 3-4 zusammengefasst. Die Ahnlichkeit der beiden hypothetischen
Proteine mit der putativen cpr Promotorsequenz war nicht so hoch wie das Ergebnis im Falle
der (S)-N-Methylcoclaurin-3’-hydroxylase. Zudem ist die Leserichtung der verglichenen
Proteine entgegengesetzt. Es kann demnach nicht geschlussfolgert werden, dass es sich
innerhalb der isolierten 5’-Sequenz der Cytochrom-P450-reduktase um einen kodierenden
Bereich handelt.

Protein Liange | 5’ Sequenzbe- | Entsprechende | Richtung | Score E-Wert
[aa] reich cpr [bp] Sequenz [aa] [bits]
Osl 027235 | 2028 32-853 1904-1625 +/- 84 3
886-1071 1614-1553 +/- 40,8 3%
1146-1319 1314-1371 A+ 45,8 0,011
OsJ 024128 | 560 32-865 474-210 +/- 89,7 1"
859-1074 211-140 +/- 33,1 17"
1388-1588 284-348 +/+ 40 0,61

Tab. 3-4 Ergebnis der ,,blastx““-Suche der 5’-Sequenz des Gens cpr aus P. somniferum.

Bei der Nukleotid versus Nukleotiddatenbank Suche der regulierenden Sequenz des Gens
salAT fanden sich verschiedene Treffer innerhalb der ersten 50 bp der UTR des Gens. Die
hochste Ahnlichkeit wies dabei ein Fragment aus der genomischen Sequenz der Weinrebe,
Vitis vinifera, (AM462816.1) mit einem ,,Score* von 77,8 bits und einem E-Wert von 3 auf.
Das Fragment konnte aufgrund der weiteren Treffer, die eine nur wenig verminderte
Ahnlichkeit aufwiesen, als eine putative Intronsequenz des ribosomalen Proteins L16 aus
Chloroplasten identifiziert werden.
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3.5.5 Ermittlung cis-regulierende Elemente mit Hilfe von Datenbanken

3.5.5.1 Der Kernpromotor

Zuniachst wurden die Promotoren auf das Vorhandensein der TATA-Box, einer der
wichtigsten Kernpromotorelemente fiir regulierte Gene, hin untersucht. Diese liegt bei
Eukaryonten zumeist 25-30 bp vom Transkriptionsstart entfernt und besitzt eine
Consensussequenz von TATA(A/T)AA(G/A) (vereinfachte Darstellung nach Smale und
Kadonaga, 2003). In allen vier 5’-Sequenzen konnten in einem Abstand von 31-37 bp vor
dem jeweiligen Transkriptionsstart TATA-Elemente gefunden werden (Abb. B-1 bis B-4), die
der Consensussequenz entsprechen (cyp80b3) oder in 1-2 bp von ihr abweichen. Sie stimmten
jedoch alle mit der allgemeiner formulierten Sequenz (T>>c>a=g / A>>t / T>>a=c / A>>t /
T>>a /| A>>g>c=t / A=T>g>c / G=A>c=t) nach Bucher (1990) und Patikoglou et al. (1999)
iberein und konnten somit als potentielle TATA-Elemente fungieren.

In Genen von Sdugern bzw. Drosophila wurde zudem das Initiator-Element (Inr) gefunden,
das dhnlich der TATA-Box féhig ist, an den Pré-Initiationskomplex fiir die Transkription zu
binden. Es scheint besonders in TATA-losen Promotoren eine Rolle zu spielen, kommt jedoch
auch in Promotoren mit TATA-Element vor und wirkt dabei mit dieser synergetisch (Smale
und Kadonaga, 2003). Die Sequenzen von cor (Abb. B-2) und cpr (Abb. B-3) um den
Transkriptionsstart stimmen bis auf ein Basenpaar mit der in Drosophila gefundenen
Consensussequenz fiir den Inr T C A(+1) G/T T Py (Kutach und Kadonaga, 2000; Ohler et
al., 2002) iberein und konnten somit die Bildung des Prd-Initiationskomplex zusétzlich
unterstutzen.

Ein weiteres in eukaryontischen Genen hdufig vorkommendes Element ist die so genannte
CAAT-Box. Thre Consensussequenz wird als GGNCAATCT beschrieben (Voet und Voet,
2002) und befindet sich zumeist zwischen -40 und -150. In der isolierten 5’-Sequenz von
cyp80b3 konnte in Position -109 eine Sequenz TGACAATCC gefunden werden (Abb. B-1),
die sich in 2 Stellen von der Consensussequenz unterscheidet. Die 5’-Region von cor enthielt
an Position -118 eine Sequenz GTTCAATAG (Abb. B-2) und diec von salAT an der Position -
78 die Basenfolge ACTCAATTA (Abb. B-4). Beide weichen in 3 bzw. 4 Stellen vom CAAT-
Consens ab, jedoch nicht in der Kernsequenz CAAT. Die putative Promotorsequenz von cpr
wies innerhalb von 150 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts keine entsprechende
Sequenz auf.

In den Sequenzen der putativen Promotoren in Anhang B (Abb. B-1 bis B-4) ist die Lage
der putativen cis-regulierenden Elemente gekennzeichnet.

3.5.5.2 Weitere Cis-regulierende Elemente

Zur Ermittlung weiterer putativer Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren oder anderer
cis-regulierende Elemente, wurde das Programm PlantCARE genutzt (Lescot et al., 2002)
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). Da es sich bei diesen
Elementen um kurze, konservierte Sequenzen von etwa 5-20 Nukleotiden handelt, kann ihr
Auftreten zufillig innerhalb von einigen hundert Basenpaaren statistisch erwartet werden. Die
iiber einen Basenvergleich ermittelten Bindungsstellen miissen daher nicht zwingend korrekt
sein. In Anhang B sind die Ergebnisse der PlantCARE Analyse wiedergegeben. Dabei
wurden mit wenigen Ausnahmen nur Bindungsstellen mit ausgewiesener Funktion
berticksichtigt. An dieser Stelle sollen nur einige interessante oder hdufig auftretende
Elemente genannt werden.

In allen vier 5’-Sequenzen fanden sich eine oder mehrere putative Bindungsstellen fiir das
Element Skn-1, das an der Endosperm-spezifischen Expression des Speicherproteins Glutelin
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beteiligt ist (Takaiwa et al., 1991) und jeweils ein MBS-Element, involviert an der Respons
auf Trockenstress in A. thaliana (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, 1993). Die
Consensussequenz fiir Skn-1 besteht jedoch nur aus 5 Nukleotiden, woraus eine
vergleichsweise hohe Fehlerrate resultiert. Ebenso wurden in allen vier putativen Promotoren
Sequenzabschnitte gefunden, die Elementen, die an der lichtabhéngigen Regulation von
Genen beteiligt sind, dhnelten. Am héufigsten waren dabei die Elemente TCT des Promotors
der Untereinheit B der Chloroplasten Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase aus
Arabidopsis (Kwon et al., 1994), Box I aus dem Promotor der Ribulosebisphosphat-
carboxylase (Rubisco) aus Pisum (Kuhlemeier et al., 1988) und GA aus dem Promotor der
Rubisco aus Glycine max (Grandbastien et al., 1986). Sie kamen in allen isolierten
regulatorischen Sequenzen mit Ausnahme von SalAT vor. Auch in der Terpenoidindol-
alkaloid-Biosynthese wurden Elemente gefunden, die der Regulation durch Licht dienen. So
wurde fir die Promotoren der Tyrosindecarboxylase (tdc), NADPH:cytochrom-P450-
Reduktase (cpr) und der Striktosidinsynthase (str) aus Catharanthus roseus die Bindung des
Transkriptionsfaktors GT-1 und fiir tdc ebenso des Faktors 3AF1 gezeigt (Cardoso et al.,
1997; Ouwerkerk et al., 1999; Pasquali et al., 1999). Die Consensussequenz fiir den in
Catharanthus gefundenen Faktor GT-1, der in der UV-Licht induzierten Expression involviert
ist, unterscheidet sich geringfiigig von der in PlantCARE vorhandenen GTI1-Box aus
Arabidopsis. Die 6 bp lange Kernsequenz stimmt dabei iiberein. Die Catharanthus
Consensussequenz umfasst jedoch weitere Nukleotide. Ein Vergleich der durch das
Programm ermittelten GT1-Elemente mit dem C. roseus Consensus ergab, dass die Elemente
in einem Nukleotid von der Catharanthus GT-1 Sequenz abweichen. Die 5’-Sequenzen
wurden zudem manuell auf das Vorhandensein weiterer GT-1-Elemente durchsucht. Dabei
konnte in den putativen Promotoren von SalAT und cpr ein weiteres solches cis-aktives
Element gefunden werden, das sich jedoch an einer Stelle von dem C. roseus Consensus
unterscheidet. In der putativen regulatorischen Sequenz der Codeinon-Reduktase konnten 3
Elemente ohne jegliche Abweichungen und ein weiteres, das an einer Stelle abweicht,
gefunden werden. Die GT-1 Elemente sind in den 5’-Sequenzen in Anhang B vermerkt (Abb.
B-1 bis B-4 und Tab. B-1). Es zeigte sich, dass sich das GT-1 Element an der Position -534
der cor Sequenz mit dem MBSII Element unbekannter Funktion, das in regulatorischen
Regionen der Chalcone-Synthase in Petunia hybrida gefunden wurde (Koes et al., 1989),
iiberschneidet. Das GT-1 Motiv von salAT iiberlagerte mit einem MBS Element des Gens
»Responsive to desiccation” aus A. thaliana (siche oben) (Abb. B-4). Ein zur 3AF-1
Bindestelle dhnliche Sequenz konnte ebenso in den putativen Promotoren von cor (Abb. B-2)
und salAT (Abb. B-4)gefunden werden.

In der isolierten 5°-Sequenz von cor (Abb. B-2) wurde eine P-Box &hnliche Sequenz der
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase aus Petroselinum crispum (da Costa e Silva et al., 1993)
gefunden, die an der durch Gibberellin induzierten Genexpression beteiligt ist. In C. roseus
wurde ein MY B-dhnlicher Transkriptionsfaktor isoliert, der homolog zum Faktor BPF-1 (Box
P-Bindefaktor-1) aus Petroselinum war (van der Fits et al., 2000). In dieser Studie zeigte sich
jedoch, dass die zuvor beschriebene Bindungsstelle sowohl fiir BPF-1 als auch fiir den in
Catharanthus vorkommenden Faktor nicht optimal war. Eine Elicitor-responsive Region des
str-Promotors, die nur eine geringe Ahnlichkeit mit der P-Box aufwies, wurde als neue
Erkennungssequenz identifiziert. Im putativen Promotor von cor wurde zudem eine
Wiederholungssequenz von 26 bp bei -2319 und -2249 gefunden, die jeweils eine P-Box,
dhnlich der des Glutelin-Promotors aus O. sativa (Takaiwa et al., 1991), einschloss. Dieses 7
Nukleotide lange Element stimmte in 6 Positionen mit der in Catharanthus identifizierten
Bindungsstelle des Faktors BPF-1 iiberein. Die restliche Sequenz, an die CrBPF-1 bindet,
unterschied sich jedoch erheblich von der in cor auftretenden 5’-Wiederholungssequenz.

Die Expression der Gene cyp80b3 und bbe in Suspensionskulturen von P. somniferum ist im
Gegensatz zur Expression von cor durch Methyljasmonat induzierbar (Huang und Kutchan,
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2000). Daher sind cis-regulierende Elemente, die an der Antwort auf biotischen und
abiotischen Stress beteiligt sind von Interesse. Mit Ausnahme des Promotors von salAT, in
dem nur drei MBS-dhnliche Sequenzen gefunden wurden, konnten in allen 5’-Sequenzen
mehrere solcher Elemente zugeordnet werden. Darunter waren eine Hitzestress-aktive
Sequenz einer Rezeptordhnlichen Kinase aus Brassica (Pastuglia et al., 1997), Salicylsdure
responsive Elemente des gleichen Gens oder der 3-1,3-Glucanase aus N. tabacum (Hennig et
al,, 1993) und ein an Abwehr- und Stressantwort beteiligtes Element der Anionischen
Peroxidase ebenfalls aus Nicotiana (Diaz-De-Leon et al., 1993). Die putativen Promotoren
von cyp80b3 (Abb. B-1) und cor (Abb. B-2) enthiclten auBlerdem zu Elicitor-aktiven
Elementen dhnliche Bereiche (Hennig et al., 1993; Pastuglia et al., 1997). Jeweils ein Element
mit Ahnlichkeit zu einer Sequenz, die in Petroselinum an der Abwehr gegen Pilze beteiligt ist
(Rushton et al., 1996), wurde in den 5’-Sequenzen von cor (Abb. B-2) und cpr (Abb. B-3)
gefunden.
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4 Diskussion

Aufgrund ihrer herausragenden pharmakologischen Bedeutung sind die Alkaloide Codein und
Morphin besonders attraktive Syntheseziele. Dem entgegen steht die komplexe Struktur dieser
Verbindungen bestehend aus fiinf Ringen mit fiinf Stereozentren. Dennoch gelang das
,Meisterstiick der organischen Chemie®, die Totalsynthese von Morphin, Gates und Tschudi
(1952 und 1956). Die Ausbeute der Synthese war jedoch gering und als Ausgangsmaterial
wurden Verbindungen genutzt, deren natilirliches Vorkommen seltener ist als das von
Morphin selbst. Seitdem wurden mehrere unterschiedliche Syntheseprinzipien fiir Morphin
veroffentlicht (Novak et al., 2000), von denen die effizienteste Methode mit einer Ausbeute
von 29 % von Rice (1980) publiziert wurde. Dennoch kann keine der bisher bekannten
Synthesen mit der Gewinnung von stereochemisch reinem Morphin und anderer medizinisch
bedeutender Alkaloide aus P. somniferum konkurrieren.

Die Isolierung der Sekundidrmetabolite aus pflanzlichen Zellkulturen im quantitativen
Malstab wie Berberin aus C. japonica- (Sato und Yamada, 1984) oder Taxol® aus Taxus-
Zellkulturen (Tabata, 2006) ist in Papaver nicht sinnvoll. Zwar konnten Thebain und Codein
in P. somniferum-Kulturen nachgewiesen werden (Kamo und Mahlberg, 1988), die
enthaltenen Mengen waren jedoch zur kommerziellen Gewinnung zu gering. Das geringe oder
fehlende Auftreten von Alkaloiden in undifferenzierten Suspensionszellen kann durch die
gewebsspezifische Expression der an der Alkaloidbiosynthese beteiligten Gene erklirt werden
(Bird et al., 2003; Weid et al., 2004). Ein dhnliches Problem tritt auch bei Terpenoidindol-
Alkaloiden aus C. roeus auf. Auch diese werden in spezifischen Geweben (Murata und De
Luca, 2005), jedoch nicht in vitro durch undifferenzierte Suspensionszellen biosynthetisiert
(Constabel et al., 1982). Erst kiirzlich gelang dennoch die Produktion von Ajmalicin, einem
Monoterpenoid-Alkaloid, das in einigen Landern bei Kreislaufstorungen verabreicht wird und
in Wurzeln der Pflanze akkumuliert, in transgenen Catharanthus-Zellsuspensionen (Montiel
et al, 2007). Die Zellen exprimierten dabei den wurzelspezifischen MADS-Box
Transkriptionsfaktor ,,Agamous-like 12* (Agl12) aus A. thaliana (Rounsley et al., 1995), der
die Bildung von Parenchyma &hnlichen Zellaggregaten forderte. Eine Differenzierung der
Zellen in Wurzelgewebe konnte dadurch nicht induziert werden. In dieser Studie wurde eine
Erhohung der Expression von Genen, die fiir Enzyme der Biosynthese von Terpenvorstufen
der Alkaloide codieren, beobachtet. Ob eine durch Transkriptionsfaktoren erhohte Produktion
von Morphinanen in Suspensionszellen des P. somniferum moglich ist und als Alternative zur
Isolierung der Alkaloide aus Pflanzen dienen kann, miisste tiberpriift werden.

Eine weitere attraktive Strategie ist das Einbauen von Metabolismen zur Synthese
pflanzlicher Naturstoffe oder ihrer Vorstufen in einen mikrobiellen Wirtsorganismus
(,,metabolic engineering*). So gelang es der Gruppe um Croteau Taxadien, ein Diterpen und
Intermediat in der Biosynthese von Taxol®, in gentechnisch verdnderten E. coli herzustellen
(Huang et al., 2001). Dabei wurden die Enzyme Isopentenyldiphosphat-Isomerase aus
Schizosaccharomyces pombe (Hahn und Poulter, 1995), die Geranylgeranyldiphosphat-
Synthase aus Erwinia herbicola (Math et al., 1992) und die Taxadien-Synthase aus Taxus
brevifolia (Wildung und Croteau, 1996) in den Bakterienstamm transformiert. Inzwischen
wurden weitere an der Taxol Biosynthese beteiligte Enzyme gefunden und acht der beteiligten
Gene konnten funktionell in Saccharomyces cerevisiae exprimiert werden (Frense, 2007).
Fiinf aufeinander folgende Biosynthesestufen beginnend mit dem primiren Isoprenoid-
metabolismus bis zum Intermediat Taxadien-5a-acetoxy-10p-ol wurden in einen Hefestamm
kloniert (Dejong et al., 2006). Die Hefezellen waren fahig Taxadien zu synthetisieren. Die
erste Cytochrom-P450-Hydroxylierung limitierte jedoch nachfolgende Reaktionsschritte. Die
Isolierung weiterer Gene dieses Metabolismus zusammen mit einer weiterfiihrenden
Entwicklung des S. cerevisiae-Systems konnte in Zukunft zu einer rentablen Produktion des
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zur Semisynthese genutzten Baccatin III oder des Taxol® selbst in Hefe fithren. Ein Beispiel
fiir das ,,metabolic engineering™ der Alkaloidbiosynthese stammt von Geerlings et al. (2001).
In dieser Studie gelang die Produktion der Indolalkaloide Strictosidin und Cathenamin in S.
cerevisiae Kulturen, die mit cDNAs der Strictosidin-Synthase (Kutchan et al., 1988) und
Strictosidin-B-Glucosidase (Geerlings et al., 2000) aus C. roseus transformiert wurden, durch
Fiitterung der Vorstufen Tryptamin und Secologanin. Beide Alkaloide sind Intermediate in
der Biosynthese von  Ajmalicin. Fiir die pharmazeutisch wirksamen
Benzylisochinolinalkaloide ist das ,,metabolic engineering® in Mikroorganismen ebenfalls als
Alternative zur bisherigen Gewinnung aus Pflanzen denkbar. Voraussetzung dafiir ist jedoch
die Kenntnis iiber die cDNAs aller an der Synthese beteiligten Enzyme und das Auffinden
eines geeigneten Expressionssystems. Viele dieser Proteine lassen sich in funktioneller Form
nur schwer oder gar nicht in E. coli oder Hefezellen exprimieren (Frick und Kutchan, 1999;
Grothe et al., 2001; Ounaroon et al., 2003; Huang und Kutchan, 2000). In diesen Fillen
wurde die Expression in Insektenzellen (Spodoptera frugiperda Sf9 Zellen) bevorzugt. Die
Kultivierung dieser Zellen ist jedoch weitaus aufwendiger als die der Bakterien oder Hefen.
Das Enzym BBE wird auch in Insektenzellen nur in geringen Mengen exprimiert (4 mg/l)
(Dittrich und Kutchan, 1991; Kutchan et al., 1994). Schwierigkeiten bereiten dabei das N-
terminale Signalpeptid (Dittrich und Kutchan, 1991) und eine Sequenz, die das Enzym in die
Vakuole dirigiert (,,vacuolar sorting determinant™) (Bird und Facchini, 2001). AuBBerdem ist
BBE N-glycosyliert und ein bi-kovalent gebundenes FAD, welches das Redoxpotential der
Ringschlussreaktion erheblich erhoht, wird fiir die Funktion des Enzyms benétigt (Kutchan
und Dittrich, 1995; Winkler et al., 2006 und 2007). Winkler et al. (2006) gelang durch
Verwendung eines Expressionssystems der Firma Invitrogen, das die methylotrophe Hefe
Pichia pastoris nutzt, eine um das 30-fache erhohte Produktion des Proteins. Moglicherweise
bietet dieses System einen Ansatz fiir das ,,metabolic engineering” der Enzyme der
Benzylisochinolinalkaloid-Biosynthese des Schlafmohns.

Auch der bisher effektivsten Methode, der Gewinnung der Alkaloide aus Schlafmohn-
Pflanzen, sind Grenzen gesetzt. Eine Rolle spielt dabei neben den Kultivierungs- und
Erntebedingungen die angebaute Schlafmohnsorte. Durch Ziichtungen dieser alten
Kulturpflanze konnten bereits Sorten mit besonders hohen Gehalten an Alkaloiden erhalten
werden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Papaver-Sorte C058-34 und ein
Abkommling dieser, C048-6-14-64 (Frick et al., 2005), der Firma Tasmanian Alkaloids Pty
Ltd, Westbury, Australien sind Beispiele dieser kommerziell relevanten Ziichtungen. Als
Hauptalkaloide wurden in beiden Pflanzen Morphin, Codein und Thebain ermittelt. Seit
1996/97 wird von derselben Firma auch ein Thebain-Schlafmohn kommerziell angebaut (Fist,
2001). In diesem durch Mutagenese erzeugten Mohn endet die Alkaloid-Biosynthese aus
bisher noch ungeklarten Griinden bei Thebain und Oripavin. Morphin und Codein werden
nicht gebildet (Millgate et al., 2004). Fiir eine gezielte Verdnderung der Alkaloidbiosynthese
des Schlafmohns ist neben der Kenntnis iiber die enzymatischen Schritte und der beteiligten
Gene auch die Aufkldrung von Regulationsmechanismen von Bedeutung.

Die Gewinnung von Erkenntnissen iiber die Regulation durch gentechnologische
Verdnderung des Alkaloidspektrums war Gegenstand dieser Arbeit.

4.1 Die Transformation von P. somniferum L.

Zur Transformation der Schlafmohnpflanze gab es zu Beginn dieser Arbeit bereits
verschiedene Ansidtze. Agrobacterium rhizogenes vermittelte Transformationsprotokolle
wurden von Park und Facchini (2000a) und von Le Flem-Bonhomme et al. (2004) publiziert.
Durch diese Verfahren werden jedoch lediglich transgene Wurzelkulturen gebildet. Da
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Benzylisochinolin-Alkaloide iiberwiegen in oberirdischen Teilen der Pflanze, besonders im
Milchsaft gefunden werden, sollte eine Ganzpflanzentransformation genutzt werden. Das von
Park und Facchini (2000b) entwickelte Protokoll zur Transformation von Schlafmohn {iber
Sprossentwicklung konnte in eigenen Versuchen nicht erfolgreich reproduziert werden. Dabei
trat das grundlegende Problem auf, dass sich aus den Keimblittern keine Sprosse
entwickelten. Dies war moglicherweise auf die Verwendung einer unterschiedlichen Papaver-
Sorte zuriickzufiihren. Parallel dazu wurde die durch Chitty et al. (2003) beschriebene
Methode verwendet. Diese ist zwar aufwendiger und langwieriger, aber es konnten bereits
erfolgreich transgene Pflanzen des P. somniferum C048-6-14-64 regeneriert werden (Frick et
al., 2004; Frick et al., 2007). Da Zellkulturen der Sorte C058-34 schneller Kallus Typ 11
entwickelten (interne Informationen), wurde diese fiir die Transformation der RNAi Vektoren
genutzt. Es stellte sich jedoch heraus, dass dieser zeitliche Vorteil durch das spdtere Einsetzen
der Embryonenbildung wieder verloren ging. Von der cyp80b3 RNAI Zelllinie konnte keine
transgene Pflanze regeneriert werden. Frick et al. (2007) schlussfolgerten aus Analysen von
Schlafmohnpflanzen, die ein cyp80b3 Gen mit entgegen gesetztem Leserahmen enthielten
oder das Gen liberexprimierten, dass es sich hierbei um einen Biosyntheseschritt handelt, der
einen starken Einfluss auf die Regulation der gesamten Alkaloidbiosynthese hat. Es ist daher
moglich, dass das Einschleusen des cyp80b3 RNAi Vektors nachteilig fiir die Fitness der
Pflanzen war. Die Effizienz der salAT RNAIi Transformation war mit 0,04 zwar gering,
dennoch konnten insgesamt 16 transgene Pflanzen regeneriert werden.

Erst kiirzlich wurde von Hileman et al. (2005) die Methode der Virus-induzierten
Genunterdriickung (VIGS) mit Hilfe von Sequenzen des Tabakrattle-Virus (TRV) fiir
Schlafmohn vorgestellt. Die Trankriptmenge des dabei verwendeten endogenen Gens,
Phytoen-Desaturase (PDS), wurde 3,2 bis 7,5-fach reduziert. In 4,8-23,8 % der behandelten
Pflanzen konnte 14-17 Tage nach Vakuuminfiltration der gebleichte Phénotyp in den neu
gebildeten Blittern festgestellt werden. Ob diese Methode fiir die Untersuchung von
gentechnisch erzeugten Verdnderungen des Gehaltes und der Zusammensetzung der
Alkaloide im Milchsaft geeignet ist, muss noch festgestellt werden. Dazu miisste zunichst
geklart werden, ob der Milchsaft durch diese Methode iiberhaupt verdndert werden kann. In
den zur Infiltration verwendeten Pflanzen ist das Milchréhrensystem, in dem sich der
Hauptanteil der Alkaloide befindet, bereits ausgebildet. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass
besonders Benzo[C]phenanthridin-Alkaloide durch Stress, wie er z.B. bei der
Vakuuminfiltration ausgelost werden kann, induzierbar sind. Wenn sich das VIGS fiir die
Analyse des Sekunddrmetabolismus dieser Pflanze als brauchbar erweist, stehen der
Erforschung der Funktion neuer Gene und der Aufkldarung {iber Regulationsprozesse der
Alkaloidbiosynthese neue Moglichkeiten offen. Die aufwendige und langwierige Arbeit mit
Zellkulturen kdnnte umgangen werden.

4.2 Konstitutiver oder genspezifischer Promotor?

Wenn, wie im vorliegenden Fall, ein genspezifischer Promotor nicht bekannt ist, eignet sich
zur Expression eines Transgens ein konstitutiver Promotor. Der Promotor der 35S RNA des
Blumenkohl Mosaik Virus (CaMV 35S) (Odell et al., 1985) konnte bereits in einer Reihe von
Organismen erfolgreich eingesetzt werden (z.B. Holtorf et al., 1995; Mitsuhara et al., 1996;
Wilmink et al., 1995). Obwohl er im Allgemeinen als konstitutiv eingeschitzt wird, zeigten
einige Studien, dass durch diesen Promotor Gene nicht in allen Geweben gleich exprimiert
werden. So zeigten Williamson et al. (1989), dass Tabakpflanzen, die mit einem Konstrukt
bestehend aus CaMV 35S Promotor und Zein-Gen transformiert worden sind, in jlingeren
Blatt-, Stingel-, Bliiten- und Wurzelgeweben hohere Mengen Zein-Transkript aufwiesen als
in dlteren Geweben. Auch in der Baumwolle konnte eine entwicklungsabhingige Expression
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dieses Promotors festgestellt werden (Sunilkumar et al., 2002). In Reis wurde eine geringere
Aktivitdt des Promotors in der Wurzelepidermis als in anderen Geweben festgestellt (Battraw
und Hall, 1990). Dabei trat die erste Expression etwa 13 Tage nach der Anthese in einer
kleinen Region am Schnittpunkt des Hypokotyls und der Keimblitter auf. Zudem ist die
Expression durch den CaMV 35S Promotor nicht in allen Organismen gleich stark (Mitsuhara
et al., 1996; Battraw und Hall, 1990). Auch in P. somniferum ist bisher noch nicht bekannt, in
welchem Gewebe der Promotor aktiv und wie stark er ist. In situ-Hybridisierungen ermittelten
die Transkripte an der Alkaloidbiosynthese beteiligter Enzyme in Zellen des Leitbiindels
(Bird et al., 2003; Weid et al., 2004). Diese strikt gewebsspezifische Expression weist darauf
hin, dass die Verwendung genspezifischer Promotoren fiir die RNA Interferenz von Vorteil
sein konnte. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit die 5’-Sequenzen der Gene
cor, cyp80b3, cpr und salAT isoliert.

Fiir alle diese putativ regulierenden Sequenzen wurde der Transkriptionsstart ermittelt.
Dadurch war die Identifizierung des bisher am besten untersuchten cis-regulierenden
Elementes, der TATA-Box, aufgrund ihrer definierten Position in Bezug zum Startpunkt der
Trankription mdglich. In allen 4 putativen Promotorsequenzen wurde eine TATA-Box
gefunden. Dies konnte vor allem fiir das induzierbare Gen cyp80b3 erwartet werden und auch
die starke Regulierung der Alkaloidbiosynthese legte diese Vermutung nahe. Fiir die Gene cor
und cpr konnte zudem ein Initiator-Element die Transkription unterstiitzen. Die Erkennung
weiterer Cis-regulierender Elemente, wie ,,enhancer®, ist ungleich schwieriger. Dies liegt zum
einen daran, dass fiir diese Elemente keine bestimmte Position und auch Richtung festgelegt
werden kann. Zum anderen fehlen fiir die in den Vorhersageprogrammen gesammelten
Elemente zumeist genauere Untersuchungen. So sind die meisten der in Tab. B-1
angegebenen Elemente, die iiber das Programm PlantCARE ermittelt wurden, lediglich durch
Sequenzvergleiche gefunden worden. Zwar gibt es Programme, die fiir die Voraussage von
cis-regulierenden Elementen akzeptable Ergebnisse liefern konnen (PromoterInspector,
McPromoter), diese miissten jedoch noch fiir Pflanzen optimiert werden (Mathé¢ et al., 2002;
Rombauts et al., 2003). Die in Tab. B-1 aufgelisteten Elemente konnen daher nur als Indiz fiir
eine eventuell existierende regulierende Region dienen. Um jedoch eine tatsdchliche
Beteiligung an der Regulation des Gens nachzuweisen sind in vitro-Untersuchungen wie
DNasel ,,Footprinting* oder ,,Electrophoretic mobility shift assay* (EMSA) notig.

Bevor die isolierten putativen Promotorsequenzen fiir die Transformation verwendet werden,
sollten Untersuchungen zu ihrer Funktionalitit erfolgen. Obwohl sich die Promotorsequenz
gewoOhnlich am 5’-Ende des Transkriptionsstarts befindet, konnen regulierende Sequenzen
auch in der 3’-Region (Dorsett, 1999) oder innerhalb von Introns (Gidekel et al., 1996)
gefunden werden. Auch wére zu kliren, wie lang die Sequenz ist, die fiir eine minimale
Expression bendtigt wird (Kernpromotor), und ob innerhalb der isolierten Sequenzen
,Enhancer“-Elemente vorliegen, die die Expression verstirken konnten. Dazu kann ein
Reportergen, das unter der Kontrolle eines der putativen Promotoren steht, mit Hilfe eines
schnellen, transienten Transformationssystems auf Schlafmohn oder einen anderen
Organismus iibertragen werden. Der bbe-Promotor aus E. californica wurde von Hauschild et
al. (1998) sowohl durch Elektroporation von Protoplasten von Daucus carotta und E.
californica als auch durch Partikelbombardment verschiedener Suspensionszellen getestet.
Dabei stellte sich heraus, dass dieser Promotor sehr spezifisch fiir E. californica war. Nur in
Thalictrum bulgaricum (Ranunculaceae) konnte eine geringe Aktivitdt nachgewiesen werden.
Fiir die Promotoren der Gene bbe und tydc aus P. somniferum wurden von Park et al. (1999)
ballistische Verfahren angewendet.
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4.3 Die Analyse der Ty-Generation ist nicht ausreichend

Die Analyse des salAT Transkripts zeigte in den regenerierten SalAT RNAI Ty-Pflanzen eine
starke Reduktion um ein Drittel oder mehr. Trotz dieser Stilllegung auf Ebene des Transkripts
wiesen die Pflanzen alle Alkaloide auf, die im Wildtyp vorkommen. Die erwartete
Erniedrigung der relativen Gehalte an Morphin, Codein und Thebain trat nicht ein. Der
relative Anteil an Thebain iiberschritt sogar die durchschnittlichen Werte des Wildtypen.
Zudem war eine Erhohung der Mengen aller Alkaloide festzustellen. Die gesteigerte
Produktion von Alkaloiden und Thebain im Speziellen konnte jedoch auch in nicht
transgenen, regenerierten Pflanzen beobachtet werden. Daher handelte es sich hierbei um ein
Phianomen, das durch den Stress der Regeneration verursacht wurde. Bestétigt wird dies durch
die Analyse der T;-Generation. Es zeigte sich, dass die transgenen Nachkommen im Milchsaft
eine der Wildtypen vergleichbare Menge an Alkaloiden aufwiesen. Die relativen Thebain-
Gehalte in dieser Generation waren fiir Linien, deren Pflanzen besonders niedrige Mengen an
salAT Transkript besalen wie 77a38 und 34b31, sogar niedriger als im Wildtyp. In diesem
Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass von allen transgenen, regenerierten Ty-Pflanzen
nur 77a38, fir deren Nachkommen die niedrigsten salAT mRNA Mengen ermittelt wurden,
keinen erhohten Gehalt an Thebain aufwies. Dieser war im Vergleich zum Wildtyp sogar
erniedrigt. In Hinsicht auf die in der T;-Generation auftretende Reduktion des Thebain-
Gehaltes weiterer Linien, konnte dies ein Hinweis auf den starken RNAIi-Effekt in dieser
Pflanze sein.

4.4 Die Stilllegung von SalAT fithrt zur Akkumulation der Intermediate
Salutaridin und Salutaridinol

Mit Ausnahme von 77a35 wurden in allen untersuchten transgenen Pflanzen der Ty- sowie der
Ti-Generation die Intermediate Salutaridin und Salutaridinol nachgewiesen. Diese Alkaloide
konnten tiber HPLC nicht in Wildtypen oder in nicht transgenen Pflanzen gefunden werden.
Es handelt sich daher um einen Effekt, der in direktem Zusammenhang mit dem eingefiihrten
Transgen steht. Durch die Stilllegung von SalAT konnte eine Anhdufung des Substrats dieses
Enzyms, also Salutaridinol, erwartet werden. Die Pflanzen akkumulierten jedoch nur geringe
Mengen an Salutaridinol und vergleichsweise hohe Mengen Salutaridin. Die Reduktion von
Salutaridin zu Salutaridinol erfolgt direkt vor der Acetylierung des Salutaridinols durch
SalAT und wird durch das Enzym Salutaridin-Reduktase (SalR) katalysiert (Abb. 4-1).

H3CO. H3CO

SalAT
HO ﬁ
NCH; Ac-CoA CoA NCH3
HyCO H5CO
HsC-C-O H
O Il
o)
Salutaridin 7(S)-Salutaridinol Salutaridinol-7-(S)-O-acetat

Abb. 4-1 In vivo katalysierte Reaktionen der Enzyme SalR und SalAT.




Diskussion 75

Um zu kldren, ob die Expression von salR durch die post-transkriptionelle Stilllegung des
Enzyms SalAT aktiviert wird, wurde die relative Menge an salR Transkript iiber ,,Real Time*
RT-PCR bestimmt. Dabei konnte keine eindeutig erhohte Menge an salR mRNA im
Vergleich zum Wildtypen gefunden werden. Die erhdhte Menge von Salutaridin kann daher
nicht durch eine Regulation auf transkriptioneller Ebene erklért werden.

Die Reduktion von Salutaridin zu Salutaridinol durch SalR wurde als reversibel beschrieben
(Gerardy und Zenk, 1993b; Ziegler et al., 2006). Der vya./Kn-Wert des rekombinanten
Enzyms SalR war 0,18 flir Salutaridin und 0,46 fiir Salutaridinol (Ziegler et al., 2006). Das
heilt, dass unter den jeweiligen optimalen Reaktionsbedingungen die physiologische
Riickreaktion, also die Oxidation von Salutaridinol zu Salutaridin, bevorzugt ist. Es wére
somit moglich, dass das durch die Stilllegung des Gens salAT angestaute Salutaridinol in den
Pflanzen effizient von SalR zu Salutaridin umgesetzt wurde. Die Bildung von Salutaridin aus
(R)-Retikulin ist eine C-C-Kopplungsreaktion, die von einem Cytochrom-P450 Enzym
katalysiert wird und unter physiologischen Bedingungen nicht reversibel ist (Gerardy und
Zenk, 1993a). Dadurch konnte die beobachtete Akkumulation von Salutaridin anstelle des
Salutardinols erfolgt sein.

Der beobachtete Chemotyp konnte jedoch auch durch eine physische Wechselwirkung der
Enzyme SalAT wund SalR erklirt werden. Ein Hefe-Zwei-Hybrid-System, das
Wechselwirkungen zwischen zytosolischen Proteinen detektieren kann (,,CytoTrap ™ XR
Library Construction Kit* von Stratagene), bekriftigte diese Vermutung (Sabarna, 2006). Das
dabei eingesetzte System nutzte das Enzym SalAT als Kdder- und SalR als Zielprotein. Durch
diese Technik konnte gezeigt werden, dass die beiden Enzyme miteinander Wechselwirken.
Um auszuschlielen, dass es sich dabei um ein falsch positives Ergebnis handelte, muss dieses
noch z.B. durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET), Immunoprizipitation oder
Tandem-Affinitdtschromatochraphie bestitigt werden. Dennoch wire die Anordnung der
beiden Enzyme in einem Enzymkomplex eine Erkldrung fiir die beobachtete Begiinstigung
der physiologischen Riickreaktion von SalR. Es besteht die Moglichkeit, dass sich durch die
Wechselwirkung der beiden Enzyme und das damit verbundene, schnelle Abgeben des
Salutaridinols von SalR zu SalAT das Salutaridin/Salutaridinol-Gleichgewicht in Richtung
des Salutaridinols verschiebt (Kanaleffekt). Eine andere Moglichkeit besteht in der Erhéhung
der Aktivitit des Enzyms SalR fiir die physiologische Vorwértsreaktion bzw. eine
Erniedrigung der Aktivitit von SalR fiir die Riickreaktion durch die Ausbildung des
Komplexes. Eine solche regulierende Funktion eines Enzymkomplexes wurde beispielsweise
fiir die Serinacetyltransferase und die O-Acetylserin(thiol)-Lyase in Arabidopsis gefunden
(Droux et al., 1998). Eingehende kinetische Untersuchungen wéren im Falle der Bestétigung
des Komplexes notig.

Das Auftreten eines Enzymkomplexes im Morphin-spezifischen Teil der Benzylisochinolin-
Biosynthese des P. somniferum wurde bereits von Allen et al. (2004) vermutet.
Schlafmohnpflanzen, die mit einem chimiren RNAi Vektor bestehend aus dem Gen corl und
dem putativen Gen cor2.1 stabil transformiert worden waren, zeigten eine Akkumulation des
zentralen Intermediats Retikulin und methylierter Derivate des Retikulins. Die Mengen an
sowohl dem Produkt von corl (Morphin) als auch seiner Substrate (Codein und Oripavin)
bzw. der Vorstufe Thebain waren in den Pflanzen reduziert. Drei mogliche Erkldrungen
wurden diskutiert: das Auftreten einer Feedback-Hemmung durch das Endprodukt Morphin
auf Ebene des Enzyms (1) oder der Transkription (2) und dem Vorhandensein eines
makromolekularen Enzymkomplexes (3). Letzteres kann durch die Ergebnisse der salAT
RNAI Transformation nicht unterstiitzt werden, da ein solcher Enzymkomplex auch in diesem
Falle zu einer Akkumulation von Retikulin anstelle von Salutaridin und Salutaridinol hétte
fithren miissen.

Auch die Biosynthese des Sekunddrmetabolits Dhurrin in S. bicolor findet iiber einen
Enzymkomplex statt. Dhurrin ist ein Mitglied der Klasse der cyanogenen Glycoside, die von
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einer Reihe verschiedener Pflanzenarten (z.B. Sorghum, Cassava und Prunus) zum Schutz
gegen Herbivoren synthetisiert werden (Gleadow und Woodrow, 2002). Bei Abwehr wird
toxisches Cyanid durch den Abbau des Glycosids iiber Enzyme erzeugt, die in
unterschiedlichen Zellkompartimenten gespeichert und beim Verletzen des Gewebes
zusammengebracht werden. Die Verbindungen dienen jedoch auch als Nj-Speicher und bei
der Kontrolle der Keimung. Durch die Labilitit und Toxizitit der Zwischenprodukte ist das
,metabolic channeling dieser Verbindungen mit einer physischen Néhe der aktiven Zentren
der Enzyme zueinander fiir die Pflanzen von Vorteil. Tatsdchlich sind in planta weder p-
Hydroxymandelonitril noch seine Abbauprodukte detektierbar (Moller und Conn, 1980).
Diese Beobachtung konnte durch Metabolom- und Transkriptomanalysen von transgenen
Arabidopsis-Pflanzen, die den gesamten Dhurrin-Metabolismus exprimieren (Jorgensen et al.,
2005; Kristensen et al., 2005), und durch Konfokalmikroskopie (Nielsen und Moller, 2005)
untermauert werden. Dabei sind nur CYP79A1 (Koch et al., 1995) und CYP71E1 (Kahn et
al., 1997) fest in den Komplex eingebunden, die losliche UDPG-Glucosyltransferase
UGT85B1 (Jones et al., 1999) wird an bestimmte Doménen des endoplasmatischen
Retikulums dirigiert, wenn beide Cytochrom-P450 Enzyme vorhanden sind.

Auch im Phenylpropanoid-Metabolismus der Pflanzen wurde die Existenz von Metabolons
nachgewiesen. Eine Wechselwirkung der Enzyme Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) und
dem Cytochrom-P450 Enzym Cinnamat-4-hydroxylase (C4H), den Ausgangspunkten dieses
Metabolismus, wurde bereits 1977 von Czichi und Kindl nachgewiesen und durch neue
Studien unterstiitzt (Rasmussen und Dixon, 1999). Die Organisation von Enzymen in
Komplexen wird auch im Isoflavonoidzweig in Leguminosen vermutet (He und Dixon, 2000).
AuBerdem gibt es neue Beweise fiir die Co-Lokalisierung der ersten zwei Enzyme des
Flavonoidzweiges in A. thaliana (Saslowsky et al., 2001).

4.5 Die Einfithrung des salAT RNAIi Transgens fiihrt nicht zur Reduktion
von Morphin

Auffallend war zum einen, dass besonders die Pflanzen mit den geringsten Mengen an salAT
mRNA hohe Gehalte an Salutaridin und Salutaridinol aufwiesen (Nachkommen von 77a38
und 34b31). Das spricht dafiir, dass die Akkumulation dieser Zwischenprodukte tatséchlich
auf das eingefiihrte RNAI-Konstrukt zurlickzufiihren ist. Zum anderen besallen Pflanzen mit
einem hohen Gehalt an Salutaridin geringere relative Gehalte an Thebain. Dies konnte
insbesondere fiir die Nachkommen der Ty-Pflanze 77a38 aufgrund des in diesen Pflanzen
stark ausgepragten RNAi-Effektes iiber lineare Korrelation gezeigt werden. Dabei konnte
ebenso festgestellt werden, dass diese Relation auch fiir Codein, jedoch nicht fiir Morphin
zutraf. Das heilit also, dass durch die Stilllegung von salAT Salutaridin auf Kosten der in
nachfolgenden enzymatischen Schritten gebildeten Alkaloide Thebain und Codein
akkumuliert bzw. gebildet wird. Warum trifft dies aber nicht fiir Morphin, dem Endprodukt
dieses Metabolismus zu? Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Mengen an cOr-
Transkript, dem bisher einzigen klonierten Gen des unteren Morphinbiosynthesezweiges, der
transgenen Nachkommen von 77a38 und 99alSIl untersucht. Diese zwei Pflanzenlinien
wurden ausgewdhlt, da die Nachkommen der Ty-Pflanze 77a38 einen besonders starken und
die der Pflanze 99al5Il einen schwachen RNAIi-Effekt zeigten. Wenn ein Einfluss der
induzierten Stilllegung von salAT auf die Transkriptmenge von cor gegeben sein sollte, dann
miisste dieser demzufolge in den beiden Pflanzenlinien unterschiedlich stark ausgeprégt sein.
Es wurden jedoch in beiden Linien Pflanzen mit im Vergleich zum Wildtyp erhéhten und
erniedrigten Mengen cor mRNA gefunden. Es kann daher nicht gefolgert werden, dass solch
ein Einfluss existiert. Damit scheint eine Regulation des unteren Abschnittes der
Morphinbiosynthese auf Ebene der Transkripte eher unwahrscheinlich. Die Ergebnisse der
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von Weid et al. (2004) durchgefiihrten Fluoreszenz-immunozytologischen Arbeiten, die die
Enzyme COR in Milchréhren und SalAT in parenchymatischen Zellen des Phloems
lokalisierten, weisen auf eine andere Mdglichkeit hin. Wenn mehr als ein Zelltyp an der
Morphinbiosynthese beteiligt ist, so ist ein Transport der Zwischenprodukte, in diesem Falle
Salutaridinol-7-O-acetat oder Thebain unabdingbar. Daher konnte die Aktivierung eines
solchen Transportmechanismus an der Akkumulation von Morphin trotz Stilllegung von
salAT beteiligt sein. Ein ABC-Transporter, der am Transport des Alkaloids Berberin beteiligt
ist, wurde in C. japonica (Yazaki et al., 2001; Shitan et al., 2003) und Thalictrum minus
(Terasaka et al., 2003) identifiziert und kloniert, ebenso wie ein &dhnliches Protein aus
Catharanthus (Jin et al., 2007).

Die Bildung von Morphin in Mengen, die mit denen des Wildtypen vergleichbar sind, auf
Kosten der Vorstufen Thebain und Codein trotz Stilllegung eines Gens aus dem frithen
Biosyntheseabschnitt, ist auch grundsitzlich hinsichtlich der Funktion dieses Alkaloids fiir
den Schlafmohn von Interesse. Warum wird die Biosynthese von gerade diesem
Sekundédrmetabolit sichergestellt? Bisher ist noch keine eindeutige Funktion von Morphin fiir
die Pflanze gefunden worden. In zwei Publikationen wurde eine mdgliche Erkldrung
untersucht (Morimoto et al., 2001 und 2003). Morphin wird besonders in Kapseln, aber auch
in Blattern durch den Einfluss von Stress schnell zu Bismorphin umgesetzt. Bismorphin
besteht aus zwei Morphin-Untereinheiten, die tiber C-1 kovalent aneinander gebunden sind.
Es bindet ionisch an Galakturonsdure-Reste des Pektins und somit an die Zellwand. Da beide
Aminogruppen des Bismorphins beteiligt sind, fithrt dies zur Vernetzung der Polysaccharide,
die noch stirker ist als durch Ca®"-Ionen. Aus diesen Studien wurde fiir Morphin eine
Resistenz gegen Hydrolyse durch Pektinasen postuliert. Eine andere Funktion des Morphins
fiir die Pflanze konnte der Schutz vor Fraifeinden sein. Das schnell hdartende Opium verklebt
die Fresswerkzeuge von Insekten und kann zu Vergiftungen von Tieren fiihren (Behr, 1980).

Mit der Regeneration von Pflanzen des P. somniferum L., die die Expression des Gens salAT
unterdriicken, und der Analyse der Auswirkung dieses Eingriffs konnte dem noch gréBtenteils
unbekannten Bild iiber die Regulation der Alkaloidbiosynthese im Schlafmohn ein weiteres
Puzzleteil hinzugefiigt werden. Es zeigt, dass die Anwendung der RNAi-Technik ein
effizientes Werkzeug darstellt, um das bekannte Wissen zu vertiefen. Dariiber hinaus bietet
sie das Potential, die Alkaloidbiosynthese gezielt zu verdndern. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit demonstrieren in besonderer Weise, dass zum Verstindnis der Regulation
der Alkaloidbiosynthese in Schlafmohn verschiedene Parameter wie die beteiligten Gene,
Enzyme, Transkriptionsfaktoren und Transportmechanismen betrachtet werden miissen. Die
im Rahmen dieser Arbeit isolierten Promotoren konnten dabei nicht nur fiir zukiinftige
Transformationen, sondern auch als Grundlage fiir die Identifizierung von Transkriptions-
faktoren dienen.
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5 Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Analyse der Regulation der
Benzylisochinolinalkaloid-Biosynthese des Schlafmohns. Zu diesem Zweck sollte diese Art
mit RNAi-Konstrukten der Gene (S)-N-Methylcoclaurin-3’-Hydroxylase (cyp80b3) und
Salutaridinol-7-O-Acetyltransferase (salAT) transformiert werden. Folgende Ergebnisse
konnten erzielt werden:

1.

RNAi-Konstrukte der Gene cyp80b3 und salAT, basierend auf dem Vektor
pHANNIBAL, wurden getrennt in P. somniferum der Sorte C058-34 durch
Agrobacterium-gestiitzte Transformation eingefiihrt. Zellkulturen wurden angelegt
und Pflanzen regeneriert.

Der Nachweis des Transgens erfolgte iiber Polymerasekettenreaktion (PCR) und
,Southern-blot“ Analyse. Es konnte keine transgene Pflanze der cyp80b3 RNAI
Transformation, aber 16 transgene SalAT RNAI Pflanzen mit insgesamt 5
unabhdngigen Transformationereignissen regeneriert werden. Die Pflanzen trugen 2 —
5 Kopien des Transgens. Die Transformationsfrequenz betrug 0,04.

Der Nachweis des Gehaltes an salAT Transkript erfolgte durch ,,Real Time* Reverse
Transkriptase (RT)-PCR. Als Referenz wurde das Gen des Tubulins aus Schlafmohn
genutzt. Die Analyse zeigte, dass die Transkriptmenge in allen 16 salAT RNAI
Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp um ein Drittel oder mehr reduziert war.

Die Analyse der Alkaloide im Milchsaft der salAT RNAIi Pflanzen wurde mittels
HPLC durchgefiihrt. Mit einer Ausnahme enthielt der Milchsaft der transgenen
Pflanzen die Alkaloide Salutaridin und Salutaridinol, die mittels HPLC nicht in
Kontrollpflanzen nachgewiesen werden konnten. Die Werte variierten dabei fiir
Salutaridin von 3,3 — 21,7 % und fiir Salutaridinol von 0,7 — 3,4 %. Zudem fanden
sich in den meisten Pflanzen erhdhte Gehalte an Thebain. Der Milchsaft einer
transgenen Pflanze wies einen ungewoOhnlich hohen Anteil an (S)-Scoulerin auf. Die
Gesamtmenge an Alkaloid im Milchsaft variierte stark und war im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen erhoht.

Uber LC/ESI-MS/SRM wurde zusitzlich eine relative Quantifizierung der Alkaloide
mit der molaren Masse von 328 [(S)-Scoulerin, 1,2-Dehydroretikulin und Salutaridin]
untereinander vorgenommen. Dabei zeigte sich eine Verschiebung des relativen
Verhiéltnisses dieser Alkaloide. Besonders der Anteil an Salutaridin war stark erhoht.
In zwei Zelllinien trat zudem eine leichte Verschiebung des Verhiltnisses 1,2-
Dehydroretikulin zu (S)-Scoulerin in Richtung des letzteren auf.

Die transgenen Pflanzen wurden selbst bestdubt. Der Samen aller transgenen Pflanzen
wurde nach dem Abreifen geerntet. Anhand der bisherigen Ergebnisse wurden
Pflanzen ausgewihlt, die ausgesédt werden sollten. Fiir die Auswahl waren sowohl die
Menge an salAT-Transkript als auch das Alkaloidprofil entscheidend.

Der Nachweis des Gehaltes an salAT Transkript erfolgte analog zu den Elterpflanzen
mittels ,,Real Time* RT-PCR und zusitzlich fiir einige Pflanzen mit ,,northern-blot*
Analyse. Die Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede zwischen den Nachkommen
verschiedener To-Pflanzen. Die Abkommlinge von einigen regenerierten Pflanzen
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10.

11.

12.

wiesen dhnliche Mengen an salAT mRNA auf wie nicht-transgene Pflanzen, wihrend
andere eine deutliche Reduktion zeigten. Die Daten der beiden unterschiedlichen
Nachweismethoden lagen dabei in guter Ubereinstimmung.

Die ,,Real Time*“ RT-PCR Technik wurde zudem zur Analyse der Expressionslevel
der Gene der Salutaridin-Reduktase (salR) und der Codeinon-Reduktase (corl.l)
eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden die Nachkommen der regenerierten Pflanze mit
den geringsten und einer Pflanze mit vergleichsweise hohem salAT Transkriptgehalt
getestet. Fiir die Abkommlinge beider Ty-Pflanzen traten Individuen mit einem
geringeren oder hoheren Gehalt an salR und corl.l im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen auf. Ein Einfluss des salAT RNAI Transgens auf diese beiden Gene
konnte daher nicht festgestellt werden.

Die Analyse der Alkaloide im Milchsaft der salAT RNAI T;-Pflanzen wurde mittels
HPLC durchgefiihrt. Der in den Elterpflanzen aufgetretene erhdhte Anteil an Thebain
konnte in der Nachfolgegeneration nicht beobachtet werden. In den Nachkommen
einiger To-Pflanzen waren die Thebain-Gehalte sogar erniedrigt. Auch der in einer
Pflanze auftretende erhéhte Gehalt an (S)-Scoulerin wurde nicht an die Abkdmmlinge
dieser vererbt. Alle untersuchten transgenen Pflanzen der T;-Generation wiesen wie
bereits ihre Elterpflanze Salutaridin und geringe Mengen an Salutaridinol auf. Eine
direkte Korrelation zwischen den Mengen an Thebain / Codein und Salutaridin konnte
gezeigt werden.

Die Gesamtmenge an Alkaloid im Milchsaft, die in der Typ-Generation erhéht gewesen
war, war in der T;-Generation mit den Alkaloidmengen im Wildtyp vergleichbar.

Die unerwartete Akkumulation des Alkaloids Salutaridin im Milchsaft der salAT
RNAI Pflanzen konnte zum einen durch Fahigkeit des Enzyms SalR zur Katalyse der
physiologischen Riickreaktion oder durch eine Interaktion der Enzyme SalR und
SalAT in vivo erfolgt sein. Der Nachweis solch einer Interaktion miisste jedoch noch
zweifelsfrei erbracht werden.

5’-Sequenzen der Gene cyp80b3 (3517 bp Liange), cor (2956 bp), cpr (2332 bp,
Cytochrom-P450-Reduktase) und salAT (407 bp) wurden mittels ,,genome walking*
aus Schlafmohn isoliert, koniert und sequenziert. Der jeweilige Transkriptionsstart der
Gene wurde unter Verwendung der ,,RACE“-Technik (,,rapid amplification of cDNA
ends*) bestimmt.
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Anhang A
Wildtyp
Scoulerin
Retikulin® 1,2% | audanin B Morphin
0,5 % 2,1 % O Codein
Oripavin \ Laudaf)losm B Thebain
3,4 % 1,3 % O Salutaridinol
B Oripavin
= Retikulin®
. Morphin
1;;";’?/‘“ 481‘)% m Scoulerin
e O Salutaridin
H Laudanin
E Laudanosin
Codein
13,8 %
34b19 34b22 34b23

34b26 34b31 34b35

ywe

Abb. A-1 Darstellung der Latex-Alkaloide des Wildtypen und von allen 6 salAT RNAi To-
Pflanzen der Zelllinie 34b.

Die Prozentwerte fiir die Zelllinie 34b sind in Tab. A-1 festgehalten. *Zur Vereinfachung
wurden die Alkaloide (R,S)-Retikulin und 1,2-Dehydroretikulin als Retikulin zusammen
gefasst.




Anhang

Alkaloid [%] | 34b19 34b22 34b23 34b26 34b31 34b35
Morphin 11,0 5,6 4.4 1,9 6,1 2,1
Codein 7,7 5,9 4,5 4,6 7,2 3,3
Thebain 64,0 71,0 78,5 79,5 69,9 83,1
Salutaridinol | 2,9 1,6 15 1,9 2,1 1,3
Oripavin 2,6 1,9 15 11 1,4 1,3
Retikulin* 1,6 1,3 1,3 1,4 1,2 1,0
(S)-Scoulerin | 0.7 0,4 0,3 0,3 1,9 0,5
Salutardin 5,9 9,2 4,9 6,0 8,4 5,7
Laudanin 2,4 2,0 2,1 2,1 0,9 0,9
TLaudanosin 1,2 1,0 1,0 1,1 1,0 0,9

Tab. A-1 Prozentuale Aufspaltung der Alkaloide des Milchsaftes aller 6 salAT RNAI To-
Pflanzen der Zelllinie 34b.

*Zur Vereinfachung wurden die Alkaloide (R,S)-Retikulin und 1,2-Dehydroretikulin als
Retikulin zusammen gefasst.
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Wildtyp Scoulerin
Retikulin* 1,2% Laudanin B Morphin
0,5 % 2,1% O Codein
Oripavin \ Laudaf)losin B Thebain
3.4 % 13 % O Salutaridinol
O Oripavin
Thebain Morphin = Retlkull.n*
29,7 % 48 % E Scoulerin
O Salutaridin
B Laudanin
Codein B Laudanosin
13,8 %
77a22 77a26 77a30

77a35

77238 77a45

Abb. A-2 Darstellung der Latex-Alkaloide des Wildtypen und von allen 8 salAT RNAIi To-
Pflanzen der Zelllinie 77a.

Die Prozentwerte fiir die Zelllinie 77a sind in Tab. A-2 festgehalten. *Zur Vereinfachung
wurden die Alkaloide (R,S)-Retikulin und 1,2-Dehydroretikulin als Retikulin zusammen
gefasst.
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Alkaloid [%] | 77a22 | 77a26 | 77a30 | 77a33 | 77a35 | 77a36 | 77a38 | 77a45
Morphin 28,9 4,0 5,3 7,5 51 4,7 37,5 18,3
Codein 17,5 8,0 7.7 7.8 7.9 3,9 10,8 11,4
Thebain 40,6 72,4 55,9 74,4 81,9 77,8 16,7 45,9
Salutaridinol | 0,7 1,4 2,5 0,7 0,1 0,8 3,4 1,6
Oripavin 34 1,2 1,8 1,7 1,4 2,3 2,7 3,1
Retikulin* 0,7 1,3 1,7 0,6 0,6 0,9 1,9 1,3
(S)-Scoulerin | 1.3 1,6 2,8 0,7 0,7 1,0 1,1 1,1
Salutardin 3,3 6,7 19,5 3,9 0,0 55 21,7 13,8
Laudanin 2,3 2,5 2,2 1,8 1,7 2,1 2,8 2,4
Laudanosin 1,4 1,0 0,6 1,0 0,6 0,9 1,4 1,0

Tab. A-2 Prozentuale Aufspaltung der Alkaloide des Milchsaftes aller 8 salAT RNAI Ty-
Pflanzen der Zelllinie 77a.
*Zur Vereinfachung wurden die Alkaloide (R,S)-Retikulin und 1,2-Dehydroretikulin als
Retikulin zusammen gefasst.
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Wildt Scoulerin
oo L 1,2% .
Retikulin* Laudanin
0,5 % 2,1 %
: . Laudanosin
Oripavin_\ o,

Thebain Morphin

29,7 % 48 %
Codein
13,8 %
alS 1 Laudanin
2,1 % .
Salutaridin La‘(;dsaf)‘/"s“‘
) ’ o
§’4 7o Morphin
Scoulerin 117 %
14,5 % ’
e N Codein
Retikulin 6.2 %
1,9 % \
Oripavin _—
2,1 % / Thebain
Salutaridinol 51,5 %
1,1 %
als I Laudanosin
Laudanin 0,7 %
Salutaridin 2,1 % Morphin
7,2 % 3.3 %
Scoulerin Codein
2,7 % 6,5 %
Retikulin*
1,4 %
Oripavin
1,5 %
Salutaridinol
1,2 % ~ Thebain
73,4 %

Abb. A-3 Darstellung der Latex-Alkaloide des Wildtypen und der beiden salAT RNAi To-
Pflanzen der Zelllinie 99a.

*Zur Vereinfachung wurden die Alkaloide (R,S)-Retikulin und 1,2-Dehydroretikulin als
Retikulin zusammen gefasst.
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Anhang B

Abb. B-1

Putativer Promotor von cyp80b3 (Linge: 3517 bp)

-3512
-3500
-3450
-3400
-3350
-3300
-3250
-3200
-3150
-3100
-3050
-3000
-2950
-2900
-2850
-2800
-2750
-2700
-2650
-2600
-2550
-2500
-2450
-2400
-2350
-2300
-2250
-2200
-2150
-2100
-2050

AAATTTGTACCT
ATTACGTCTCTTCTTTCTGGTATACCAGGCAGTGGCTATCTTAGTCATGC
GATTAACTTGTACCTCCGCTGTAAGTTCTTTACTGTGGATTTGAAACGAA
TTAAAACTACTTTATGTCTATCCGTTCCTTCCATGCTTAAATTATATTCT
CCTCGGACTCAATTGAGCTGCTCATCAACATGTTTATTATTTGACAATGC
AAACCGATTCAAACTAGTATTCTCCACTACCACTTGTAGCATGACTCATT
TTCTGGATGTATCGATCTCTGAATGTTCATTTATATTCATGAGAAGTGCA
TTGTGTCTTCTTTTCTCTTTTGGCTATTAATATTCTAAATCATATTTGGC
CGTTAGATAAACCTGATCCAAAGGATTTGCAATACTTCCTGGAGTTCCAA
GTTCCAAGGCAGTGGGCACCTATGTTTAATGAGCTGCCTCTTGGGCACCA
AAGGAGGGCCTCTTGTCCTTCTTTGCAGTTCAGTTTCATGGGATCAAAGC
TTCATGTCAACTCTACGCAGGTACACTCTATTTATTCTTGGATATATCTT
ATTTTTACCAAAATACTCTTGGTTGTGCTGTACTACTGTCTAAAACAATC
CTGGTTGTTTAGTTGTGTTTTACTTAAGCGAGGTCTTATGAAGAGTTCCA
AACAGAGTTTAGGCTCGAATAGAAGATCCAAAAACAATAGATTAGAAAAG
GTGAACTAGGATATAGTAGTTTTTGGGTATATCATTTCGTTTTTTCATAG
AACACTGAGAGATTGGTAGAAGACTGTCTCAACGCGACCTTAACATGCTT
GTATAACCTGGCTCAGAGCTTGCTTTATATTAACCTGCTTGTTGAGTTTC
AAACTTTAGTCCTGTGTGCTTTCACGGCACCTGAAACCTATAATAATTGT
TCTGAAACAAAATAATGTTAATACTTGTACAAATACTGAGGCTAACATTA
AGTAAATTTGTTATGTTTTGAGCATATTATTTAACAAGGGGTTAGCAGAG
ATAGATTGGAGAAAATAGGCTTGATCATATGGGTAAGAGTTAGGTTGATT
CATCTTAACCTGTCTACATTATCTCCTAGCCAATGCATATAAGAAAAAAG
GATCAAATCGTAATTGATTTACTCCATATTTCAAATAATGGTTAAACCGA
CAGAACATAAGGTTTTATAAAGGTGGTTTGCCCTTCTAAATCCTGCTCCC
ATAGATAAAGCTTTAAGTACAAATACCGTTTTGTTAATAAAATATAGTAA
TAATTTGTTTTTTTGCTAAACTGATGCTTTTAGCATGCTTCAGAAGGCAG
GCTATTCTAAAATGATTTTAGCATGCTTCTTAAAGCAGGCTGTTAATATT
TGAAGCTTTCTTAAGCATTGATGCCATCATAATAAAAGAGGGAGGTCCCA
TTGACATTGTTAAATTTATACTATCGACATTTTTTATGCTGAAGTTTTTT
TAATATTCAAGTGAAAATAGTCGGAAGCTTACTGTTCATATTTAACAATC
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-2000
-1950
-1900
-1850
-1800
-1750
-1700
-1650
-1600
-1550
-1500
-1450
-1400
-1350
-1300
-1250
-1200
-1150
-1100
-1050
-1000

-950

-900

-850

-800

-750

-700

-650

-600

-550

-500

-450

TTCTTGATGTGGTACACTCTCGCAAAAAATTAGCGCATTTCATGACTTGT
ACCCTAACTTTTTACCAGTTTGAAACTCAACTGTTTGTTAGCAACAATTG
AAATCAAAACCAGTAAATGATGGATACATACTACGAAATGCACTAATTTT
TGGTGGGAGTGGAGTGCATAATGAGAAGAGCATCATACCTAAAGAATTAG
ATTATAACTAGTTTTTATTTGAACCGCATAAAAAAACTAGGGTCGAATGT
GTAAGATAGTGTCAATTTAACAATGTCAACGGAACCTCTTTCATATGTAA
AGTATCATCACATGATAAGCAAAACATATATATGACTTCCGGAGCCTCAG
TAGGATCAATGTAGTTATTACCAATTTCAATTACATTACCTGGTAGGATC
ACAATCATTAATATTTTAGGTTAAGAGCAGAATTTGTCGTGTATGACTTG
TATTAATAAATTTTTGGCGTCAATTCTAGGTCTCAAGTGGCAGGACTCCT
GTGGTAGGTCTTCGTCTTTACCTAGAAGGGAAGGCATGCAACCGCTTGGC
CATACATGTACAGCACCTCTCGAACCTTCCAAGGTTACTTGAATCTTCAT
GGGCTGACCCCACTACGCTGAAACAATGTCAATGGCGCAGGGTCTGATGAA
TCCAGTGTCCCATACTTAGAACCCATAAAATGGAAAAGATACTCCAACAT
TTGCACATCAGTCGTAAAACATGATCCAGGTTGGTTGCATGGAGAATCAC
CAGGTGTATTCATTGTCACTGGAGCTCAACTCATGACCAAGGGGAAATGG
CCAAAACACATTCTTCACCTTCGTTTACTCTACACACATATTCCTGGTTT
CAGCATCCAGAAAACAGAATGGGCAGTTGCACCAGCATCTTCACAAAAAT
CAAGTTTCCTCGCCAATTTCAGCACAACTTTCACGACTTCAGGTCCTTCA
AAGGCAGCTCCTGTGGTAGCTATAAATTCCGGAGTGTATTCTGATGGCCC
TCCAAGACCAGTTCACTCTCAAAAGCTTCTTAAATATGTTGAGACGTCAG
AAATAGTCCGGGGGCCACACGATATTCCCGGACACTGGATGGTAATTGCT
GCTAAGCTAGTTACAGAAGGTGGCAAGATTGGTTTACTTGTAAAATTTGC
ATTGCTTGATTATTCCAGTCCCACGAGTGAGTAGAAGAAAGTTTGATCCA

CATTGGATCTCACCTAAATCTCCCCATCTATCCTCCTGAAGAGAAGTTTG
Box I
TTTCAAACTCCGGTTCGAAGAATACCCCATGCTAATGTAATGTAAGTATT
EIRE
ATAATGGATCCGTAGTTATTGAAGTTTTTCGACCAACTCTACTTTGTCGC
f X G4 R— TC-rich repeat
TGGGGATAGTTACTATAAAGCTTTAGAAﬁTAAGAAACCGTGTACAGAAAT
GA 7 TCA' P_yr-rlch strech

MBS Skn-1
ATCAATTCCACTTGACTCTTAACTGTGAAATCAGAACATGACATATGGGT
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-400 GCCTTGAAAGGTTATTCATATCCTGGGACTTCTTGTACATGTAAGTTGAA
-350 AACATCAACTTCATTCAAAGAAATTATTAGAAAAAACCTTCCAACAGTCT
-300 ATCTGGQ##XEATTCCATGTTGAATCAACCACTATTTTGTACACCTACAG
-250 GCAGGCTACTGTTCCATATGTTAGCATGTGGATATGCACAATTTGACAAG
-200 TTTTGTCTGTTAﬁgg%AAAAATTATTCAAAK%%ETTCTCCiﬁgﬁ%ACCCC
-150 CTTAAAAAAATGCCCACATGCATCTCGTGTGTAGCACTTGACAATICCACG
-100 AGTGCCATCCAAATTGAATTTCCCTACAAGATTCTGGACATACTTGCTCT
TATA Pc-CMA2a
-50 ATGAAACTTAACTTCTTITATATAAACAACCAAAGAAAAATACATTGAGAG
+1 AAAAT

Abb. B-1 Isolierte 5’-Sequenz des Gens cyp80b3 aus P. somniferum.
Die iiber PlantCARE ermittelten putativen cis-regulierenden Elemente sind hervorgehoben
und in Tab. B-1 erldutert.
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Abb. B-2

Putativer Promotor von cor (Linge: 2956 bp)

-2932

-2900

-2850

-2800

-2750

-2700

-2650

-2600

-2550

-2500

-2450

-2400

-2350

-2300

-2250

-2200

-2150

-2100

-2050

-2000

-1950

-1900

-1850

CCTACGAAGGTACCCGTATCGATGGAACAAGA
CATT
ACAACAAGCCGAGGAAGCGAATGCCACGCCTAGAGTCGATGTAGCGGAGG
ELI-Box3

TTACAAAGAAAAGGGGTAGGCCTGGAGTAGAGTGAAATTCCCGATARATT;
JARE GAG. CGICA, Skn-l e

.................................... O AAT
ATTACCACGCTGCCCCAATAATATTTATAGACGTCTTCCAACGGATCCAA

GTATTGAAGGTAGTTTGCACTAACCCTGTTGCCACTAGTGTCGGTACCCT

AGTGTCCAAGATGAATAATAGGTATGCAGCGGCTGTATAACGAATCTGTG
Box 1
TGGGGTCCCATCCATCCTTCAAACTTCTTTCCTTCGTGTTTTCAAAGGTC
ARE
TTCTTAAGTAGTGTCAGCTTGATGGTTTTTGTCCTACTAACCTTAGATAC

ATAGAAGCTGTCCATAGAAGTTTTGTAGTACCAACCGTAGATGTTTTCTC

...... GA ... BoxIIl
GAACATTCATTATTGAAATTGAAAGGAAATTATAGATAAAGTGAAAATTA

Skn 1

IAAAGTCTGCAAAGGTGGTGAATATTGTGAAAGGTATGACAAAACCGGAT

as-2 P-Box
AATGGTGTATATAGCATAATGGTGTATATAGCAAAAGGCCAATTTGGAAT

G-Box

TGTTGCTCAATACACAAGGCCAATTTATTCTTGGCATAATGGTGTATATA

P-Box Skn-L"ﬁ
GCAAAAGGCAAAAACATACTTTTATGAAAAATGGTTAGAAGCATGATGGG;

TCATGCATGTATGTGAATGTATGTTCTTTCTACAATTGTGTAATTTAAAT

Box I GA
AGATTTCCGAGTAAAGCAGTTTCAAAGATACACTTTGGACTTGAAAAGAT

GAAAACCTAGTTTAAATTAAATCACCTTTAAGTTATGGTTGTTCAGTTGG

ATGTGAAACCTTACATTCCCAAGTATGAAATAACGTTGGTACTTGGAAAT

Box-W1
AACGTTGACCCGGGTTGACTTAGTTATTTCTTGACTTCCGGTTAATAAAT

ATTTAATAAATCAAATAAAATCTATTTAAGAAACGAGTTTATCATAATAC
GT-1
CCTTTACTTTAATAATATTTACATAATAGCCTTTTACTGTGCATACACTC

TTGAATACTTCTCTTGTTACTTGTCGTCCCCAACATCATACAGCCACCCC
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-1800

-1750

-1700

-1650

-1600

-1550

-1500

-1450

-1400

-1350

-1300

-1250

-1200

-1150

-1100

-1050

-1000

-950

-900

-850

-800

-750

-700

-650

-600

-550

3-AF1
TACTAAACAGGGCAAGACAAAATACCACCATCTATGATTTGGAAAAATAT

CTCATTTAATTTAAAATTCTCCCATGTCCAACCAACCATTTTCCTAATCA
TC-rich repeat
ACCCACTTCCAACACCTGGGATGAAGAAATTAGTTCTCATTTGTGAAGCA

P-Box
AAAACTTCCATTGAAGCAACAAATCCCTTGCTTTCCAATTTTTTTTITTTT

TTTTTAAATTAAATTTGTGAAAAGCGTTAGTGGTAGTGGTGATGCCGGAA

GAGGTGGAGTTTTGGTAGTGCTGGTGGATCGATATCGGATGATAACAATA
TCA
ACGAAGAGGAATCACTACCGTCGGCTGATCCATCTTTTGATTTTGTCTAT

GGGTTTATTCAATTTTTGCCCAAATTAAAAATTAGGGTTCCAATTTAAGT

TTACTGCGAATTACTTTCATATTGATTGGGAGACTGTTCTTTGTACTATA
Py-rich stretch
TACTTCAATTTCTTCTCAAATGATCCTGAATCATAAATTTCTTCTAAAGC

Box 4 Py-rich stretch,
TTATCATTCACATCGTTACTTGCAGTATTAATAAAAGCCCCCTTTICTTC
TC-rich repeat TCA =

------------------------------

------------------------------

AATACTACTACTTCTATAATATTATTATTATTATTTGAAGATGGAGATCC

ATTAACATCGGGTGATGAAGATCTAGAATATAAACTAATATTTTAATTTA
Py-rich stretch

CAGCTGTTAATCTAACCATTACTACTTCTTCTCTTTGAGTATGCTTAATG

Box 4 CCAAT
TTCCTGATATTCGAATTAATTTTATGTTTAGTGGGTTCATCAACGGAGTT

GCAGAGTGGTGGAGGCGGAAGAAGATGGGTTCATCAACGAGGTTACCTGC
circadian

AGAGTAGTGGTGTCCTGGTGGATATCTTGAATCAGGGATATATTTGTAAA

Box 4
CTCAAAAAATTAAAATTAATTAAAATCTGGTCAGTAACAATGATGATCAA

CGTTAATTTCAAGTACCATCCACTGAATTGGAAAAATGTCAGACCAAACA
Box4 TC-rich repeat GT1
TTAATGTTGGACAAAATGTGAGTACTAAACACCAATTAACCCAAAATAAT

AACAAATTCTGATCCTGAGGTGTACATATGTGTACCCAAATTATAACTAA

GT-1
TTTCTACAATCAAGAAACTCATTTAAAAATCATGGAGTTAAAAAGGAACA

CTTTTGATATTACTGTAGGTTTTGCTTATCTAGTTTAGATAAGTATTAAA

Box 4 TCT
CTCATGATTAATTTTTCCAATCTTACTAATTATTTTTTCTTAAAATTTAC
MBSII GT-1
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-500

-450

-400

-350

-300

-250

-200

-150

-100

-50

+1

Box 4
TAGTAATTTAGATACTAACTAATTATCCAAATCATTAATACCAGTTCTTT
MBS
AAAAGTGAAGAGTTGGTACTTAAACAACTGTTTGTTTCCAAGCAGATTTT

GT1
TATCATCTAGCTTTGAATATATTCCTCAGAATGGCACTTAACCTTATGAA

CATTAGGGTGTGGCAACTAACAGTCACGAGAGTCTTCATCAAAGAACTGC

TACACTCTTTTTCCTTTTCAACTAACGAAACAAACAACCACTTTGATTAC
AAATTAGTGGCAGTAGTGAATTAGTTGGAAATAGCGTAGTACTCTAACAG

TGGATGTGATTTTAGTGGAGAGAAATCAAAATAATTGCTGCTTTTTTTCT
CAAT HSE
CCACTAAAATCACACACACTTTAGACAAAGTTICAATAGTATAAAATTTCG
GT-1
CTTAAAGGTAGTAAAGCTCCCCATTTTTTAACTTAGCTTTTATCAACTTT
TATA Inr

AGGTGTATCCAAQTATATATA 3AGAGAGATAGAGACGACGATCAGCAG

AGTCITCCGAGAAATAGAAAGAAAA

Abb. B-2 Isolierte 5’-Sequenz des Gens cor aus P. somniferum.

Die iiber PlantCARE ermittelten putativen cis-regulierenden Elemente sind hervorgehoben
und in Tab. B-1 erldutert. Die kursive, fett gedruckte Sequenz entspricht einer
Wiederholungssequenz mit einer Lange von 26 bp.

Abb. B-3 Isolierte 5’-Sequenz des Gens cpr aus P. somniferum. (folgende Seiten)

Die iiber PlantCARE ermittelten putativen cis-regulierenden Elemente sind hervorgehoben
und in Tab. B-1 erldutert. * Innerhalb dieser kursiv und fett gedruckten Sequenz wurden
putative Bindungsstellen fiir 5 verschiedene Transkriptionfaktoren gefunden. Diese sind Skn-
1, GA, TCA, TC-rich repeat und Py-rich stretch.
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Putativer Promotor von cpr

Linge: 2332 bp

-2188
-2150
-2100
-2050
-2000
-1950
-1900
-1850
-1800
-1750
-1700
-1650
-1600
-1550
-1500
-1450
-1400
-1350
-1300
-1250
-1200
-1150

-1100

CTGCATAGGATCCTTTGAAGCCAACTCTTGCACCTGAA

Box W1
GTGTTATACAACACAATGCCATAGCCACACTCATTAGTATCAGGGTCAAA

AGATGTATCAACAAAGAATTTAAAAACAACAAATTCATCTATAATATCTT
GCAAGCATAATGAGCTGTTAGAGTGAGAS*EK#ATTGAGCAGAA$$21TT
TGTGéi#iécAATTTGAACTGTCTTGAGTGCAGGCAGTGTAGCTATTCAA
CGAAAACTGAATTCTGGTGACTGTGS¥EKTAGGATTCAGCTTC%?%?ETT

GAAAGACACAATCACATCTTTCCTTCCATATAATCCAGCTTTCCACCATT
CATT

AACAAACTTCTCAAGTTGTTGATTTCCTTACTTCCAGCATTCTGAACATC
ACTGAACCATGAGATAATCCATTCTTTTACAGACTGGCATTGAGAGATAA

TCTAGTCAATATTGATATTAAGAAAGCGCCATAATGCTTTAGCATGTGAA

GA
TAACTAATAAGAATGTG%ﬁfAGGTGTTTCTTCATCTTCCTTGCAGATCTC
I-Box

ACAATGTGTTﬁCCATATCATGtATAGCTTGAGATAATCTAACTCTTGTAG

" ATGCAAAT
GGACTATATTTTTCAGACACTTCCATACAAATAATAGAACACGATGTGGA

AGCTTCATTTTCCAAAGAGCTTTCCAAACTGATGTTGGAACATCACTTAA
AGCAATCTGATTCTGAACTTTGGCTTTTGTGAGTTTATTGTAAGCAGTTT
TAACAGAAAAAACACCATCTTTAGAAGGAGCCCATCTAACTATGTCTTGT

TCTTCATGAGAGAGATGCATTTTTTTGATTCCATCAACAATATCTGGACT

MBS
GAAAAGATCATTGAGGAGAGAATATTCCAGTTGTTAGGCTAAGGCAGAAT

02
TATCTCACTGACAAACTTATATTGTAGGTGATGAGGATGAAGTGGCACAA

CTCTGATGTCAAGCCCTATGATCTACCTGTCAGCCCAGATTTTAGTATTC

TTGCCATTGTTAACTTCCATGATGTAGTGTTGTTGAAGAATAGAGAGACC

AGGTTCAACCCCTTTCCAGGTCCAAGATGAATTGCTCTTTTCTCCTTCAA

GATGTAGAAACTCTTCTTTCTTAAAGAACTCTTATAGAAGCTCATACTTC
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-1050

-1000

-950

-900

-850

-800

-750

-700

-650

-600

-550

-500

-450

-400

-350

-300

-250

-200

-150

-100

-50

+1

+50

+100

circadian MBS TCT
CAAAGTTATCAAAGGTATTTCAGTTGTAAGAGGAGCACCACCTATAAATC
BOX III ............. f GT_I GCN4 GTI

TC-rich repeat
AGTGTGAATAATCTTCTTCAAGTCTTGAAGGATTTTAGTTCACAATCTGG

Skn-l _Box 4 GARE

GATCCATTTGTGTGCAATGCTCTCAGTAGCATTTTGGGAGTTCAAAGTAT

TC-rich repeat
GGAGAAAAATGAGAAATATCTGGGCTCAGCATTTTCATCTAAAGATTTGC

TTTTTTCTATTGGCACTTGCTGACAACAGTCTTCCGACAAAGGATATGTT

AACAAGGAAAGGAATTGAAGTAGATCAAAAATGCCTATTTTGCTCTCGTA
Box 4 * HSE
ATTAATCTGTAAGTCATCTTTTTCTTCACTGTGATTTTGCAGATAAAATT

CGGAGATAGTTTAAGGGTAAGCTGACTGGAGGTTTACATGCGCGTTTCTA
circadian Box 1 circadian GARE

CAGTAGCCAATACATGTTGTTTTTTTTTTAATTATTATTATTTGTTAATA

ARE
CCGATACACAGTAAACCAATGCATTGAAAAAAAATAGATGCGCCTAGAAA
Box 4
ACTAAGTCTGCCAATTATCCAAACTATCCCTAATTAATACCCACAATGTA

GARE
TACTCATGAAAATATTTTAAAGTGGCAAAATAGGAAACAGAATATGCAGC

TTCAACTAACCATAGTTGGCTTTATATAATAGAATAGATATATTCTTGAA
ATTGTCCTTGTGCAAATGCAGGCACACGGTTCTTTTGCTACAAGGTTCGT
TAGTGCGTTATTGTTAGGGTAGATGTGAGTTTCCTTCTGTCACCACCTGA
AAATATACATCGACAGACTGGAAATTAAATGATACATTAAATACTAAATA
Py-rich stretch TGACG TGA
GTCCTAATTTTTCTTCTTTATTGACGCTTAAACATAGAATTCAGTCAACG

TATA Inr
&CCCACTCGGAAAGGGC'! TTAAAGA ZCCGAGTTTTCGTATCTTCTGTE

CTTTCCGTTGTGGTTTTGGGAATTTAGTCCCTTGTTAGTATCTTCTAGGG

Box [ S

TTTGAAAAGAAGCACAEE%A%AAGCAAAAGTCGAATCTACTTGAAATACA
GARE

TTCGATTGCTTCTCTCTGTTTAAGCTTCAGAGTCTCTGCTAATT
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Abb. B4

Putativer Promotor von salAT (Linge: 407 bp)

-190 CTGCTATTCAATTACAAAACAAAATAGAAAGTATCAGCAT
-150 ATTACATCGATCCTTTATGAAAGATTATATATATATAAATATAAATATAA
MBS CAAT
-100 CCTTTGGTCTTCAACTGCTACTCAATITACAAAACAAAATAGAAAGCATCA
TATA

-50 GCATATTACATCGATCCTT|TATAAAACATAATATATATATATATATATAT

MBS
+1 ATATATAACCTTTGGTCTTCAACTGCTATTCAGAAAGAGGGGTATTCTAT

+50 TCGGTGAGAGTTTCTTCTTATCCAGCTCCTCGCAAATGAAATGATTCCAT

Skn-1 3-AF1,.TCCC .
+100  AATTCCTCACTAAAAGACTTAGTCATTATATAAGAGAGGGAGACCACGAG
CARE RS GT-1.
+150  CTTCTTCTAACAACAGAAAGTATCATCTACCATTATCAATCCTGTTAAAC

+200  AGTTAAACACTTTGGATAT

Abb. B-4 Isolierte 5’-Sequenz des Gens salAT aus P. somniferum.
Die iiber PlantCARE ermittelten putativen cis-regulierenden Elemente sind hervorgehoben
und in Tab. B-1 erldutert.
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Name der | Organismus Enzym Sequenz Funktion
Box
3-AF1 Solanum Chlorophyll-a/b- AAGAGATATTT/ | Lichtrespons
tuberosum Bindeprotein TAAGAGAGGAA
ARE Zea mays Alkohol- TGGTTT Anaerobe
Dehydrogenase Induktion
As-2 Nicotiana Anionische Peroxidase | GATAatGATG Sprossent-
tabacum wicklung /
Lichtrespons
ATCT Arabidopsis Glyceraldehyd-3-Phos- | AATCTAATCT Lichtrespons
thaliana phat-Dehydrogenase
(Chloroplast)
ATGCA | Oryzasativa | Glutelin ATACAAAT unbekannt
AAT
Box I Pisum Rubisco TTTCAAA Lichtrespons
sativum
Box III P. sativum Rubisco atCATTTTCACt unbekannt
Box 4 Petroselinum | Phenylalanin- ATTAAT Lichtrespons
crispum Ammoniak-Lyase
Box-W1 | P. crispum “Pathogen-relatet” TTGACC Pilz-Abwehr
Protein
CATT Z. mays Pyruvat- Orthophos- GCATTC Lichtrespons
phat-Dikinase
(Chloroplast)
CCAAT | Hordeum Chalcon-Synthase CAACGG MYBHvl
vulgare Bindungs-
sequenz
circadian | Lycopersicon | Chlorophyll-a/b- CAAAGATATC ,circadian
esculentum Bindeprotein control*
EIRE N. tabacum B-1,3-Glucanase TTCGACC Elicitor-aktives
Element
ELI- Brassica Rezeptordhnliche AAACCAATT Elicitor-aktives
Box3 oleracea Kinase Element
GA Glycine max | Rubisco AAGGAAGA Lichtrespons
Helianthus Rubisco AAGGAAGA
annuus
GAG Spinacia Rubisco AGAGATG/ Lichtrespons
oleracea GGAGATC
GARE B. oleracea Rezeptordhnliche AAACAGA/ Gibberellin-
Kinase TCTGTTG respons
GATA A. thaliana Pre-Ferredoxin GATAGGA Lichtrespons
(Chloroplast)
G-Box H. vulgare “late embryogenesis GCCTTGTGTAG | Lichtrespons
abundant”
GCN4 O. sativa Glutelin CAAGCCA Expression im
Endosperm
GT1 A. thaliana Dihydrodipicolinat- GGTTAA Lichtrespons
Synthase

Tab. B-1 Erlduterungen zu den cis-regulierenden Elementen.
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Name der | Organismus Enzym Sequenz Funktion
Box
GT-1 C. roseus Tyrosindecarboxylase, | (G/A)NNN(G/A)G | UV-
Strictosidin-Synthase T(A/T)AA(A/T)(A/ | Lichtrespons
T)
HSE B. oleracea Rezeptordhnliche AAAAAATTTC/ Hitzestress
Kinase AGAAAATTCG
[-Box Flaveria Pyruvat- Ortho- GATATGG Lichtrespons
trinervia phosphat-Dikinase
(Chloroplast)
Triticum Pre-Ferredoxin aAGATAAGA
aestivum (Chloroplast)
LAMP S. oleracea ATP-Synthase CCAAAACCA Lichtrespons
MBS A. thaliana ,Responsive to TAACTG/ Trockenstress
desiccation* (RD) CAACTG
MBSII Petunia Chalcon-Synthase AAAAGTTAGTT | Flavonoid
hybrida A Biosynthese
02 Z. mays putativer TF des GATGATATGG/ | Zeinmetabo-
Zeinmetabolismus b-32 | GATGATGTGG lismus
(Endosperm)
P-Box P. crispum Phenylalanin- CAACAAACCCC | Gibberellin-
Ammoniak-Lyase TT Respons
O. sativa Glutelin CCTTTTG
Pc- S. oleracea Plastocyanin CAACCAATGAA | Lichtrespons
CMA2a AA
Py-rich L. esculentum | 3-Hydroxy-3-Methyl- | TTTCTTCTCT hohe
strech glutaryl-Co-A- Transkriptions-
Reduktase level
RY H. annuus “late embryogenesis CATGCATG Lichtrespons
abundant”
Skn-1 O. sativa Glutelin GTCAT Expression im
Endosperm
TA-rich N. tabacum Anionische Peroxidase | (TA)x11 ,,enhancer*
region
TCA B. oleracea Rezeptordhnliche GAGAAGAATA/ | Salicylsdure-
Kinase CCATCTTTTT respons
N. tabacum B-1,3-Glucanase CCATCTTTTT
TCCC S. oleracea ATP-Synthase TCTCCCT Lichtrespons
TC-rich | N. tabacum Anionische Peroxidase | GTTTTCTTAC/ Abwehr und
repeat ATTTTCTCCA Stressantwort
TCT A. thaliana Glyceraldehyd-3-Phos- | TCTTAC Lichtrespons
phat-Dehydrogenase
(Chloroplast)
TGA B. oleracea Rezeptordhnliche AACGAC Auxinrespons
Kinase
TGACG | H.vulgare Lipoxygenase TGACG Methyl-
Jasmonat-
respons

Tab. B-1 Fortsetzung Erlduterungen zu den cis-regulierenden Elementen.
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