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A Einleitung 1

A Einleitung

A 1 Die Calystegine

Im Unterschied zu den klassischen Tropanalkaloiden wie Hyoscyamin und
Scopolamin tragt der Stickstoff des 8-Azabicyclo[3,2,1]Joctan-Grundgeristes in den
meisten Calysteginen keine Methylgruppe. Der Nortropanring der Calystegine hat
drei bis funf Hydroxylgruppen in variablen Positionen und stereochemischer An-
ordnung. Eine dieser Hydroxylgruppen bildet eine Aminoketalfunktion am Bricken-
kopfkohlenstoffatom des Bizyklus. Je nach Grad der Hydroxylierung werden die
Calystegine in Gruppen eingeteilt: die A-Gruppe hat drei, die B-Gruppe vier und die
C-Gruppe funf Hydroxylgruppen. In Abb. A-1 sind einige bekannte Calystegine
abgebildet.

H . H /C Hs
HO=NL \ HO OH HON
OH OH o,
6 OH
/ OH 3 OR

Calystegin A3 (1e, 2a, 3e)  Calystegin B, (1e, 2a, 3e, 4a) N-Methyl-Calystegin B, (1€, 2a, 3e, 4a)

H H y
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Abb. A-1: Strukturformeln ausgewahlter Calystegine.

Tepfer und Mitarbeiter (1988a; 1988b) berichteten von der Entdeckung neuartiger
Substanzen im Wurzelexudat von Calystegia sepium, Convolvulus arvensis (beide
Convolvulaceae) und Atropa belladonna (Solanaceae). Die Strukturen der
Calystegine Az, B; und B, wurden mittels HPLC-MS und NMR aufgekléart (Ducrot und
Lallemand 1990; Goldmann et al. 1990). Ihr Trivialname leitet sich von Calystegia
sepium ab, der Pflanze, in der sie zuerst entdeckt wurden. Allerdings wurde die
Struktur von zwei Verbingungen (bezeichnet als Calystegin A; und A,), die ein dhn-
liches Elutionsverhalten wie Calystegin Az aufwiesen, nicht bestimmt (Goldmann et
al. 1990). Aus diesem Grund existieren auch keine Strukturen fir die Calystegine A;
und A. In spateren Untersuchungen wurde in C. sepium neben den Calysteginen By,
B, und Az noch das Calystegin As entdeckt (Schimming et al. 1998; Scholl et al.
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2001). Dihydroxylierte Nortropanalkaloide wurden vor kurzem ebenfalls in C. sepium
und anderen Convolvulaceen und Solanaceen beschrieben (Asano et al. 2001).
Ihnen fehlt die fir Calystegine typische Aminoketalfunktion am Briickenkopfkohlen-
stoffatom.

A 1.1 Verbreitung der Calystegine

Bisher wurden insgesamt 16 verschiedene Calystegine entdeckt (Asano et al.
2000a). Sie sind in den Familien der Solanaceen und Convolvulaceen weit verbreitet
(Griffin und Lin 2000; Schimming et al. 1998; Watson et al. 2001; Bekkouche et al.
2001). In der Familie der Solanaceen wurden bisher Calystegine in der nach
Hegnauer vorgenommenen chemotaxonomischen Einteilung der Solanaceen in 4
von 5 Triben, namlich in Solaneae, Datureae, Nicandreae und Salpiglossideae, nicht
aber in dem Tribus Cestreae, detektiert (Hegnauer 1973; 1990). Der Solaneae-Tribus
wird nochmals in 4 Subtriben unterteilt. Auch dort finden sich jeweils Vertreter, in
denen Calystegine akkumulieren (Lyciinae: z.B. in Atropa belladonna; Hyos-
cyaminae: z. B. in Hyoscyamus niger; Solaninae: z. B. in Capsicum frutescens;
Mandragorinae: z. B. in Mandragora officinalis) (Asano et al. 1997a; Drager et al.
1995c). Solanum tuberosum gehoért wie Lycopersicon esculentum zu dem Subtribus
Solaninae.

In den Convolvulaceen wurden Calystegine in 22 Arten detektiert (Schimming et
al. 1998).

Uberraschenderweise wurden sie aber auch in der phylogenetisch entfernten
Familie der Moraceae gefunden (Asano et al. 1994a; 1994b). Daruber hinaus ent-
hielten die Motte Acherontia atopus, der Schmetterling Michanitis polymnia und
deren Larven Calystegine (Nash et al. 1993). Die Larven dieser Arten fressen auf
Solanum- und Daturaspezies.

Es ist anzunehmen, dal3 die Calystegine aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften
bisher beim Screening nach Alkaloiden aus den Pflanzengeweben nicht extrahiert
worden sind. Eine weitere Verbreitung als bisher bekannt ist deshalb maoglich.

Die Calystegine treten in den einzelnen Pflanzenarten meist im Gemisch auf; in
Lycium chinense (Solanaceae) wurden sogar 14 verschiedene Calystegine detektiert
(Asano et al. 1997b). Darunter befinden sich zwei Calystegine vom Tropantyp,
N-Methylcalystegin B, und C; (vgl. Abb. A-1). Neben Calystegin B; kommt in den
Frichten von Nicandra physaloides ein 3-O-a-D-Glucopyranosyl-Calystegin B; vor
(Griffiths et al. 1996).

Fur das aus Hyoscyamus niger isolierte Calystegin N; (vgl. Abb. A-1) wurde in der
Literatur diskutiert, dal3 es moglicherweise ein Artefakt der Isolierung ist. Es kann
sich leicht in Calystegin B, umwandeln (Molyneux et al. 1996).

Calystegine wurden auch in el3baren Frichten und in Gemuise der Familien
Convolvulaceae, Moraceae und Solanaceae gefunden, unter anderem auch in der



A Einleitung 3

Kartoffel (Asano et al. 1997a; Drager et al. 1994b; Nash et al. 1993). Allerdings
schwankt der angegebene Gehalt betrachtlich (vgl. Kap. D 1.1).

Das Vorkommen in Kartoffel (S. tuberosum) ist aufgrund der biologischen Aktivitat
der Calystegine nicht ohne Bedeutung, da die Kartoffel ein wichtiges Weltnahrungs-
mittel darstellt. Mit jahrlich Gber 311 Millionen Tonnen liegt die Kartoffel auf Platz vier
der bedeutendsten Nahrungsmittel (Quelle: http://apps.fao.org, 2000).

A 1.2 Glycosidasehemmstoffe

Die strukturelle Ahnlichkeit der Calystegine mit den Kohlenhydraten begriindet ihre
biologische Aktivitat als Glycosidasehemmstoffe. Molyneux und Mitarbeiter (1993)
berichten zum ersten Mal lUber die kompetetive Hemmung von a-Galactosidase und
b-Glucosidase durch die Calystegine Az, B1 und B.. In der Folgezeit wurden intensive
Untersuchungen zur Hemmung der Glycosidasen durchgefiihrt (Asano et al. 1994a,;
1995; 1996a; 1996b; 1997a; 1997b; 1997c; Kato et al. 1997). Einige markante Daten
der Glycosidasehemmung sind in Tab. A-1 dargestellt. Mannosidasen werden durch
Calystegine nicht gehemmt (Molyneux et al. 1993).

Cal A3 Cal B, Cal B, Cal C,

Enzym Herkunft
1Cs0 [UM]

b-Glucosidase Mandel 26 4 2,6 0,82
a-Galactosidase Kaffeebohnen 160 kH 1,9 360
a-Galactosidase Aspergillus niger 180 kH 3,9 440
b-Galactosidase Leber (Rind) 270 9,8 240 16
b-Glucosidase Leber (Mensch) kH 50 kH 3
a-Galactosidase Leber (Mensch) 410 kH 140 kH

Tab. A-1: Calystegine als Glycosidasehemmstoffe. ICs-Werte flr ausgewahite
Glycosidasen. kH: keine Hemmung. Die Werte entstammen Asano et al. 1995; 1997b.

Eine Korrelation zwischen der Starke der Hemmung und der chemischen Struktur
der Calystegine ist schwierig. Eine Zunahme der Hydroxylierung steigert die Hemm-
eigenschaften gegenuber einigen Enzymen (b-Glucosidase). Die dreifach hydroxy-
lierten Calystegine haben keine (Calystegin As) oder nur geringe inhibitorische
Eigenschaften (Asano et al. 1995). Calystegin C; ist ein potenter Inhibitor von
b-Glucosidasen; gegenluber a-Galactosidasen ist seine Aktivitat aber nur gering.

Glycosidasehemmstoffe haben aufgrund ihrer biologischen Aktivitat ein grofRes
Potential fur therapeutische Anwendungen (Asano 2000a; 2000c). Bekanntestes
Beispiel ist das Pseudotetrasaccharid Acarbose (Glucobay ®), welches bei der
Behandlung des Diabetes mellitus als Zusatztherapie in Verbindung mit Diat oder mit
Insulin eingesetzt wird.

Interessant ist aber auch die Hemmung von lysosomalen Glycosidasen bei der
Prozessierung von Glycoproteinen und Glycosphingolipiden (Asano et al. 2000a).
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Dies fuhrt zur Akkumulation bestimmter Intermediate, die im Koérper nicht abgebaut
werden. Solche lysosomalen Speicherkrankheiten wie Mannosidosis, Morbus Fabry
und Morbus Glaucher sind zwar beim Menschen selten, verlaufen aber oft fatal.
Glycosidasehemmstoffe kénnen als Modellsubstanzen dienen, da sie dieselben
Symptome hervorrufen.

Auf der anderen Seite wurde vor kurzem eindrucksvoll gezeigt, daf3 1-Desoxy-
Galaktonorjirimycin, ein potenter kompetetiver Inhibitor der lysosomalen a-Galacto-
sidase A, die Aktivitat des mutanten Enzyms in Fabry-Lymphoblasten beeinfluf3t
(Asano et al. 2000b; Fan et al. 1999). Bei Konzentrationen, die unter der eigentlichen
Hemmkonzentration lagen, konnte die Aktivitat der mutanten a-Galactosidase A um
das 7 - 8fache erhoht werden (Fan et al. 1999). Als Mechanismus wurde eine
Stabilisierung bei der Enzymfaltung diskutiert, bei der 1-Desoxy-Galactonorjirimycin
als ,chemisches Chaperon* dient.

AulRerdem haben Glycosidasehemmstoffe ein therapeutisches Potential bei der
Behandlung von Tumoren, von Viruserkrankungen sowie als Immunstimulantien
(Watson et al. 2001).

Tumorzellen verfigen aufgrund der veranderten Expression von Glycosyltrans-
ferasen Uber ein abweichendes Glycosylierungsmuster auf der Zelloberflache
(Hakomori 1985). Swainsonin, ein Indolizidinalkaloid, wurde u. a. aus Swainsonia
canescens isoliert und ist ein potenter Inhibitor der lysosomalen a-Mannosidase
(Asano 2000a). Es verhindert die Formation dieser tumorspezifischen Glyco-
sylierungsmuster und hemmt katabolische Glycosidasen. Dies fuhrt zu einem ver-
minderten Wachstum und einer erniedrigten Metastasenbildung des Tumors (Dennis
et al. 1990; Olden et al. 1991). Fur Swainsonin werden derzeit klinische Studien
Phase Il durchgefuhrt (Watson et al. 2001). Auch bei Viren kénnen Glycosidase-
hemmstoffe (Castanospermin, Desoxy-Norjirimycin und Derivate) das Glyco-
sylierungsmuster der Hdullproteine veréndern, indem sie die Konformation der
Glycoproteine &ndern (Fischer et al. 1995; Taylor et al. 1991).

Bei den meisten Glycosidasehemmstoffen, wie auch bei den Calysteginen,
besteht das Problem, dal3 sie nicht in ausreichender Menge fur die Testung zur
Verfligung stehen.

A 1.3 Tropanalkaloid-Biosynthese

Die Biosynthese der Tropanalkaloide und der Calystegine hat ihren Ursprung in
den Aminosauren (AS) L-Ornithin oder L-Arginin (vgl. Abb. A 2). Putrescin wird durch
Decarboxylierung von L-Ornithin durch Ornithindecarboxylase (ODC, EC 4.1.1.1.17)
und/oder durch Decarboxylierung von L-Arginin durch Arginindecarboxylase (ADC,
EC 4.1.1.19) uber das Zwischenprodukt Agmantin gebildet. Alle lebenden
Organismen besitzen eine ODC, wahrend den S&ugetierzellen und vielen niederen
Eukaryoten die ADC fehlt (Hashimoto und Yamada 1994). ODC und ADC-cDNA's
wurden aus Tomate isoliert (Alabadi und Carbonell 1998; Rastogi et al. 1993).
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Abb. A-2: Calystegin- und Tropanalkaloidbiosynthese. ODC: Ornithindecarboxylase; ADC:
Arginindecarboxylase; PMT: Putrescin-N-Methyltransferase; MPO: Methylputrescin-Oxidase;
TRI: tropinbildende Tropinonreduktase; TRII: pseudotropinbildende Tropinonreduktase; H6H:
Hyoscyamin-6-Hydroxylase; SAM: S-Adenosyl-L-Methionin; SAH: S-Adenosyl-Homocystein.
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Weiterhin ist die ODC-cDNA aus D. stramonium und N. tabacum bekannt
(Imanishi et al. 1998; Michael et al. 1996).

Putrescin wird durch Ubertragung von Aminopropylgruppen in die Polyamine
Spermidin und Spermin umgewandelt. Die Reaktionen werden durch Spermidin-
synthase (SPDS, EC 2.5.1.16) bzw. Sperminsynthase (SPS, EC 2.5.1.22) katalysiert.

Die Polyamine kommen ubiquitar in allen Lebewesen vor und haben eine wichtige
regulatorische Rolle bei der Proliferation und Differenzierung der Zellen (Bouchereau
et al. 1999).

SPDS wurden u.a. aus Nicotiana tabacum, Hyoscyamus niger, Arabidopsis
thaliana und Pisum sativum isoliert (Alabadi und Carbonell 1999; Hashimoto et al.
1998a).

Die N-Methylierung einer Aminogruppe des Putrescins ist der erste Biosyn-
theseschritt auf dem Weg zu den Tropanalkaloiden, den Calysteginen und Nicotin
(Hibi et al. 1992). Putrescin-N-Methyltransferase (PMT, EC 2.1.1.53) katalysiert die
S-Adenosyl-L-Methionin  (SAM) abhangige N-Methylierung. PMT wurde aus N.
tabacum, N. sylvestris, H. niger und A. belladonna isoliert (Hashimoto et al. 1998b;
Hibi et al. 1994; Riechers und Timko 1999; Suzuki et al. 1999a).

N-Methylputrescinoxidase (MPO, EC 1.4.3.6) katalysiert die oxidative Des-
aminierung des N-Methylputrescins zum 4-Methylaminobutanal (Hashimoto et al.
1990), welches spontan zum 1-Methyl-D'-pyrrolinium-Kation zyklisiert (vgl. Abb. A-2).
Neuere Untersuchungen zeigten, dal3 die Bildung des Tropinons uber 4-(1-Methyl-2-
pyrrolidinyl)-3-Oxobutanoat vonstatten geht (Robins et al. 1997). Am Tropinon
verzweigt sich die Biosynthese; zwei unterschiedliche NADPH-abh&ngige Oxido-
reduktasen reduzieren die 3-Ketogruppe. Die Tropinonreduktase | (TRI, EC
1.1.1.206), die die Bildung des Tropins (3a-OH) katalysiert, wurde erstmals von
(Koelen und Gross 1982) in D. stramonium Wurzelkulturen entdeckt. Die Tropinon-
reduktase Il (TRIl, EC 1.1.1.236) formt Pseudotropin (3e-OH). Sie wurde spater in H.
niger Wurzelkulturen gefunden (Drager et al. 1988). cDNA-Sequenzen der TRI und
TRIlI wurden bisher aus H. niger und D. stramonium isoliert (Nakajima et al. 1993a;
1993b; 1999a). In diesen beiden Pflanzen akkumulieren neben Calysteginen auch
die klassischen Tropanalkaloide. Die TR-Enzyme zeigen eine hohe Homologie zu
den kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR). Die SDR-Enzymfamilie um-
faldt nicht weniger als 1056 bekannte Enzyme, die sich durch charakteristische
Sequenz-Motive auszeichnen (Jornvall et al. 1999; Persson et al. 1991; 1995).
Beispiele fiir pflanzliche Enzyme aus der SDR-Familie sind die D>-3R-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase aus Digitalis lanata und 1,2-Dehydroreticulin-Reduktase aus
Papaver somniferum (Finsterbusch et al. 1999; De-Eknamkul und Zenk 1992) .

Wahrend Pseudotropin der potentielle Vorlaufer der Calystegine ist, wird Tropin
mit Phenylmilchs&ure verestert (Ansarin und Woolley 1993; Robins et al. 1994a). Das
entstandene Littorin lagert sich zum Hyoscyamin um, wobei der Mechanismus noch
ungeklart ist (Ansarin und Woolley 1994; Duran et al. 2000; Robins et al. 1994a). Bei
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Futterungsversuchen mit Littorin konnte gezeigt werden, dal3 der Einbau in
Hyoscyamin zum Teil durch Inhibitoren von Cytochrom P-450 Enzymen gehemmt
wurde (Zabetakis et al. 1998).

Das Endprodukt der Tropanalkaloidbiosynthese Scopolamin, ein 6,7-Epoxid, wird
aus Hyoscyamin Uber das Zwischenprodukt 63-Hydroxyhyoscyamin gebildet. Die
Hyoscyamin-6-hydroxylase (H6H, EC 1.14.11.11) gehort zu den 2-Oxoglutarat-
abhangigen Dioxygenasen (Hashimoto und Yamada 1986). Sie katalysiert
bifunktional beide Oxidationsreaktionen (Hashimoto et al. 1993; Hashimoto und
Yamada 1987), wobei die Hydroxylierung Oxoglutarat als Co-Substrat, sowie Fe?*,
Ascorbat und molekularen Sauerstoff bendtigt. H6H-cDNA's wurde bisher aus H.
niger und A. belladonna Wurzelkulturen isoliert (Matsuda et al. 1991; Suzuki et al.
1999b).

In S. tuberosum gab es zu Beginn der Arbeit keine Hinweise auf das Vorhanden-
sein des Tropanalkaloidstoffwechsels. Klassische Tropanalkaloide, wie Hyoscyamin
und Scopolamin, sind in der Kartoffel nicht bekannt. Eine aktuelle Datenbank-
recherche ergab den Eintrag von zwei Kartoffel-EST-Sequenzen aus dem Jahre
2000, die eine hohe Homologie zu bekannten ADC-cDNA-Sequenzen aufweisen
(Datenbankeintrag: BE341738, BE344376). ADC ist ein Enzym des Grundstoff-
wechsels. Erst seit kurzem ist eine putative PMT-cDNA-Sequenz aus S. tuberosum
bekannt (Stenzel, unverétffentlichte Ergebnisse).

A 1.4 Regulation der Tropan- und Calysteginbiosynthese

Die Tropanalkaloidbiosynthese ist in den Wurzeln lokalisiert. Alkaloide wie
beispielsweise Hyoscyamin werden tber den Xylem-Saft in die Blatter transportiert
und akkumulieren dort (De Luca und St-Pierre 2000; Luckner 1990; Wink 1999). Es
wurde gezeigt, dafd Tropanalkaloide in Erythroxylum-Spezies in Vakuolen zu finden
sind (Ferreira-Jorge et al. 1998).

In den Pflanzen hat der Biosyntheseweg, ausgehend vom Arginin, grof3ere
Bedeutung als der Weg uber Ornithin, wie am Beispiel von D. stramonium Wurzel-
kulturen gezeigt wurde (Robins et al. 1991a). Die Uberexpression von Hafer-ADC in
Tabak fuhrte zwar zu einer 10 - 20fachen Erhohung des Agmantinlevels, der
Polyaminlevel veréanderte sich aber nicht (Burtin und Michael 1997).

S-Adenosylmethionin-Synthase-1 (SAM-S, EC 2.5.1.6) aus A. thaliana wurde in
Tabakkalluskulturen tberexprimiert (Belbahri et al. 2000). Durch das erhdhte SAM-
Angebot, welches der PMT als Co-Substrat dient, wurde in einigen transgenen
Kalluslinien eine 2 - 5fach hohere Akkumulation von Nicotin beobachtet. Einen
weiteren Hinweis auf die regulative Bedeutung der Methylgruppenibertragung durch
die PMT zeigt die reversible Anderung der PMT-Transkriptmenge bei veranderter
Hormonzusammensetzung des Mediums. Indol-3-buttersaure, ein synthetisches
Auxin, erniedrigt reversibel die PMT-Transkriptakkumulation innerhalb von 30 min
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(Hibi et al. 1994).

Die TR-Enzyme haben eine sehr hohe Aktivitat. Bei Futterungsversuchen mit
Tropinon akkumulieren Pseudotropin und Tropin. Der Hyoscyaminlevel hingegen ist
erniedrigt (Drager und Schaal 1994a). Ein hohes Angebot an Tropin vermindert die
Expression von ODC und ADC auf 30 % (Robins et al. 1991b). PMT und MPO-
Aktivitaten sind ebenfalls erniedrigt (Robins et al. 1991b). Neben diesen negativen
Feed-back Effekten des Tropins scheint die Veresterung der 3a-OH-Gruppe der
geschwindigkeitsbestimmende Biosyntheseschritt auf dem Weg zu den klassischen
Tropanalkaloiden zu sein (Robins et al. 1991b).

Die Regulation der Biosynthese laf3t sich nicht ohne weiteres auf andere Pflanzen
Ubertragen. Wie verschieden die Auswirkungen der Regulation gleicher Enzyme in
unterschiedlichen Pflanzen sein kann, wird an folgendem Beispiel deutlich. Wahrend
bei der Uberexpression der PMT in N. silvestris nicht nur die PMT-Transkriptmengen
um das 4 - 8fache gesteigert wurden, sondern auch der Nicotingehalt in den Bléattern
um 40 % hoher war als im Wildtyp, blieb der Gehalt an Tropanalkaloiden in
transgenen A. belladonna PMT-sense-Pflanzen unverandert (Sato et al. 2001).

Das Verhdltnis der Akkumulation der klassischen Tropanalkaloide Hyoscyamin
und Scopolamin wird durch die Expression der H6H reguliert (Kanegae et al. 1994).
Die Expression von H6H in Hyoscyamus muticus Wurzelkulturen war proportional zur
Scopolaminakkumulation, in einem H6H-sense-Klon wurde der Scopolamingehalt
sogar um mehr als 100fach gesteigert (Jouhikainen et al. 1999).

Es war aber auch moglich einzelne Gene des Tropanalkaloidstoffwechsels in
Tabak, in dem Tropanalkaloide nicht vorkommen, zu exprimieren. Yun und
Mitarbeiter (1993) zeigten am Beispiel der H6H, dal3 transgenen H6H-sense-
Tabakpflanzen in der Lage waren exogen zugefihrtes Hyoscyamin in Scopolamin
umzuwandeln, welches in den Blattern akkumulierte.

A 1.5 Die Analytik der Calystegine

Methode der Wahl zur quantitativen Bestimmung der Calystegine ist die Gas-
chromatographie (GC). Da die Calystegine nicht flichtig sind, missen sie deri-
vatisiert werden. Eine Silylierung mit N-Methyl-N-(trimethyl)-silyl-fluoroacetamid in
Pyridin, wie sie von Molyneux und Mitarbeitern angewendet wurde, fuhrt zur Deri-
vatisierung der OH-Gruppen und des sekundaren Stickstoffatoms (Molyneux et al.
1993). AuRRerdem kann es bei dieser Silylierungsmethode zur Degradierung der
Calystegine kommen. Zur quantitativen Bestimmung ist daher eine ,milde* Silylierung
notig (vgl. Kap. B 2.1.1) (Drager 1995a).

Die Detektion erfolgt in der GC simultan im Flammenionisationsdetektor (FID) und
im stickstoffsensitiven Detektor (PND). Der PND ist bei der Detektion stickstoff-
haltiger Substanzen wesentlich selektiver und sensitiver. Die Detektionsgrenze ist ca.
funffach hoher als beim FID. Allerdings unterliegt die Rubidiumsalzperle einer
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standigen Korrosion, so dald das System sehr oft rekalibriert werden mif3te. In der
Praxis wird deshalb mit dem FID quantifiziert.

Mit HPLC wurden Calystegine mit refraktometrischer Detektion aus C. sepium
Wurzelkulturen bestimmt (Goldmann et al. 1990). Die refraktometrische Detektion
(RI-Detektor) ist aber nicht besonders selektiv. Calystegine und ihre Vorstufen wie
Pseudotropin besitzen im Gegensatz zu den klassischen Tropanalkaloiden kein
Chromophor. Die fur die Tropanalkaloide publizierten Methoden mit UV-Detektion
kénnen deshalb nicht zur Anwendung kommen (Mateus et al. 1998; 1999). Es wurde
vorgeschlagen, Calystegine bei der HPLC mit elektrochemischer Detektion zu
erfassen (Drager et al., unverdffentlicht). Castanospermin, den Calysteginen struk-
turell verwandt, wurde so mit gepulster amperometrischer Detektion bestimmt
(Donaldson et al. 1990).

Klrzlich wurde eine Methode zur kapillarelektrophoretischen Auftrennung (CE) der
Calystegine beschrieben, die ebenfalls die gepulste amperometrische Detektion
verwendet (Ruttinger und Drager 2001). Die beschriebene Methode bendtigt nur
wenige Mikroliter ,Pflanzensaft*. Das hat den Vorteil, dall zeitaufwendige
Probenvorbereitungen entfallen kénnen. Der Einsatz als Standardmethode ist noch
nicht praktikabel, da das System sehr oft rekalibriert werden muf3. Daflr stehen reine
Calystegine noch nicht in ausreichender Menge zur Verfiugung. Daali und Mitarbeiter
(2000) zeigten ebenfalls die Trennung der Calystegine mit Kapillarelektrophorese.
Die UV-Detektion bei niedriger Wellenlange (191 nm) der nicht-UV-absorbierenden
Calystegine wurde durch in situ Komplexierung mit Borationen erreicht.

Eine effiziente Methode zum Vorab-Screening vieler verschiedener Proben auf
Calystegine bietet neuerdings eine AMD-TLC Methode (Automated Multiple Develop-
ment-TLC) (Scholl et al. 2001). Im Gegensatz zu klassischen DC-Methoden kdnnen
erstmals Calystegine innerhalb einer Gruppe gleicher Hydroxylierungszahl
aufgetrennt werden.

A 2 Aufgabenstellung

In der Arbeit sollte die Verteilung der Calystegine in S. tuberosum wahrend des
gesamten Kultivierungsprozesses in verschiedenen Pflanzenorganen untersucht
werden. Dabei wurde der Akkumulation in den verschiedenen Geweben der
Kartoffelknolle besondere Aufmerksamkeit entgegengebracht, da diese ein wichtiges
Nahrungsmittel darstellt.

Fur weitergehende Untersuchungen werden Calystegine in grof3eren Mengen
benttigt. Da bekannte Isolierungsverfahren sehr zeitaufwendig sind (Asano et al.
1995; Buttner 1998), sollte ein Gewebe gesucht werden, welches in hohem Mal3e
Calystegine akkumuliert. Darlber hinaus sollte untersucht werden, inwieweit die
Calysteginakkumulation durch Lichteinflu? und Verletzung verandert wird.
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Ausgehend von der Hypothese, dal} sich die Calysteginbiosynthese vom Tropan-
stoffwechsel der Pflanzen ableitet, sollte nach Hinweisen auf einen solchen Biosyn-
theseweg fur die Calystegine in der Kartoffel gesucht werden. In vivo Futterungs-
versuche mit Tropinon, einem Metabolit der Tropanalkaloidbiosynthese, sollten die
Umsetzung zum Pseudotropin zeigen. Die genetische Sequenz des Enzyms,
welches die spezifische Reduktion katalysiert, sollte anschlielend isoliert und das
Protein in E. coli Uberexprimiert werden. Besonderes Interesse sollte den Unter-
schieden in der AS-Sequenz im Vergleich zu den bereits bekannten TR's und der
Charakterisierung des Enzyms gelten.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, die Verteilung der mRNA-Transkripte der TR's
zu bestimmen, um Aufschluf3 tber den Ort der Biosynthese zu erhalten.

Protein-Reinigungsschemata sollten erarbeitet werden, die es ermdéglichen, die
heterolog exprimierten Proteine als Fusionsproteine zu reinigen. Homogen gereinigte
Proteine sind die Grundlage zur Herstellung von Antikdrpern, mit deren Hilfe die
Verteilung der TR-Proteine in den einzelnen Gewebeschichten gezeigt werden kann.
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B Material und Methoden

B 1 Materialien

B 1.1 Pflanzenmaterial

Kartoffeln, Solanum tuberosum L. var. Liu, Arkula und Adretta wurden von einem
regionalen Landwirtschaftsbetrieb (Fa. Muller, Kéthen), Solanum tuberosum L. var.
Désirée von der Saatzucht Fritz Lange KG, Bad Schwartau, bezogen. Es wurde
sichergestellt, dal3 diese frisch geerntet und nicht mit Keiminhibitoren behandelt
worden waren. Weiterhin wurden in vitro Kartoffelpflanzen var. Désirée, Kartoffel-
wurzelkulturen var. Désirée und Tabakblatter, Nicotiana tabacum L., verwendet. Die
Kartoffelwurzelkulturen wurden durch Transformation mit Agrobacterium rhizogenes,
Stamm LBA 9402, gewonnen.

B 1.2 Keimungsbedingungen, Pflanzenanzucht und Probennahme

Die frisch geernteten Knollen wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Unter diesen
Bedingungen keimten die Knollen wéahrend der néchsten 8 Monate nicht. Zur
Keiminduktion wurden sie in Raumtemperatur tberfiihrt und im Dunkeln gelagert.
Innerhalb einer Woche begannen die Kartoffeln zu keimen. Die Probennahme wurde
alle zwei Tage durchgefihrt.

Die Augen sind die anatomischen Strukturen, aus denen sich die Keime
entwickeln (Abb. B-1). Kartoffelkeime sind Seitentriebe, die Kartoffeln Sprof3knollen.
Die Augen wurden in zwei Grof3en (2 x 2 x 2 mm und 5 x 5 x 5 mm) ausgeschnitten.

Periderm
Rinde

vaskulares

Speicher-

parenchym

Gefaldring

Auge
Mark

Abb. B-1: Anatomischer Aufbau der Kartoffelknolle nach International Potato Center,
Peru, Bull. 6 (1986). Teile des Querschnittes wurden zur besseren Erkennung der
Strukturen angefarbt.
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Die Probennahme dormanter Augen 5 Monate nach der Ernte erfolgte direkt aus
dem Kuhlraum. Die Korkhaut (0,5 - 1,0 mm) umfaf3t nur das Periderm, die Schale
(2 mm) das Periderm und Teile des Rindengewebes. Das in den Untersuchungen als
Mark bezeichnete Gewebe vereint das vaskulare Speicherparenchym und das Mark
(Abb. B-1).

Kartoffelpflanzen wuchsen unter natirlichen Bedingungen im Arzneipflanzen-
garten des Institutes. Junge Blatter sind die ersten oberirdischen Blatter im Frihjahr.
In vitro Pflanzen wurden auf MS Medium mit 3 % Saccharose (3MS) in Kultur-
kammern bei 23°C und einem 16 h/8 h Licht-Dunkel-Rhythmus (Langtagbe-
dingungen). Kartoffelwurzelkulturen wurden kontinuierlich in Gamborg's B5 Medium
(300 ml Erlmeyerkolben) auf einem Rundschiittler bei 100 rpm und 23 °C im Dunkeln
kultiviert (vgl. Kap B 1.7).

B 1.3 Bakterienstamme

BL21 (DE3) hsdS gal (I clts857 ind1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 genel)

XL1-Blue hsdR17 endAl supE44 thi recAl gyrA96 relAl lac F'[proAB" lacl
lacZM15 Tn10( tet)']

SOLR™ el4-(mcrA)  (mcrCB-hsdSMR-mrr)171  sbcC recB  recd
umuC:Tn5(Kan") uvrC lac gyrA96 relAl thi-1 endAl lac F[proAB
lacl?lacZM15] Su- (nonsuppressing)

One Shot TOP10 F- mcrA [0 mrr-hsdRMS-mcrBC) O80lacZM15 O lacX74 recAl
deoR araD139 [l araleu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG

DH5a supE44 Olac U169 (080 laczM15) hsdR17 recAl endAl
gyrA96 thi-1 relAl

B 1.4 Plasmide und Vektoren

pCR®2.1 TOPO TA Amp' (Invitrogen)
pBluescript SK(+) Amp' (Stratagene)
pET 21d Amp" (Novagen)

B 1.5 cDNA-Banken

» | -Zap cDNA-Bank (Stratagene) aus Keimaugen (S. tuberosum) var. Désirée,
wurde von Herrn Prof. L. Willmitzer (Max-Planck-Institut Golm) zur Verfigung
gestellt.

» | -Zap cDNA-Bank (Stratagene) aus 3 mm Kartoffelkeimen, 5 Monate nach der
Ernte, von S. tuberosum var. Désirée, wurde von Herrn Olaf Stenzel (Institut fir
Pharmazeutische Biologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) herge-
stellt.
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B 1.6 Oligonukleotide
Die Synthese der Oligodesoxyribonukleotide erfolgte durch die Firmen Pharmacia

und MWG Biotech.

Primer Sequenz
PO1 5 TGAAGSYTCTGTTTGTGA 3
P02 5 NGCCCAYTCAMANGCCAA 3¢
P03 5 GATTACACTAGGAAGATTACTCTC 3
P04 5 GCCGGATCCGTGCCATATGAGGCTGTNTA 3¢
BamHI
PO5 5 GGAATTCTCGAGTTTTTTTTTITTTTTITTTT 3
EcoRl Xhol
P06 5 GCAAGTACCGATAAGTGGTAAGCAGC 3¢
P07 5 GCATTATTGACCAGAATATTGAG 3
Spe |
P08 5 CTGAGCTCTAGAGGATCCTTTTTTTTTTTTTITTTIT 3¢
Sacl Xbal BamHlI
P09 5 AGCCATGGCAGCAGGAAGATGGAATC 3
Ncol
P10 5° AAGGATCCTTAAAAGCCACCATTAGCCA 3¢
BamHI
P11 5' CGCGCCATGGCAGAATTGAGAGAAAAA 3
Ncol
P12 5" TTGCTCGAGAAACGCACCATTAGCTGT 3¢
Xhol
P13 5'GGAAGTGTGTCGTTGATGAACACAAGC 3¢
P14 5 TACCTCGAGAAAGCCACCATTAGCCAT 3
Xhol
P15 5° ACCACTTATCTGTACTAGCACACCCCT 3
P16 5° AAGAACTTGGCATGTGAATGGGCCAAG 3
AOL 5-CTGAGCTCTAGAGGATCC-3"

Sacl Xbal BamHI

Tab. B-1: PCR-Primer. Folgende Codes wurden verwendet: S: G+C; Y: C+T; M: A+C; N:
A+T+G+C. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Start- und Stop-Codon sind
hervorgehoben.
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Primer Sequenz

T7-Promotor 5 TAATACGACTCACTATAGGGAGA 3
T7-Terminator 5 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3

Rev 5 GGAAACAGCTATGACCATG 3
TRI Seq 5' CAGGAGTGGCAATACATAAG 3
TRII Seq 5 TCACGTAATCAAAAGGAGCT 3

Tab. B-2: Primer zur Sequenzierung und PCR-Selektion. Fir die A.L.F. Sequenzierung

waren diese Cy5-Fluoreszenz markiert.

B 1.7 Puffer, Standardlésungen und Medien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Medien entsprechen den Vorschriften
nach Sambrook und Mitarbeitern (1989). Abweichungen sind gesondert aufgefuhrt.
E. coli Stamme wurden in LB-Medium [Luria-Bertani-Medium, (Sambrook et al.
1989)], wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C angezogen. Gamborg's B5-Medium
wurde nach Gamborg und Mitarbeitern 1968 und 3MS-Medium nach Murashige und

Skoog 1962 hergestellt.

B 1.8 Kits und Enzyme

ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Kit

ALFexpress AutoRead Sequencing Kit
Ampli Tag-Polymerase (5 U/pl)
Chroma Spin Colums (100 und 400)

Exassist Interference-Resistant Helper Phage

Genclean Kit

High Prime DNA Labeling Kit
Lysozym

MRNA Purification Kit
Ni-NTA Spin Kit
Pfu-DNA-Polymerase (5 U/ul)
Plasmid Midi Kit

Plasmid Mini Kit

PeqGOLD RNAPure
Pyrobest DNA-Polymerase
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit
Restriktionsendonukleasen

RNase A

Superscript Preamplification System Kit
T4 Ligase

Tag-Polymerase (5 U/pl)

Terminal Desoxynucleotidyl Transferase
TOPO-TA-Cloning Kit

Perkin Elmer
Pharmacia
Perkin Elmer
Clontech
Stratagene
Bio 101
Roche
Boehringer Mannheim
Pharmacia
Qiagen
Promega
Qiagen
Qiagen
Peglab
Takara
Qiagen
Qiagen
NEB, Takara, Boehringer
Mannheim
Boehringer
GibcoBRL
Peglab
Peqglab
Takara
Invitrogen
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B 1.9 Chemikalien und Standards

Alle genutzten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad ,p. a.“ und wurden, sofern
nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma (Deisenhofen, BRD), Roth
(Karlsruhe, BRD), AppliChem (Darmstadt, BRD) und Merck (Darmstadt, BRD)
bezogen.

1 kb DNA-Leiter GIBCO BRL

100 bp DNA-Leiter Peqlab

Ampicillin Boehringer Mannheim
Biodyne A Membran 0,2 pm Pall

dATP[a-*?P] 3000 Ci/mmol NEN

Hybonda -N*-Membran Amersham

Glycin ICN

Nylonmembran positiv geladen Roche
Proteintestmixtur 4/5 Serva

Nortropin Boehringer Ingelheim

Calysteginreferenzsubstanzen (As, As, B1, B2, Bz, B4, C1 und N-Methylcalystegin
B,) sowie zwei dihydroxylierte Nortropanalkaloide [bezeichnet als Alkaloid | und II,
(Asano et al. 2001) ] wurden von Prof. Naoki Asano (Kanazawa, Japan) zur
Verfugung gestellt..

Nortropinon wurde freundlicherweise von Herrn Dr. P. Bachmann (Braunschweig,
BRD), Nortropin von der Firma Boehringer Ingelheim (Ingelheim, BRD) zur
Verfigung gestellt. Pseudotropin wurde von Frau Prof. B. Drager (Institut far
Pharmazeutische Biologie, Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg) gemaf
Nickon und Fieser (1952) synthetisiert.

B 2 Methoden

B 2.1 Methoden der Analytik

B 2.1.1 Isolierung und Derivatisierung der Calystegine

Zur Quantifizierung der Calystegine in den Pflanzengeweben wurden 1-5¢g
Frischmasse verwendet. Die Gewebe wurden lyophilisiert (Heto FD 1.0) und
anschlieBend zweimal mit 10 ml/lg FM MeOH/H,O (50 Vol%) extrahiert. Nach
Zentrifugation fur 10 min bei 4500 rpm wurden die Uberstande vereinigt, unter
Vakuum auf 40 % des Volumens eingeengt und anschlieRend neutralisiert. Der
eingeengte Uberstand wurde auf eine mit einem stark sauren Kationenaustauscher
(Merck lonenaustauscher I) gefillte Saule (Lange 100 mm, d = 10 mm, ca. 5 ml Gel)
gegeben. Gewaschen wurde mit H,O entsprechend dem 3 - 4fachen S&ulenvolumen
und anschlielend mit 2 N NH,OH eluiert, bis das Eluat einen basischen pH-Wert
hatte. Das Eluat wurde neutralisiert, unter Vakuum auf 1 ml/g FM eingeengt und ein
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Aliquot fur die Derivatisierung lyophilisiert.
Die Silylierung als Derivatisierung wurde wie folgt durchgefuhrt: zum Lyophilisat
wurden:

40 pl wasserfreies Pyridin
40 pl Hexamethyldisiloxan (HMDS)
10 pl Trimethylchlorsiloxan (TMCS)

gegeben, das Gemisch 5 min im Ultraschallbad behandelt und 15 min bei 50 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden 50 ul Azobenzol-Losung (1 mg/ml Azobenzol in
n-Hexan) und 360 ul n-Hexan zugegeben. Azobenzol dient als interner Standard bei
der GC-Untersuchung (vgl. Kap. B 2.1.5).

B 2.1.2 Calysteginbestimmung in verletzten Kartoffelkeimen

3 cm lange Kartoffelkeime wurden vertikal mit einem Skalpell im Abstand von
3 mm ca. 3 mm tief und 25 mm lang eingeschnitten und Uber 6 Tage bei RT im
Dunkeln gelagert. Kontrollkeime waren unverletzt. Die Keime wurden alle 24 h nach
Verletzung geerntet. Die Aufarbeitung erfolgte gemaR Kap. B 2.1.1.

B 2.1.3 Fltterungsversuche mit Tropinon

Frisch abgeschnittene Kartoffelkeime (20 — 30 mm), var. Liu, in vitro Pflanzen, var.
Désirée, deren Knollen (d =5 mm) sowie Blatter von Gewachshauspflanzen, var. Liu,
und Tabakblatter wurden in einer neutralisierten 5 mM Tropinonldsung Uber 24 bzw.
48 h bei RT unter normalen Tag/Nacht Bedingungen inkubiert. Als Kontrolle diente
eine 5 mM KCI-L6sung. Die Probenvorbereitung erfolgte nach Kap. B 2.1.4. Eine
Untersuchung erfolgte mit GC, GC-MS und AMD-TLC.

B 2.1.4 Isolierung der Metabolite und der Reaktionsprodukte des

Enzymassays

2 g Pflanzengewebe aus den Fultterungsversuchen (vgl. Kap. B 2.1.3) wurde mit
dem Morser homogenisiert, mit 700 i MeOH/H,O (50 Vol%) extrahiert und
zentrifugiert (5 min, 12000 rpm, 4 °C). 950 ul des Uberstandes bzw. 950 ul des
Enzymassays bei der Untersuchung der Reaktionsprodukte (vgl. Kap. B 2.3.2)
wurden mit 50 pl konzentriertem Ammoniak versetzt und auf Saulen, die mit 1 g
Extrelut (Merck) geflllt waren, gegeben. Nach 15 min wurde zweimal mit je 6 ml
Chloroform eluiert. Das Eluat wurde unter Vakuum eingedampft und in 100 pl
Ethylacetat aufgenommen. Diese Lésungen konnten direkt mittels GC und AMD-TLC
untersucht werden (vgl. Kap. B 2.1.5).

B 2.1.5 Gaschromatographie

Calystegine lassen sich als TMS-Derivate gut gaschromatographisch erfassen.
Deren Probenvorbereitung ist unter Kap. B 2.1.1 beschrieben. Zur Kalibrierung
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wurde Calystegin B, verwendet (vgl. Anhang Kap. G 1), als interner Standard diente
Azobenzol. Die Quantifizierung aller Calystegine mit Hilfe der Calystegin B, Eich-
gerade war moglich, da der Unterschied in den Peakflachen der verschiedenen
Calystegine bei gleicher Konzentrationen [05 % war. Pseudotropin, Tropin und
Norpseudotropin wurden gewodhnlich als freie Alkohole analysiert. In silylierten
Proben konnten sie aber auch als TMS-Derivate detektiert werden.

Fur die Quantifizierung der Calystegine wurden 3 bis 10 unabhangige Proben pro
Gewebe aufgearbeitet und der Gehalt an Calysteginen mittels GC bestimmt. Die
gewonnenen Daten wurden auf Ausreil3er untersucht. Werte, die mehr als +/- 30 %
vom Mittelwert abwichen, wurden als Ausreil3er gewertet und nicht mit in die
Berechnung einbezogen. Die Grenze von +/- 30 % wurde festgelegt, nachdem fir
einige Gewebe die Ausreil3er nach der Methode von Nalimov bestimmt worden
waren (Kaiser und Gottschalk 1972). Die Standardabweichung SD wurde bei n 0 3
Melwerten berechnet.

Gerateausstattung:
Gerat: Hewlett Packard Gaschromatograph HP 6890
Detektoren: Flammenionisationsdetektor (FID)
(simultan) Phosphor-Stickstoff-Detektor (PND)
Vorséaule: 20 cm deaktivierte Silica Kapillare, 320 um i. D.
Saule: HP-5

stationare Phase: 95 % Methylsiloxan, 5 % Phenylsiloxan
Séaulendimension: 30 m x 320 ym x 0,25 um

mobile Phase: Helium

Flu3rate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 1ul

GC-Temperaturprogramme fir die Calysteginbestimmung:

Je nach Extraktzusammensetzung wurden zwei verschiedene Temperaturpro-
gramme gewadahlt. Das Temperaturprogramm 2 bietet die Mdoglichkeit, neben den
Calystegin-TMS-Derivaten auch Tropin- und Pseudotropin-TMS-Derivate zu
detektieren.

Programm 1:
Anfangstemperatur: 160 °C
Temperaturgradient 1: 5 °C/min bis 240 °C
Temperaturgradient 2: 10 °C/min bis 300 °C
Injektion: Split: 1/20

Druck/Temperatur: 120 kPa / 250 °C
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Programm 2:

Anfangstemperatur:
Temperaturgradient 1:
Temperaturgradient 2:

Injektion:
Druck/Temperatur:

100 °C
8 °C/min bis 240 °C
15 °C/min bis 300 °C

Split:1/20
120 kPa/250 °C

GC-Temperaturprogramm fir Tropinon und dessen Metabolite:

Anfangstemperatur:
Temperaturgradient 1:
Plateau:
Temperaturgradient 2:

Injektion:
Druck/Temperatur:

65 °C

7 °C/min bis 120 °C
2 min 120 °C

15 °C/min bis 300 °C

ohne Split,
gepulste Injektion (200 kPa, 1,5 min), 250 °C

B 2.1.6 Gaschromatographie mit Massenspektroskopie

Geréateausstattung:

Gerat:

Detektor:
lonisierungsspannung:
Saule:
stationare Phase:
Saulendimension:
mobile Phase:
FluRrate:

Hewlett Packard Gaschromatograph HP 5890
Serie Il Plus

HP 5972 Quadrupolmassenspektrometer
30-70eV

HP-5

95 % Methylsiloxan, 5 % Phenylsiloxan

30 m x 320 um x 0,25 um

Helium

1 mi/min

GC-MS-Temperaturprogramm fiir Calysteqine

Anfangstemperatur:
Plateau:
Temperaturgradient 1:
Temperaturgradient 2:

Injektion:
Druck/Temperatur:

100 °C

2 min 100 °C

8 °C/min bis 240 °C
15 °C/min bis 300 °C

ohne Split
120 kPa/250 °C

GC-MS-Temperaturprogramm fiir Tropinon und dessen Metabolite:

Es wurde das unter Kap. B 2.1.5 beschriebene GC-Temperaturprogramm fur
Tropinon und dessen Metabolite mit der Ausnahme verwendet, dal3 die Injektion
ohne Split bei 120 kPa/260 °C erfolgte.
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B 2.1.7 AMD-TLC (Automated Multiple Development-TLC)

AMD-Dunnschichtchromatographie wurde verwendet, um Tropinon und dessen
Metabolite aufzutrennen. Fur die von Scholl und Mitarbeiter (2001) entwickelte
Trennmethode wurde das AMD 2 System (Camag, Schweiz) verwendet. Als
stationdre Phase kamen Kieselgel-Platten (250 um Schichtdicke, 10 x 20 cm, Glas,
Merck) zum Einsatz. Die Proben wurden mit dem Linomat IV (Camag, Schweiz)
aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte Uber 11 Stufen, beginnend mit einer mobilen
Phase aus MeOH/CHCI; (100 :0 Vol%) und einer Trennung Uber 20 mm. Die
Kammer wurde vor jeder Trennstufe fir 6 s mit komprimierter Luft konditioniert, die
durch eine Flasche mit 9 M Ammoniak geleitet wurde. Die Trockenzeit zwischen den
Laufen betrug 2 min. In den weiteren Stufen wurde das Laufmittelverhaltnis jeweils
um 10 Vol% verandert und die Trennstrecke um 5 mm bis auf 75 mm Gesamt-
trennstrecke erhdht (Ausnahme Lauf 10 und 11: Erhéhung Trennstrecke um 8 bzw.
7 mm).

Die Detektion erfolgte mit Dragendorffs Reagenz variiert nach Munier als Spray
(Baerheim-Svendsen und Verporte 1983). Im Reagenz wurde Weinsaure anstelle
Essigsdure verwendet, welches zu einer hoheren Empfindlichkeit fuhrt (Drager
1995b). Die Detektionsgrenze lag bei 1 pg fir Tropinon und 0,5 pg far Tropin und
Pseudotropin.

B 2.2 Methoden der Molekularbiologie

B 2.2.1 Klonierung und Sequenzierung

Die elektrophoretische Auftrennung der Nukleinsauren in Agarosegelen, allge-
meine Klonierungsschritte, DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen, Ligationen
und Plasmidisolation wurden nach den Protokollen von Sambrook und Mitarbeiter
(1989) durchgefiihrt. Fur einige dieser Standardmethoden standen Kits zur Ver-
fligung, bei denen, wenn nicht anders angegeben, nach den Vorschriften des Her-
stellers gearbeitet wurde (vgl. Kap. B 1.8).

Die Transformation der E. coli Stamme erfolgte mit der Hitzeschock-Methode von
Cohen und Mitarbeitern (1972).

Die Sequenzierung erfolgte nach Chen und Seeburg (1985) sowie Sanger und
Mitarbeitern (1977) mit dem ,,ABI Prism 377DNA Sequencer” (Perkin Elmer) oder mit
dem A.L.F.-Sequenziergerat (Pharmacia). Fur die A.L.F.-Sequenzierung waren Cy5-
markierte Oligonukleotide notig. Die Sequenzierung mit dem A.L.F.-Geréat wurde von
Dr. A. Peterson (Biozentrum Halle/S.) durchgefuhrt. Fur die Sequenzauswertung und
Restriktionsschnittstellenanalyse wurde die OMIGA 1.2 (Oxford Molecular Ltd.)
Software genutzt. DNA- und Proteinhomologievergleiche wurden mit den ein-
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schlagigen Tools wie FASTA3 und BLASTN durchgefiihrt. Diese Anwendungen sind
unter http://www.ebi.ac.uk/ebi_home.html zusammengefal3t.

B 2.2.2 Isolierung von RNA

Gesamt-RNA wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll mit dem ,peqGOLD
RNA Pure* Kit (Peglab) gewonnen. Fur starkehaltige Gewebe wie Kartoffelkeime,
Wurzeln und Gewebe aus der Kartoffelknolle wurde eine modifizierte Form des von
Reinbothe und Mitarbeiter (1992) beschriebenen Protokolls verwendet.

3 -5 g Gewebe wurden in flussigem Stickstoff zerrieben und mit 6 ml Extrak-
tionspuffer [10 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % (m/v) SDS] und
6 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI, 25: 24 : 1) fur 5 min unter kraftigem
Schitteln (Vortex Genie 2) extrahiert. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C und
5000 rpm wurde die walrige Phase mit 1 Volumen PCI gemischt, fir 5 min ge-
schttelt und wiederum fir 10 min zentrifugiert. Die Fallung der Proteine wurde sooft
wiederholt, bis keine Proteininterphase mehr sichtbar war. Die in der wal3rigen Phase
enthaltenen Nukleinsduren wurden mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und
3 Volumenanteilen Ethanol (96 %) Uuber Nacht bei —20°C gefallt. Nach
Zentrifugation fur 45 min bei 4 °C und 5000 rpm wurde das Pellet mit Ethanol (70 %)
gewaschen und bei RT getrocknet. Anschlie3end wurde das Pellet auf Eis in 5 ml
DEPC-H,0O gel6st. Die Fallung der Gesamt-RNA erfolgte mit 1 Volumen 4 M LiCl-
Losung (in 20 mM Natriumacetat, pH 5,2) mindestens 4 h auf Eis. Nach Zentri-
fugation fur 45 min bei 4 °C und 5000 rpm wurde das Pellet bei RT getrocknet, in
2ml DEPC-H,O geloést und mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und
3 Volumenanteilen Ethanol (96 %) Uber Nacht bei — 20 °C geféllt. Die RNA wurde
nach Sedimentation (45 min, 4 °C, 5000 rpm) mit Ethanol (70 %) gewaschen, bei RT
getrocknet und anschlief3end in 300 — 500 yl DEPC-H,0 gelost.

Die Konzentration der RNA wurde spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt. Die
Verunreinigung mit Protein wurde uber das Verhaltnis von Azsp nm/A2s0 nm bestimmt
und lag bei allen Proben > 1,6.

Aus 3 mm Kartoffelkeimen der Varietat Liu wurde mit dem ,mRNA Purification* Kit
(Pharmacia) mRNA gewonnen, die fur die RACE-PCR verwendet wurde (vgl. Kap. B
2.2.4.2).

B 2.2.3 Erststrangsynthese von cDNA

Die reverse Transkription von 5 pg Gesamt-RNA, isoliert aus 3 mm-Kartoffel-
keimen der Sorte Liu oder Désirée, erfolgte mit 200 U ,Superscript™ Il Reverse
Transkriptase” nach dem Protokoll des ,Superscript Preamplification System* Kits
(Gibco BRL). Dabei wurde fir die Gewinnung der cDNA, die fur die RT-PCR und die
3'RACE-PCR verwendet werden sollte, ein Oligo(dT)i21s Primer (Gibco BRL)
verwendet. Die cDNA als Matrix fur die 5RACE-PCR wurde mit dem TR-
genspezifischen Primer PO2 generiert (vgl. Tab. B-1).
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B 2.2.4 Isolierung von cDNA durch PCR Techniken

B 2.2.4.1 RT-PCR

Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde angewendet, um cDNA-Fragmente der
TRI und TRII aus S. tuberosum zu isolieren. In der Regel wurden im 50 pl
Standardansatz 3 pl cDNA als Matrix verwendet. Bei der PCR zur Isolation des TRI-
homologen Fragmentes wurde als Matrix ein Aliquot der cDNA-Bank, gewonnen aus
Kartoffelaugen, benutzt. Dieses wurde vorher wie unter B 2.2.4.4 beschrieben

behandelt.
Standard-PCR Ansatz:

Primer je 0,25 pM
10 x PCR-Puffer 5ul
dNTP’s 0,1 mM
Tag-Polymerase (Peglab) 2U
Aqua dest. ad 50 pl

Die PCR's wurden im T3 Thermocycler (Biometra) unter folgenden Standard-

bedingungen durchgefuhrt:

95 °C 5 min
95 °C 1 min
52-62°C 1min } 35 Zyklen
72 °C 1 min
72 °C 5 min

Um eine hohe Lesegenauigkeit zu erreichen, kamen bei der Amplifikation der TRI
und TRII Uber die gesamte Lange der cDNA die Pyrobest DNA-Polymerase (Takara)
und die Pfu-Polymerase (Promega) zur Anwendung. Es wurde folgendes

Temperaturprogramm verwendet:

95 °C 1 min
94 °C 1 min
55 °C 0,5-1min } 30 Zyklen
72 °C 1,5 min
72 °C 5 min

Pfu-Polymerase hat keine matrixunabhangige terminale Transferase-Aktivitat,
die an den 3‘Enden des PCR-Produktes ein einzelnes Desoxyadenosin (A) anhangt.
Vor der Klonierung der PCR-Fragmente in den pCR © 2.1 Vektor (Invitrogen) wird ein

solches Desoxyadenosin mit folgendem Ansatz 30 min bei 70 °C synthetisiert:
Qiaquick (Qiagen) gereinigtes PCR-Produkt 6 pl

Ampli Taq 10 x PCR-Puffer 1
dATP 2 mM 1l
Ampli Taq 2 U/l (Perkin Elmer) 1

MgCl, 25 mM 1l
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B 2.2.4.2 RACE-PCR

Die Durchfihrung der RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) orientierte
sich an den Protokollen von Nakajima und Mitarbeitern (1999a). In Abb. B-2 ist der
schematische Ablauf des RACE-PCR-Experimentes dargestellt. Zu Beginn wurde mit
RT-PCR ein TRIl-homologes Fragment amplifiziert (vgl. Kap. B 2.2.4.1) und
sequenziert.

3'RACE: Aus der cDNA, gewonnen durch Erststrangsynthese mit einem
Oligo(dT)12.18 Primer (Gibco BRL) aus Kartoffel-mRNA (3 mm-Keime), wurden mit
dem TRI/ll-genspezifischen Primer PO1 und einem Oligo-dT Primer PO5 (vgl.Tab. B-
1) nach Standard-PCR-Protokoll Produkte amplifiziert (vgl. Kap. B 2.2.4.1). Wie fiur
die RACE-PCR typisch, sind diese Amplifikate noch keiner distinkten Bande zuzu-
ordnen. Mit 1 ul des ersten PCR-Ansatzes als Matrix wurde eine zweite PCR, eine
sogenannte nested PCR, mit dem genspezifischen Primer PO3 und dem Oligo-dT
Primer PO5 bei gleichbleibenden Bedingungen durchgefiihrt. Da nach dieser zweiten
PCR immer noch keine distinkten Produkte entstanden waren, war eine dritte, nested
PCR mit den Primern P04 und dem Oligo-dT Primer P05 nétig. Dabei waren die
Primer P04 und P05 so gewahlt, dal3 sie eine BamHI und Xhol Restriktionsschnitt-
stelle in die Sequenz einfligten (vgl.Tab. B-1). Die PCR-Produkte wurden nach gel-
elektrophoretischer Auftrennung mit dem Genclean Kit (Bio 101) aus dem Agarose-
gel isoliert und anschlieRend mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Xhol
gespalten. Nach Abtrennung von Nukleinsaureresten bis 400 bp Lange uber
»,Chroma Spin 400“ Saulen (Clontech) wurden die Produkte in den vorher ebenfalls
mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Xhol geschnittenen und gereinigten
Vektor pBluescriptSK(+) kloniert. Positive TRII-Klone wurden mit PCR (vgl. Kap. B
2.2.4.4) selektiert und sequenziert.

start stop
TRII mRNA 5 AAAAA 3
PO1 P02
RT-PCR
| RT-PCR |
IRACE | P01 ) P03 P04 P05
AAAAA
SRACE  Tpog <po7Kpos]
AO1
Finale PCR P10

Abb. B-2: Schematische Darstellung der RACE-PCR.

5‘RACE: cDNA wurde durch Erststrangsynthese mit dem genspezifischen Primer
P02 generiert. Die ,Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase” (TdT, Takara) kata-
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lysiert die Inkorporation von Desoxynukleotiden an das 3'-OH der cDNA.

Dazu wurde ein Ansatz von:

cDNA 0,03 g
5 x TdT CoCl,-Puffer 12 ul
dATP 1mM 12 ul
Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (Takara) 7U
Aqua dest. ad 60 ul

7 min bei 37 °C inkubiert und anschlieRend die TdT bei 65 °C fur 5 min deaktiviert.
3 ul des Ansatzes wurden zur PCR mit dem genspezifischen Primer PO6 und einem
Oligo-dT Primer P08 unter Standard-PCR-Bedingungen angewendet (vgl. Kap.
B2.2.4.1).

1 pl dieses PCR-Ansatzes wurde fur eine weitere PCR verwendet, bei der neben
dem Primerpaar P07 (0,4 uM) und P08 (0,1 uM) ein Ankerprimer AO1 (0,3 uM) zum
Einsatz kam. Dabei waren die Primer P07, PO8 und A0l so gewahlt, dal3 sie eine
Spel und BamHI Restriktionsschnittstelle in die Sequenz einfugten (vgl.Tab. B-1).

Das Temperaturprogramm war wie folgt:

94 °C 5 min

55°C 5min } 1 Zyklus
72 °C 40 min

94 °C 1 min

55°C 1min } 35 Zyklen
72 °C 1 min

72 °C 10 min

Die gelelektrophoretische Auftrennung und Fragmentisolierung erfolgte analog der
3‘RACE. Geschnitten wurden die Produkte mit Spel und BamHI. Nach Abtrennung
von Nukleinsaureresten bis 100 bp Lange tber ,Chroma Spin 100* Saulen (Clontech)
wurden diese in den vorher ebenfalls mit Spel und BamHI geschnittenen und
gereinigten Vektor pBluescriptSK(+) kloniert. Positive TRII-Klone wurden mit PCR
(vgl. Kap. B 2.2.4.4) selektiert und sequenziert.

Finale RT-PCR: Mit dem Primerpaar P09 und P10 wurde eine RT-PCR (vgl. Kap.
B 2.2.4.1) durchgefiihrt, um einen cDNA-Klon zu erhalten, der vollstandig den
codierenden Bereich umfal3t. Durch Integration einer Ncol Schnittstelle am Start-
Codon und einer BamHI Schnittstelle nach dem Stop-Codon konnten die Amplifikate
nach Restriktionsspaltung und Abtrennung von Nukleinsaureresten (,Chroma Spin
400" Saulen, Clontech) in den vorher ebenfalls mit Ncol und BamHI gespaltenen und
gereinigten pET 21d Vektor (Novagen) ligiert werden. Nach Transformation von E.
coli DH5a mit den entsprechenden Plasmiden wurden die positiven Klone mittels
PCR (vgl. Kap. B 2.2.4.4) selektiert und anschlieRend sequenziert.
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B 2.2.4.3 Plasmid-PCR

Plasmid-PCR wurde zur Subklonierung und zur Gewinnung von Fragmenten, die
zur Herstellung von Hybridisierungssonden verwendet wurden, durchgefihrt.

Zur Subklonierung der StTRI-homologen- und der StTRII-L1-cDNA's in den Ex-
pressionsvektor pET 21d (Novagen) wurden Restriktionsschnittstellen mit PCR in die
cDNA-Sequenzen so eingefiuhrt, dal die cDNA's im Zielvektor im richtigen Lese-
rahmen vorlagen. Zur Amplifizierung der StTRI-cDNA wurde das Primerpaar P11 und
P12, zur Amplifizierung der StTRII-cDNA das Primerpaar P09 und P14 verwendet
(vgl.Tab. B-1).

Die Primer, die zur PCR zur Gewinnung von cDNA-Fragmenten fir Hybridi-
sierungssonden verwendet wurden, sind in den jeweiligen Kapiteln aufgefihrt.

Im Standard-PCR-Ansatz wurden jeweils 100 ng des Ausgangsplasmides (StTRI-
homolog-pBluescript bzw. StTRII-L1-pET) als Matrix benutzt.

B 2.2.4.4 PCR zur Selektion

PCR zur Selektion wurde zum Nachweis rekombinanter Klone bzw. positiver
Phagenpools beim Screenen einer cDNA-Bank verwendet.

Bakterien: Kolonien wurden von den Kulturplatten abgenommen und in 20 pl Aqua
dest. 10 min bei 95 °C behandelt, um durch Hitzedenaturierung die Plasmide fur die
PCR zuganglich zu machen.

Phagen: Aus den Phagenpools wurde ein Aliquot dreimal im Wechsel fir je 1 min
in flussigem Stickstoff eingefroren und bei 95 °C denaturiert.

Die PCR erfolgte nach Standardbedingungen (vgl. Kap. B 2.2.4.1) mit den Primern
P01 und P02 (Nachweis TRI und TRII) bzw. P09 und P10 (Nachweis TRII), wobei im
Falle der Bakterien die gesamten 20 ul, im Falle der Phagen 5 ul als Matrices
eingesetzt wurden.

B 2.2.5 Screening von cDNA-Banken

Es standen die unter Kap. B 1.5 aufgefiihrten cDNA-Banken zur Verfiigung. Zum
Screening mit der TRI-Sonde wurde die cDNA-Bank aus Kartoffelaugen, zum
Screening mit der TRII-Sonde die cDNA-Bank aus 3 mm langen Keimen benutzt. Die
Durchfihrung des Priméar-, Sekundar- und Tertidrscreenings lehnte sich an die
Protokolle von Stratagene an.

Beim TRI-Screening wurden 6 x 10° Phagen (beim TRII 1,5 x 10° Phagen), verteilt
auf 5 x 10* pfu/145mm Petrischale, entsprechend dem Protokoll ausplattiert und 8 h
bei 37 °C inkubiert, bis die Phagen eine Gréf3e von 1 -2 mm aufwiesen. Nach
Abkuhlung tGber Nacht im Kihlschrank wurden pro Petrischale nacheinander 2 Filter
(Biodyne A Membran, d=135mm, Pall, UK) 1 bzw. 3 min aufgelegt. Nach
Behandlung der Filter je 5 min mit 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl und 0,5 M Tris-HCI/1,5 M
NaCl (pH 7,4), 15 min mit 20 x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat/NaOH, pH 7,0)
und dem Fixieren der Phagen-DNA mittels UV-Licht (120 mJ, Stratalinker,
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Stratagene) wurden die Filter mit den Sonden hybridisiert. Als Hybridisierungssonde
diente beim TRI-Screening das durch PCR mit den Primern POl und P02 aus der
Kartoffelaugen-cDNA-Bank gewonnene Fragment, beim TRII-Screening das mit
Plasmid-PCR gewonnene Fragment (Primer: P09 und P10). Die radioaktive
Markierung erfolgte unter Verwendung des ,High Prime Labeling” Kits (Roche) mit
[a-**P]dATP. Nichteingebaute Nukleotide wurden mit dem ,Nucleotide Removal* Kit
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers abgetrennt.

Nach Vorhybridisierung (3 —4 h, 65 °C) in 30 ml Hybridisierungspuffer [6 x SSC,
10 mM EDTA, 5 x Denhardt's Lésung (Sambrok et al. 1989), 0,5% (m/v) SDS,
100 pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA] und anschliel3ender Hybridisierung mit
der radioaktiv markierten Sonde (15-18h) bei 65 °C im gleichen Hybridi-
sierungspuffer wurden die Membranen gewaschen [je zweimal bei RT in 2 x SSC,
0,1 % (m/v) SDS fur 15 min, je zweimal bei 55 °C in 1 x SSC, 0,1 % (m/v) SDS fur 30
min und einmal bei 55 °C in 0,1 x SSC, 0,1 % (m/v) SDS fir 15 min]. In Folie
eingelegt, wurde von den Filtern ein Autoradiogramm durch Auflegen eines
Rontgenfilmes (Kodak X-Omat Blue XB-1) und einer Verstarkerfolie Uber 72 h bei
- 80 °C aufgenommen.

Plagues, denen positive Signale auf beiden Membranen zuzuordnen waren,
wurden in 500 pl SM-Puffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM MgSQO,, 0,1 %
Gelatine, pH 7,5) gelost und unter Zugabe von 20 ul Chloroform 2 h bei RT
geschiuttelt. Diese Phagenpools wurden wie unter B 2.2.4.4 beschrieben mittels PCR
untersucht.

Beim TRII-Screening erfolgte eine Selektion der Phagenpools nach Gréfe der in
den Phagemiden enthaltenen cDNA's gemald dem Protokoll von Luo und Mitar-
beitern (1994). PCR-Amplifikate, synthetisiert mit den vektorspezifischen Primern T7-
Promotor und Rev (vgl. Tab. B-2), wurden nach Auftrennung im 1,5%igen Agarose-
gel und Ubertragung auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond N+,
Amersham) einer Southern Blot Analyse unterzogen (Arbeitsschritte vgl. Kap. B
2.2.7).

Mit einem Sekundar- (500 pfu/100 mm Petrischale) und einem Tertiarscreening
(100 pfu/200 mm Petrischale) unter gleichartigen Bedingungen wurden aus den
Phagenpools mit positivem PCR-Signal Einzelphagen isoliert. Die in vivo Excision
der pBluescript-Phagemide aus den UNI-ZAP XR Vektoren der ausgewahlten
Phagen wurde nach Herstellerprotokoll von Stratagene durchgefiihrt.

B 2.2.6 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus Bléattern von S. tuberosum var. Désirée nach einem
Protokoll von Brandstadter und Mitarbeitern (1993) isoliert. 200 mg Blattmaterial,
gemorsert in flissigem Stickstoff, wurden mit 1 ml Extraktionspuffer [L0O0 mM Tris-
HCI pH 8,0, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl, 1,5 % (m/v) SDS, 10 mM a-Mercapto-
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ethanol) 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl 3 M Kaliumacetat (in
11,5%iger Essigsaure) und Inkubation fir 10 min im Eisbad wurde fir 10 min bei
14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 Volumen PCI vorsichtig
gemischt und fir 5 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit 500 pl Isopropanol versetzt und wiederum 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde
mit Ethanol (70 %) gewaschen und in 50 ul TE-Puffer resuspendiert. Die RNA-
Spaltung erfolgte mit RNAse A (1 pg/ml) 1 h bei 37 °C.

B 2.2.7 Southern Blot Analyse

Mit Hilfe von Southern Blot Analysen wurde die Kopienzahl der TR-Gene im
Genom von S. tuberosum untersucht (Southern 1975). Je 20 pg genomische DNA
(vgl. Kap. B 2.2.6) wurde in verschiedenen Ansatzen mit den Restriktionsendo-
nukleasen EcoRI, EcoRV, BamHI, Hindlll und Xbal (100U, 12 h bei 37 °C)
vollstandig gespalten. Nach Auftrennung der DNA-Fragmente in einem 0,8%igen
Agarosegel wurde das Gel 15 min mit 0,25 M HCI behandelt. Es folgten eine
Inkubation fir 30 min in Denaturierungspuffer (1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH) und nach
kurzem Spulen mit H,O eine zweimalige Inkubation fur je 15 min in Neutralisierungs-
puffer (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCI pH 7,4). Der Kapillartransfer der Nukleinséduren
(Sambrook et al. 1989) erfolgte auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche) in
20 x SSC (vgl. Kap. B 2.2.5), die Fixierung der Nukleinsauren auf der Membran mit
UV-Licht (120 mJ, Stratalinker, Stratagene).

Fur die Vorhybridisierung (4 h) und die Hybridisierung (20 h) bei 42 °C wurde ein
Puffer aus 50 % (v/v) Formamid, 5 x SSPE (0,05 M NaH,PO,42H,0/NaOH pH 7,0,
0,75 M NacCl, 0,005 M EDTA) 0,1 % (m/v) SDS, 0,2 % (m/v) BSA, Ficoll und PVP und
120 pg/ml Heringssperma-DNA verwendet. Als Hybridisierungssonde kam beim TRI
Southern Blot ein 210 bp grof3es C-terminales Fragment zum Einsatz, welches durch
Restriktionsspaltung des TRI-pET 21d Vektors (Insertation der TRI-homologen-cDNA
zwischen der Ncol und der BamHI Schnittstelle des Vektors) mit BsaJl und BamHI
gewonnen wurde. Radioaktiv markiert wurde nach der beim cDNA-Bank-Screening
beschriebenen Methode (vgl. Kap. B 2.2.5). Nach dem Waschen [zweimal fir 15 min
mit 3 x SSC, 0,1 % (m/v) SDS bei RT und zweimal fur 25 min bei 60 °C] wurde die
Membran in Folie eingeschweil3t und ein Autoradiogramm durch Auflegen eines
,Cyclone™ Storage Phosphor Screens” (Multipurpose, Packard) erstellt. Entwickelt
wurde nach 48 h mit dem ,Cyclone™ Phosphorimager® (Packard). Nach dem
vollstdndigen Abwaschen der Radioaktivitat [zweimal 15 min mit 0,1 % (m/v) SDS bei
95 °C] wurde die Membran mit der TRII-Hybridisierungssonde (786 bp), gewonnen
mittels Plasmid-PCR (Primer: P09 und P10), unter oben genannten Bedingungen
rehybridisiert, gewaschen und entwickelt.
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B 2.2.8 Northern Blot Analyse

Je 20 pg Gesamt-RNA der unterschiedlichen Gewebe wurde nach 10 min
Denaturierung bei 65 °C in einem 1,2%igen Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt
(Sambrook et al. 1989). Nach dem Waschen des Gels (zweimal 25 min mit DEPC-
H,0 und 15 min mit 20 x SSC) wurden die Nukleinsduren durch Kapillartransfer
(Sambrook et al. 1989) auf eine Hybond N+ (Amersham) Membran tber Nacht
transferiert und mit UV-Licht (120 mJ, Stratalinker, Stratagene) auf der Membran
fixiert. FUr die Vorhybridisierung (4 h) und die Hybridisierung (20 h) bei 42 °C wurde
ein Puffer aus 50 % (v/v) Formamid, 5 x SSC, 5 x Denhard’s (Sambrook et al. 1989),
1% (m/v) SDS, 10 % (m/v) Dextransulfat und 50 pg/ml Heringssperma-DNA ver-
wendet. Hybridisiert wurde mit [a->*P]JdATP markierter TRI- oder TRIl-Sonde (je
400 bp langes C-terminales Fragment durch Plasmid PCR gewonnen; TRI: Primer
P16 und P12; TRII: Primer P15 und P10). Nach dem Waschen [zweimal fir 10 min
mit 2 x SSC, 0,1 % (m/v) SDS bei RT, einmal fir 30 min bei 58 °C mit 1 x SSC,
0,1 % (m/v) SDS und zweimal fiir 20 min bei 58 °C mit 0,2 x SSC, 0,1 % (m/v) SDS]
wurde ein Autoradiogramm wie unter B 2.2.7 beschrieben erstellt. Nach dem
vollstdndigen Abwaschen der Radioaktivitat (vgl. Kap. B 2.2.7) wurde die Membran
mit einer radioaktiv markierten 18S rRNA-Sonde aus L. esculentum unter oben
genannten Bedingungen rehybridisiert, gewaschen und entwickelt.

B 2.2.9 Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli

Die Herstellung der StTRII-L1 bis L3-pET 21d Plasmide ohne 6xHis-
Fusionsprotein ist in Kap. B 2.2.4.2 (Finale RT-PCR) beschrieben. Ausgehend von
Plasmid-PCR-Produkten (vgl. Kap. B 2.2.4.3) erfolgte die Herstellung der StTRII-L1-
und TR-homolog-pET 21d Vektoren unter Verwendung der 6xHis-Fusion. Das StTRI-
SE-pET-21d Plasmid mit dem Histidinanker wurde durch PCR mit Pfu DNA-Poly-
merase (vgl. Kap. B 2.2.4.1, Primerpaar P11 und P12), anschlieRendem Restriktions-
spaltung und Ligation erstellt.

Bei der Expression von rekombinanten TR-Proteinen wurden E. coli BL21 (DES3)
Zellen mit den entsprechenden Plasmiden transformiert (vgl. Tab. B-3).

pET 21d Plasmide
(Klonierungsstelle in der MCS)

Rekombinantes Protein

StTRII-L1 (Ncol/BamHIl) StTRII

StTRII-L2 (Ncol/BamHI) StTRII

StTRII-L3 (Ncol/BamHI) StTRII

StTRII-L1-His (Ncol/Xhol) StTRII-6xHis-Fusion
TRI-homolog-His (Ncol/Xhol) TR-homolog-6xHis-Fusion
StTRI-SE-His (Ncol/Xhol) StTRI-6xHis-Fusion

Tab. B-3: Vektoren fir die heterologe Expression von rekombinanten TR-Proteinen.
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Die Anzucht der transformierten Bakterien erfolgte in LB-Medium mit 50 pg/ml
Carbenicillin bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer ODgoo von 1,0. Die Induktion der
Expression erfolgte IPTG (1 mM) und wurde fiir die TRI 6 h bei 37 °C, 150 rpm und
fur die TRII 18 h bei 25°C, 150 rpm fortgefuhrt. Nach Zentrifugation (15 min,
5000 rpm, 4 °C) wurde das Pellet mit STE-Puffer (Sambrook et al. 1989) gewaschen
und rezentrifugiert. Das im Lysepuffer (0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0, 3 mM
DTT, 0,2 % Triton X-100, 0,001 % Lysozym) suspendierte Pellet wurde 30 min bei
30 °C inkubiert und dreimal bei - 80 °C eingefroren und aufgetaut. Der Zellaufschlufl3
wurde mit dem Potter-Homogenisator (Glass Col, USA) viermal 2 min bei
1000 rpm/min auf Eis durchgefiihrt. Nach Zentrifugation (20 min, 15000 rpm, 4 °C)
wurden die Uberstande zur Proteinreinigung und fiir den Enzymassay verwendet.

B 2.3 Methoden der Biochemie

B 2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS PAGE)

Proteinproben wurden mit Probenpuffer [0,625 M Tris-HCI pH 6.8, 10 % Glycerol,
2% (m/v) SDS, 4 % a-Mercaptoethanol, 0,25 %0 Bromphenolblau] im Verhéltnis 1 : 1
gemischt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Die gelelektrophoretische Auftrennung
erfolgte nach Laemmli (1970) in der Minikammer ,PHERO-minivert® (Biotech-
Fischer). Die Proteine wurden in einem 5%igen Sammelgel bei 25 mA konzentriert
und im 12,5%igen Trenngel bei 35 mA elektrophoretisch aufgetrennt.

Zur Auswertung der Gele wurden die Coomassie-Farbung (Empfindlichkeit
200 ng/Bande) oder die empfindlichere Silberfarbung (100 pg/Bande) verwendet.

Bei der Coomassiefarbung wurden die Gele mit Coomassie-Farbelésung [0,2 %
Coomassie Brilliant Blue R250, 10 % (v/v) Essigsaure, 50 % (v/v) MeOH, 1 %
Glycerol] gefarbt und mit einer Lésung aus 25 % (v/v) Ethanol und 10 % (v/v) Essig-
saure entfarbt.

Die Silberfarbung wurde nach der Methode von Heukhofen und Dernick (1988)
durchgefiihrt. Nach Fixierung [1 h mit 50 % (v/v) MeOH, 12 % (v/v) Essigséaure,
0,02 % (v/v) Formaldehyd] wurde dreimal fur 20 min mit Ethanol (50 %) gewaschen
und anschliel3end das Gel fur 1 min mit einer 0,02 % (m/v) Natriumthiosulfatldésung
behandelt. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit Wasser und eine Impréagnierung
[0.2 % (m/v) Silbernitrat, 0,025 % (v/v) Formaldehyd] Uber 20 min. Entwickelt wurde
nach dreimaligem Waschen (H,O) mit Entwicklungslésung [6 % (m/v) Natrium-
carbonat, 0,5 % (m/v) Natriumthiosulfat, 0,02 % (v/v) Formaldehyd] bis die Protein-
banden sichtbar wurden. AnschlieRend wurde die Reaktion mit [50 % (v/v) Methanol,
12 % (v/v) Essigsaure] abgestoppt.




B Material & Methoden 29

B 2.3.2 Enzymassay

Zur enzymatischen Reduktion des Tropinons und der Substratanaloga wird
NADPH als Co-Substrat bendétigt (Koelen und Gross 1982; Drager et al. 1988). Die
Umwandlung von NADPH zu NADP" folgt einer Extinktionsabnahme (Abb. B-3). In
die Aktivitatsberechnung flie3t der molare Extinktions-Koeffizient von NADPH mit
6.18 x 107 (I x mol™* x mm™) bei 340 nm und 30 °C ein (Bergmeyer 1985).

CHs
N

NADPH + H* Tropin
e (3a OH)
F : OH
. oder

N

NADP * Pseudotropin
OH  (3e OH)

Abb. B-3: Prinzip des photometrischen Enzymassays: Reduktion des Tropinons.

Der Ansatz in der MeRkuvette:

Protein (Probe) 3-20 ug
Kaliumphosphat-Puffer pH 6,4 0,1M
Substrat 5mM
NADPH 0,2 mM
Aqua dest. ad 1 mi

wurde bei 30 °C und 340 nm uber 120 Sekunden in einem Mel3bereich von A — 1,00
bis + 1,00 im Zweistrahlphotometer (UV-160A, Shimadzu) vermessen. Um den un-
spezifischen NADPH-Abbau nicht zu erfassen, wurde als Kontrolle der oben be-
schriebene Ansatz, aber ohne Substrat, verwendet. Unter Verwendung der Protein-
konzentrationen (vgl. Kap. B 2.3.3) konnte die Enzymaktivitdt/mg Protein errechnet
werden.

Der Enzymassay der reversen Oxidationsreaktion, bei dem die Bildung von
NADPH bei 340 nm untersucht wurde, enthielt 0,1 mM Kaliumphosphat-Puffer
pH 6,4, 0,2 mM NADP" und 5 mM Pseudotropin.

Zum Nachweis der Reduktionsprodukte mittels GC und GC-MS (vgl. Kap. B 2.1.5)
wurde ein Enzymassay mit einem NADPH regenerierenden System verwendet. 3 bis
20 pg Proteinldsung wurden in einem 1 ml Ansatz (1 mM Glucose-6-Phosphat, 2 U
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 0,5 mM NADP™, 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer
pH 6.4, 1 mM Substrat) 1 h bei 30 °C inkubiert. Mit 100 ul Ammoniak wurden die
Enzyme inaktiviert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte laut Kap. B 2.1.4 Uber
Extrelut (Merck).
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B 2.3.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zellaufschlissen erfolgte spektro-
photometrisch nach Bradford (1976). Als Standard wurde Rinderserumalbumin (BSA)
im Bereich von 40 bis 150 pg/ml verwendet.

B 2.3.4 Partielle Reinigung und Charakterisierung der StTRII

B 2.3.4.1 Partielle Reinigung der TRII mittels FPLC

Vom Bakterienlysat aus einem Liter Bakterienkultur (vgl. Kap. B 2.2.9) mit
rekombinantem StTRII-Protein wurden tber PD10 Saulen (Pharmacia, Sephadex
G-25 M Matrix) lonen und oberflachenaktive Substanzen abgetrennt. Eluiert wurde
dabei mit Startpuffer [10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 1 mM DTT, 15 % (m/v)
Glycerol].

Als Saulenmaterial fur die Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) wurde
Fractogel EMD-DEAE 650(M) ausgewahlt, welches ein basischer Anionenaus-
tauscher mit Diethylaminoethyl-Resten ist. Die Probe wurde mit Hilfe des Superloops
aufgetragen und anschlieRend so lange mit Startpuffer gewaschen, bis alle nichtge-
bundenen Proteine von der Saule eluiert worden waren. Das rekombinante Protein
wurde mit einem linearen Gradienten von 0 - 0,2 M NaCl in 120 ml eluiert.

Die Fraktionen wurden im Enzymassay (vgl. Kap. B 2.3.2) sowie mittels SDS-
PAGE (vgl. Kap. B 2.3.1) tUberprift.

Gerateausstattung FPLC:

Gerat: FPLC Pharmacia

Detektor: Photometer Uvicord S|
Absorption bei 280 nm

Schreiber: REC 102

Saule: Pharmacia C10 (LAnge 110 mm)

Matrix: Fractogel EMD-DEAE 650(M)

Flu3rate: 1 mi/min

Pumpe A: Pump P-500: Startpuffer

Pumpe B: Pump P-500: Startpuffer, 0,2 M NacCl

Gradientenprogrammer  GP-250 Plus

Fraktionierung: Frac 100: jeweils 5 ml

B 2.3.4.2 Konzentrierung des TRII-Proteins

Die FPLC-Fraktionen, die im Standardenzymassay (vgl. Kap. B 2.3.2) eine
pseudotropinformende Aktivitat zeigten, wurden vereint und mittels Dialyse
aufkonzentriert. Die Dialyse erfolgte in Cellulose-Membranen (Sigma), die mit PEG
40000 (Serva) umhiillt wurden. Bei 4 °C wurden die Proteinlésungen auf 2 —3 ml
eingeengt. Es wurden die Enzymaktivitat (vgl. Kap. B 2.3.2) und der Proteingehalt
(vgl. Kap. B 2.3.3) bestimmt.
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B 2.3.4.3 pH-Abhangigkeit der Enzymaktivitat

Der EinfluR des pH-Wertes auf die relative Enzymaktivitdt des StTRII-Enzyms
wurde in den wie unter B 2.3.4.2 gewonnenen, konzentrierten Proteinldsungen in
einem Bereich von pH 3,5 bis 8,5 ermittelt. Bei pH 3,5 bis 5,0 wurde in einem 0,1 M
Glycin-Puffer, im Bereich von pH 5,5 bis 8,5 in einem 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer
gemessen, wobei die Zusammensetzung des Enzymassays den Standardbe-
dingungen entsprach (vgl. Kap. B 2.3.2).

Fur die Messungen wurde immer dieselbe Proteinpraparation verwendet. Jeder
MeRwert wurde drei bis funfmal wiederholt; es wurden Mittelwerte gebildet. Die
Standardabweichung (SD) wurde bei n [0 3 Mel3werten berechnet und ist in Balken
angegeben.

B 2.3.4.4 K, und Vnax Bestimmung

Zur Bestimmung der K, und Vmax Werte der StTRII wurde der Standard-
enzymassay genutzt. Tropinon bzw. Nortropinon wurden in Konzentrationen von
0,01562 mM bis 4 mM eingesetzt. Beim Tropinon wurden die Parameter zusatzlich
auch bei pH 5,0 und 7,6 untersucht. Im Falle des Nortropinons konnte nur im Bereich
von 0,01562 mM bis 0,30 mM gemessen werden, da das Substanzgemisch Uber
eine hohe Eigenabsorption verfugt. Fur jeden Mef3punkt wurden 3 - 5 Messungen
durchgefuhrt. Die Auswertung der Enzymkinetik erfolgte nach den Methoden von
Michaelis-Menten und Lineweaver-Burk (Lehninger et al. 1994).

B 2.3.4.5 Testung von Substratanaloga

Neben Tropinon wurden verschiedene andere Substrate getestet, die in Abb. B-4
dargestellt sind. Im Enzymassay wurden diese analog Kap. B 2.3.2 verwendet.

B 2.3.5 Reinigung der rekombinanten TR-Enzyme als 6xHis-Fusionsprotein

Die Reinigung der rekombinanten TRI- und TRII-Enzyme (Fusion mit Histidin-
anker) wurde mittels Affinitditschromatographie Uber Ni-NTA-Agarose durchgefuhrt
(Schmitt et al. 1993; Sulkowski 1985).

Die Bakterienpellets aus 50 ml Expressionskulturen (vgl. Kap. B 2.2.9, Expres-
sionsbedingungen) wurden in 1 ml Lysepuffer (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl,
10 mM Imidazol, pH 8,0, 1 mg/ml Lysozym, 3 pul gesattigte PMSF-L6sung)
suspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Homogenisierung mit dem Potter-
Homogenisator (Glass Col, USA) viermal fur 2 min auf Eis und anschliel3ender
Zentrifugation (30 min, 15000 rpm, 4 °C) wurde der Uberstand (iber eine equilibrierte
.NI-NTA Spin“ Saulen (Qiagen) gegeben und zentrifugiert (2 min, 700 g, 4 °C).
Zweimal wurde mit 600 pl Waschpuffer (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM
Imidazol, pH 8,0) gewaschen und unter obigen Bedingungen zentrifugiert. Eluiert
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wurde zweimal mit 200 pl Elutionspuffer (50 mM NaH,PO4, 300 mM NacCl, 250 mM
Imidazol, pH 8,0).

Im Falle des TRI-Enzyms wurden alle Puffer auf einen pH von 7,0 eingestellt, da
sonst nach der Elution keine Aktivitat zu messen war.

N
%j Chinuclidin-3-on
ﬁ Nortropinon

N-Methylpiperidin-4-on

N-Propylpiperidin-4-on

o}
H-
H CS Q§ 3-Methylcyclohexanon
o
H.C-
H 4-Methylcyclohexanon
H
o

Abb. B-4: Strukturen von Tropinon-Substratanaloga fir den Enzymassay.
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C Ergebnisse

C 1 Analytik und Akkumulation der Calystegine in S. tuberosum

C 1.1 Analytik der Calystegine

Um Calystegine in Geweben von S. tuberosum bestimmen zu koénnen, war es
notig, die Rohextrakte mit einem stark sauren Kationenaustauscher aufzureinigen
(vgl. Kap. B 2.1.1). Der Nachweis und die Quantifizierung der Calystegine erfolgte in
der hier vorliegenden Arbeit mittels Gaschromatographie (GC) (Drager 1995a) und
GC mit massenspektrometrischer Detektion (GC-MS) (Drager 1995a; Molyneux et al.
1996).

C 1.1.1 Quantifizierung von Calysteginen mittels GC

Calystegine sind nichtflichtige Verbindungen. Sie mussen fir die gaschro-
matographische Untersuchung einer Derivatisierung unterzogen werden (vgl. Kap. B
2.1.1). Mit einem Gemisch aus Hexamethyldisiloxan (HMDS) und Trimethylchlor-
siloxan (TMCS) erfolgte eine ,milde* Silylierung, d. h. die Calystegine wurden an den
Hydroxylgruppen, nicht dagegen an der sekundaren Aminogruppe silyliert (Dréager
1995a). Abb. C-1 zeigt die Chromatogramme eines Kartoffelkeimextraktes mit
simultaner Flammenionisationsdetektion (FID) und stickstoffsensitiver Detektion
(PND).

Die Zuordnung der Signale erfolgte durch die Retentionszeiten im Vergleich zu
reinen Calysteginen als Referenzsubstanzen und dem Verhéltnis zwischen PND und
FID. Die Quantifizierung wurde mit dem FID-Signal durchgefiihrt, da dieses Uber eine
hohere Basisliniengenauigkeit verfugt. Calystegin B, diente zur Kalibrierung. (vgl.
Anhang Abb. G-1). Die Detektionsgrenze fur Calystegine im Extrakt lag bei » 1 pg/ml
Probe. Eine zuverlassige Quantifizierung war bei Konzentrationen > 10 pg/ml Probe
moglich. Das entspricht der unter Kap. B 2.1.1 beschriebenen Aufarbeitungsmethode
» 5 — 10 pg Calystegin/g FM in Abhangigkeit von der verwendeten Frischmasse (FM)
pro Probe. Die Calystegine As, Bs und B; konnten nur in wenigen Proben detektiert
werden (siehe Kap. C 1.2.2.1). Die Konzentration des Calystegines As war
< 10 pg/ml Probe, im Fall der Calystegine B; und B3 <5 pg/ml Probe. Erschwerend
kam hinzu, dal3 bei der Retentionszeit von Calystegin B; (10,25 min) ein weiteres
Signal auftrat, das keinem Calystegin zuzuordnen war. Weitere Calystegine in Kon-
zentrationen < 5 pg/g FM kdnnen nicht ausgeschlossen werden (siehe auch Kap. C
1.1.2).
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Abb. C-1: Gaschromatogramme eines Extraktes aus 3 mm Keimen von S. tuberosum, var.
Liu nach Silylierung. Gemessen wurde im GC-Temperaturprogramm 1 (vgl. Kap. B 2.1.5)
Abb. A: FID-Signal. Abb. B: PND-Signal. Bei der Retentionszeit des Calystegines B,
(10,25 min) ist die Coretention mit einem unbekannten Stoff zu sehen.

C 1.1.2 Identifizierung von Calysteginen mit GC-MS

Silylierte Proben (vgl. Kap. B 2.1.1) aus Extrakten von S. tuberosum der
verschiedenen Entwicklungsstadien wurden zusatzlich mittels GC mit massenspek-
trometrischer Detektion untersucht. Das Temperaturprogramm wurde so gewahlt,
daf3 auch Metabolite des Tropinons detektiert werden konnten (GC-MS Temperatur-
programm fur Calystegine, vgl. Kap. B 2.1.6). Die Massenspektren wurden mit denen
der Referenzsubstanzen verglichen. Sie zeigen die in der Literatur beschriebenen
typischen Fragmentierungsmuster fur Tropanalkaloide (Blossey et al. 1964) und
Calystegine (Drager 1995a). In Abb. C-2 sind die Fragmentierungsmuster von
Calystegin-TMS-Derivaten dargestellt.
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Abb. C-2: GC-MS-Fragmentierungsmuster von Calystegin-TMS-Derivaten (Calystegin A,
As, A,, Bs, Bs und B,) eines Extraktes aus 3 mm Keimen von S. tuberosum, var. Liu nach
Silylierung. Es wurde das GC-MS Temperaturprogramm fiir Calystegine (vgl. Kap. B 2.1.6)
verwendet.
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Typische Fragmente der in Kartoffelextrakten gefundenen Calystegine und ihre
relative Signalstérke sind in Tab. C-1 zusammengefalit.

Retention Charakteristische lonen [m/z]

[min] und in Klammern angegeben: relative Signalstarke [%0]

Calystegin Aq 15,11 101 (1) 116(2) 156 (100) 244 (6) 285(4) 360(0,3)

Calystegin As 14,65 101 (2) 116 (2) 156 (100) 244 (5) 285(4) 360 (1)

Calystegin A, 14,85 116 (2) 156 (100) 244 (2) 285 (4) 360 (1)
Calystegin B; 18,38 129 244 373
Calystegin B, 19,98 156 (9) 217 (100) 244 (8) 373 (1)
Calystegin B; 18,05 156 217 244 373
Calystegin B, 17,41 156 (7) 217 (100) 244 (6) 373 (1)

Tab. C-1: Typische Fragmente der Calystegin-TMS-Derivate und ihre relative
Signalstarke. Fir die Calystegine B; und B; konnte die relative Signalstarke nicht
angegeben werden, da die Konzentrationen in den Proben zu gering waren. Die relative
Signalstéarke ist der Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung.

Bei allen Fragmentierungen sind unter den gewahlten GC-MS-Bedingungen die
zugehorigen Molekiilionen M* (Calystegin A-Gruppe: m/z 375; B-Gruppe m/z 463) im
Spektrum nicht sichtbar.

Calystegin Az und As und ein weiteres potentielles Calystegin der A-Gruppe (hier
bezeichnet mit Calystegin A,, Retentionszeit: 14,85 min) zeigten ein Fragment mit
m/z 360, fur das eine Abspaltung einer CHsz-Gruppe vom TMS-Calysteginderivat
postuliert wurde (Drager 1995a). Allerdings war das m/z 360 Signal in allen Calys-
teginen der A-Gruppe nur sehr schwach. Die starksten charakteristischen Signale
waren das m/z 285 (Abspaltung einer HO-TMS-Gruppe) und das m/z 156, ein pos-
tuliertes 2-TMS-Ether-substituiertes Pyrroliniumion (Drager 1995a). Die Zuordnung
des Calystegin A, zur A-Gruppe erfolgte auf Grund der Retentionszeit, die zwischen
dem Calystegin As (14,65 min) und A3 (15,11 min) lag. Die genaue Positionierung der
Hydroxylgruppen im Calystegin A, war nicht moglich, da die entsprechenden Re-
ferenzsubstanzen fehlten. Es ist anzunehmen, dal3 eine Hydroxylgruppe, wie bei
allen bisher beschriebenen Calysteginen in Position 1 vorhanden ist (Asano et al.
2000a). Auf Grund des m/z 156 Fragmentes des 2-TMS-Ether-substituierten Pyrro-
liniumions sollten zwei weitere Hydroxylierungen in Positionen 2, 3 oder 4 zu finden
sein. Bis jetzt sind Calystegin A7 (1, 2e, 4a-OH) aus Lycium chinense (Solanaceae)
(Asano et al. 1997b) und Calystegin Ag (1, 2a, 3e-OH) aus Scopolia japonica
(Solanaceae) (Asano et al. 2000a) mit solchen Hydroxylierungen beschrieben
worden.
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Abb. C-3: Gaschromatogramm mit Massenspektrum des Calystegins B; eines Extraktes
aus 3 mm Keimen von S. tuberosum, var. Liu nach Silylierung. A: Ausschnitt aus dem
Gaschromatogramm (schwarze Linie) mit den relativen lonenstarken des m/z 373
Fragmentes (blaue Linie) und des m/z 244 Fragmentes (griine Linie); B: Massenspektrum
des Cal B; mit Uberlagerungen; C: Extrahiertes Spektrum (AMDIS-Software). Es wurde das
GC-MS-Temperaturprogramm fir Calystegine (vgl. Kap. B 2.1.6) verwendet.
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Die Calystegine B, B3 und B4 hatten als Hauptsignale das Fragment m/z 217, ein
TMSO-CH=CH-CH"-OTMS lon und das Fragment m/z 156. Das lon mit m/z 373
wurde unter Abspaltung einer HO-TMS-Gruppe gebildet, war aber nur als sehr
schwaches Signal sichtbar. Die Identifizierung von Calystegin B; (Retentionszeit
18,38 min) erwies sich als schwierig, da auch mit dem Temperaturprogramm fir die
GC-MS keine klare Trennung erzielt werden konnte. Mit Hilfe der AMDIS GC-MS
Auswertungssoftware (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification
System, DTRA/NIST, USA) war es moglich, bei sich Uberlappenden und sehr
schwachen Signalen die ,wahren” Fragmente aus dem Spektrum zu extrahieren. So
konnten die fur Calystegin-B;-typischen Fragmente, das m/z 373 lon (Abspaltung
einer HO-TMS-Gruppe vom silylierten Calystegingeriist), das m/z 244 lon, welches
einem 2,4-Di-TMS-Ether-substituierten Pyrroliumion zuzuordnen ist, und das Frag-
ment mit m/z 129 nachgewiesen werden (Abb. C-3, Tab. C-1).

Kirzlich beschriebene Dihydroxytropane aus calysteginakkumulierenden Pflanzen
wurden in Kartoffel nicht gefunden (Asano et al. 2001). Tropin und Pseudotropin,
Metabolite des Tropinons, und deren Ester konnten in den Kartoffelextrakten nicht
detektiert werden.

C 1.2 Akkumulation der Calystegine in S. tuberosum

In Solanum tuberosum wurden Calystegine in Blattern und der Schale beschrie-
ben (Nash et al. 1993). Hohere Konzentrationen wurden in Kartoffelkeimen gefunden
(Drager et al. 1995c). Ausgehend von der Hypothese, dal3 sich die Calystegine aus
dem Tropanalkaloidstoffwechsel (vgl. Abb. A-2) ableiten, wurde die Akkumulation der
Calystegine zunachst in ausgesuchten Geweben verschiedener Sorten von S.
tuberosum bestimmt. Im Anschluf3 wurde eine detaillierte Untersuchung in Geweben
einer Sorte wahrend des gesamten Kultivierungsprozesses durchgefuhrt. Fir spatere
Futterungsversuche sollte ein calysteginreiches Gewebe gefunden werden.

C 1.2.1 Calysteginein verschiedenen Sorten von S. tuberosum

Kartoffeln var. Arcula (Reifezeitklassifizierung: sehr frih), Adretta (frih bis
mittelfrih) und Liu (mittelfriih) wurden auf Calysteginakkumulation in Kartoffelkeimen
und in den Kartoffelaugen untersucht (Abb. C-4). Der grof3te Unterschied im
Calystegingehalt zwischen den verschiedenen Kartoffelsorten wurde in 3 mm-Kei-
men gemessen, hier unterschied sich der Gehalt von der var. Liu um bis zu 120 % im
Vergleich zur Sorte Arcula. Die Gesamtcalysteginmenge war in allen untersuchten
Geweben in der Sorte Liu am héchsten. Mit 3971 pg/g FM (Arcula) bis 4403 pg/g FM
(Liu) Gesamtcalystegin wurde der hochste Gehalt in den Keimaugen beim Keimstart
gefunden. Erfolgte die Keimung unter LichteinfluR war keine wesentliche Anderung
der Calysteginakkumulation zu beobachten. Gleiches gilt fir die Schale von
Kartoffelknollen, die im Licht mehrere Tage inkubiert wurde (ohne Abbildung).
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Abb. C-4: Akkumulation der Calystegine in den Kartoffelgeweben der Sorten Adretta,
Arcula und Liu 5 Monate nach der Ernte. Die Augen wurden beim Keimstart mit einer
GroRRe von 2 x 2 x 2 mm geerntet. Die Werte sind Mittelwerte aus 3 - 6 unabhangigen Be-
stimmungen.

C 1.2.2 Calystegine in Geweben der Sorte Liu

Fur differenzierte Untersuchungen wurden Gewebeproben der Sorte Liu wahrend
des gesamten Kultivierungsprozesses verwendet, da diese den hdchsten Gehalt an
Calysteginen zeigten (Kap. C 1.2.1).

C 1.2.2.1 Calysteginverteilung in Knollen und Keimen

Die Akkumulation der Calystegine in Knollen und Keimen von S. tuberosum var.
Liu wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Direkt nach der Ernte
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waren die Knollen dormant (Wiltshire und Cobb 1996). Sie keimten nicht, wenn sie
bei Raumtemperatur fur mehrere Wochen gelagert wurden. Nach funfmonatiger
Lagerung bei 4 °C keimten die Knollen bei Raumtemperatur nach einer Woche.
Weitere Gewebe wurden nach 8 Monaten Lagerung bei 4 °C und bei Keimung unter
nattrlichen Bedingungen im Boden untersucht.

In den untersuchten Geweben (vgl. Kap. B 1.2) waren Calystegin Az, B, und B4 die
Hauptvertreter der Nortropanalkaloide, sie konnten in allen Geweben quantifiziert
werden (Abb. C-5). Die Calystegine As, Bz und B; und vermutlich ein weiteres
Calystegin der A-Gruppe (vgl. Kap. C 1.1.2) konnten nur in den Augen beim
Keimstart und in 3 — 10 mm-Keimen detektiert werden (< 10 pg/g FM).

Innerhalb der vier Entwicklungsphasen wurde die héchste Akkumulation der
Calystegine in den klein ausgeschnittenen Augen beim Keimstart, 5 Monate nach der
Ernte, registriert. Alle Gewebe enthielten zu diesem Zeitpunkt mehr Calystegine als
dormante Knollen direkt nach der Ernte. Die Korkhaut, die das Periderm umfalfit,
enthielt dreimal mehr Calystegine als 5 Monate zuvor. Die Akkumulation konzentriert
sich in diesem Entwicklungsstadium in den klein ausgeschnittenen Augen beim
Keimstart, die im Vergleich zu den grof3er ausgeschnittenen Augen die dreifache
Menge Calystegine aufwiesen.

Acht Monate nach der Ernte war die Calysteginakkumulation in Augen beim
Keimstart und in kleinen Keimen ungefahr halb so grof?3 wie nach 5 Monaten.

Bei Kartoffeln, die in Erde gepflanzt wurden, war der Calystegingehalt in 3 mm-
Keimen etwa vergleichbar mit den Keimen, die unter Lichtausschlu3 bei Raum-
temperatur gebildet wurden. Im weiteren Verlauf nahm deren Gehalt im Boden
verhaltnismanRig stark ab. Es konnte nicht geklart werden, ob dies im Zusammenhang
mit einer mechanischen Beanspruchung im Boden und/oder mit der niedrigeren
Bodentemperatur zusammenhangt. Das Verhaltnis von Calystegin B, zu Az ist in den
Keimen relativ konstant, im Mark ist es zugunsten von Calystegin A3 verschoben.

Der Calystegingehalt bezogen auf eine Standardkartoffel von ca. 120 g mit einer
elliptischen Grundflache von 6 x 4,5 cm wurde berechnet. Dabei zeigte sich, daf3 die
Calystegine in der Kartoffel wahrend der Lagerung gebildet werden. Nach der Ernte
akkumulierten 11,9 mg Gesamt-Calystegine. Nach funf Monaten hatte sich der
Gehalt mit 25,6 mg mehr als verdoppelt. Acht Monate nach der Ernte stieg der
Gehalt sogar auf 29,8 mg.
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Abb. C-5: Calysteginakkumulation in Knollen und Keimen von S. tuberosum var. Liu. Die
Korkhaut umfaft das Periderm, die Schale das Periderm und Bereiche des
Rindengewebes. Die Werte sind Mittelwerte aus 4 -10 Bestimmungen, Standard-
abweichungen sind in Balken angegeben. Fir Keime im Boden wurden 2 Bestimmungen
durchgefinhrt.
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C 1.2.2.2 Calysteginverteilung in Pflanzen

Gewebe von Kartoffelpflanzen var. Liu wurden in 3 Entwicklungsstadien unter-
sucht (Abb. C-6). Die Hauptcalystegine waren wiederum Az und B,. Calystegin By
konnte zwar detektiert werden, der Gehalt war aber zu gering, um ihn zu quan-
tifizieren.

Die Werte in oberirdischen Geweben waren sehr viel geringer als in keimenden
Kartoffelknollen. Der Gehalt in jungen Blattern betrug ca. 1/30 des Gehaltes in den
Augen beim Keimstart (vgl. Abb. C-5).

Die ersten oberirdischen Blatter im Fruhjahr (junge Blatter) hatten einen &hnlichen
Calystegingehalt wie die Blattansatze direkt unter der Erdoberflache und die Wurzeln
5 cm grof3er Pflanzen. Der Calystegingehalt in Wurzeln 20 cm grofRer Pflanzen blieb
konstant, wahrend sich der in Blattern schrittweise verringerte. Junge Blatter hatten
einen hoheren Gehalt an Calysteginen als obere und untere Blatter von 20 und
40 cm grofRen Pflanzen. In der Literatur wurde dieser Befund auch fir andere
Solanaceen beschrieben (Drager et al. 1995c). In den unteren Blattern war das
Calystegin Az nicht mehr nachweisbar.

Pflanzen von 20 cm Grol3e bilden Stolone, aus denen Kartoffelknollen entstehen.
In den Stolonen akkumulierten 38 pg/g FM Calystegine (ohne Abbildung).
Kartoffelknollen (d = 0,5cm) zeigten eine deutlich héhere Calysteginkonzentration
(ca. 300 ug/g FM) als alle anderen Gewebe in den Kartoffelpflanzen. Wenn sich der
Durchmesser der kleinen Knollen auf 1,0cm verdoppelt hatte, war deren
Calystegingehalt nur noch halb so grof3.

Pflanzen von 30 — 40 cm GroR3e blihen, die unteren Blatter farben sich gelb und
beginnen zu welken. Bliten, als Ganzes extrahiert, akkumulierten ca. 150 pg/g FM
Calystegine, welche neben jungen Bléattern den héchsten Gehalt an Calysteginen in
oberirdischen Geweben aufwiesen. Interessant ist, da3 zu diesem Zeitpunkt der
Gehalt in den Bliten fast doppelt so hoch war wie in den Wurzeln.

Neben den in Abb. C-6 gezeigten Werten wurden noch weitere Gewebe Aalterer
Pflanzen untersucht, wie z. B. gelbe und verwelkte Blatter, gelbe Stengel sowie
Samen. Der Calystegingehalt war zu gering, um gemessen zu werden (< 5 pug/g FM).

Der Gehalt an Calysteginen ist in den Abbildungen auf Frischmassebasis
angegeben. Es wurden aber auch die Trockenmassen fir jede Probe bestimmit.
Typische prozentuale Verhéaltnisse sind in Abb. C-7 dargestellt. Das Trocken-
masse/Frischmasse-Verhaltnis war in den oberirdischen Geweben niedriger als in
den Knollengeweben. Dies alleine erklart aber nicht den geringeren Gehalt an
Calysteginen. Auf Trockenmassebasis bezogen ist der Gehalt an Calysteginen in
oberirdischen Geweben ebenfalls geringer.
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Abb. C-6: Calysteginakkumulation in Pflanzen von S. tuberosum var. Liu. Die Werte sind
Mittelwerte aus 3 -9 Bestimmungen, die Standardabweichung ist in Fehlerbalken
angegeben.
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Abb. C-7: Prozentuales Trockenmasse/Frischmasse-Verhaltnis in typischen Kartoffel-
geweben. n. E.: nach der Ernte; Eo: Erdoberflache. Die Werte sind Mittelwerte aus 3 - 10
Bestimmungen, die Standardabweichungen sind in Fehlerbalken angegeben. Bei einigen
Geweben ist die Standardabweichung so klein, daf3 sie im Diagramm nicht sichtbar ist.
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C 1.2.2.3 Verteilung der Calystegine innerhalb der Kartoffelkeime

Kartoffelkeime wurden auf die Verteilung der Calystegine innerhalb des Keims
untersucht (Abb. C-8). Die Calystegine akkumulieren Uberwiegend in den
Keimspitzen. Der erhéhte Gehalt im unteren Teil des Keimes beruht wahrscheinlich
auf der Akkumulation in den Wurzelanséatzen. Hohe Calysteginkonzentrationen in
den Spitzen wurden wiederholt in Keimen > 100 mm gemessen. Im Gegensatz dazu
konnte in Keimen von 20 mm Grol3e kein Unterschied zwischen den Spitzen und
dem mittleren Teil festgestellt werden (ohne Abbildung).

unterer Teil und
Wurzelansatz (20mm)

@Cal A3
WCal B2

mittlerer Teil (110mm) ECal B4

Spitze (3mm)

gesamter Keim

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
pg/g FM

Abb. C-8: Verteilung der Calystegine in ca. 120 mm langen Kartoffelkeimen. Die Werte
sind Mittelwerte aus 3 - 6 Bestimmungen, die Standardabweichungen sind in Fehlerbalken
angegeben.

C 1.2.2.4 Calysteginakkumulation nach Verletzung

Calystegine scheinen verstarkt in jungen meristematischen Geweben zu
akkumulieren. Das fiihrt zu der Frage der biologischen Bedeutung der Calystegine.
Sie konnten als Abwehrsubstanzen agieren, wie es fir andere Glycosidase-
hemmstoffe diskutiert wird (Fellows et al. 1992). Es sollte getestet werden, ob die
Calysteginbiosynthese infolge von mechanischer induziert werden kénnen (Kumar et
al. 1991). Eine Verwundung der Kartoffelknolle fiihrte zu einer hdheren Akkumulation
von Glycoalkaloiden innerhalb weniger Tage (Friedman und Mc Donald 1997a).

3 cm lange Kartoffelkeime wurden, wie unter Kap. B 2.1.2 beschrieben, verletzt.
Innerhalb von 6 Tagen nach Verletzung formte sich an den verletzten Stellen ein
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brauner Kork, Seitentriebe begannen sich zu entwickeln. Es konnte keine signifikante
Veranderung der Calysteginakkumulation beobachtet werden (ohne Abbildung).

C 2 Fdatterung von Tropinon an Kartoffelgewebe

Um die Hypothese zu untermauern, dal3 sich die Calysteginbiosynthese vom
Tropanalkaloidstoffwechsel ableitet (vgl. Abb. A-2), wurden Fltterungsversuche mit
Tropinon an intakten Geweben durchgefiihrt. Es sollte der erste putative
Biosyntheseschritt auf dem Weg zu den Calysteginen, die Reduktion von Tropinon,
untersucht werden (vgl. Kap. B 2.1.3).

3 mm-Keime enthielten fast doppelt so viel Calystegine wie 20 mm-Keime. Sie
lassen sich aber durch ihre geringe Grol3e im Futterungsversuch schlecht hand-
haben. Deshalb wurden 20 — 30 mm grol3e Keime verwendet, die ca. 1000 pg/g FM
Calystegine enthalten (Abb. C-5). Sie sind ein geeignetes Gewebe flr die mdgliche
Umsetzung von Tropinon. In vitro Kartoffelpflanzen var. Désirée und deren Knollen,
die keine Calystegine enthalten (unverdffentlichte Ergebnisse Scholl und Drager),
Blatter von Gewdachshauspflanzen var. Liu und Tabakblatter sollten ebenfalls
untersucht werden.

Nach 24 Stunden Inkubation mit Tropinon wurde Pseudotropin neben nichtmeta-
bolisiertem Tropinon sowohl in den Keimen als auch in in vitro Pflanzen und deren
Knollen (ohne Abbildung) detektiert, wahrend in den Kontrollen keiner der Metabolite
zu finden war (Abb. C-9).

S K-T K-K Pf-T Pf-K S K-T K-K

. po. g B — Tropinon
i _ — Pseudotropin
— — Tropin
A B

Abb. C-9: Fitterung von Kartoffelkeimen und in vitro Pflanzen mit 5 mM Tropinon. Die
Kontrollen wurden mit 5 mM KCI behandelt. Abb. A: 24 h nach Inkubation, Abb. B: 48 h
nach Inkubation. Dinnschichtchromatographische Auswertung der Umsetzungsprodukte.
S: Standards (Tropinon [R;: 0,84], Pseudotropin [R: 0,63] und Tropin [Rs: 0,53]); K-T: Keim,
mit Tropinon gefittert; K-K: Keim, Kontrolle; Pf-T: in vitro Pflanze, Tropinon gefiittert; Pf-K:
in vitro Pflanze, Kontrolle.
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Nach 48 Stunden wurde in den Keimen neben nichtmetabolisiertem Tropinon und
Pseudotropin auch Tropin detektiert. In vitro Pflanzen zeigten keine Umwandlung
zum Tropin nach 48 Stunden (ohne Abbildung), was auf eine gewebespezifische
Expression der Tropinonreduktasen hinweist.

Der Fund von Tropin nach Fitterung war unerwartet, da die Reduktion von
Tropinon zu Pseudotropin und Tropin spezifisch durch zwei unterschiedliche Enzyme
erfolgt (Nakajima et al. 1993a; 1994). Die Bildung von Tropin neben Pseudotropin
wurde sowohl auf eine TRI- als auch auf eine TRII-Aktivitat in Kartoffel hinweisen.

In Tabakblattern wurde nach Inkubation mit Tropinon die Aufnahme von Tropinon
beobachtet, eine Umsetzung zum Pseudotropin oder Tropin fand nicht statt (ohne
Abbildung). Da Nicotiana tabacum (Solanaceae) keine Calystegine und klassischen
Tropanalkaloide enthélt, wurde hier auch keine Reduktion des Tropinons erwartet.

Die Auswertung der Futterungsversuche mit GC und GC-MS (vgl. Kap. B 2.1.5)
gab Aufschlul® Gber das Verhaltnis der akkumulierenden Metabolite (Abb. C-10). In
Kartoffelkeimen lag das Verhaltnis von Pseudotropin zu Tropin 48 h nach Inkubation
mit Tropinon 6,5 : 1, in den Knollen von in vitro Pflanzen 0,5 : 1. Das Verhéltnis von
Pseudotropin zu Tropin kann aber nur bedingt Auskunft tGber die Geschwindigkeit
ihrer Bildung geben, da uber die sich anschlieenden Biosyntheseschritte noch
nichts bekannt ist. Die stereospezifische Reduktion von Tropinon zu Pseudotropin
und Tropin scheint gewebespezifisch zu sein und mit unterschiedlicher Geschwin-
digkeit abzulaufen.

Pseudotropin und Tropin wurden mittels GC mit massenspektrometrischer
Detektion identifiziert. Ihre Fragmentierungsmuster zeigten die in der Literatur
beschriebenen lonen, die mit denen der Referenzsubstanzen korrelieren (Abb. C-11)
(Witte et al. 1987). Tropin und Pseudotropin zeigten identische Zerfallsmuster,
konnten aber anhand der unterschiedlichen Retentionszeiten identifiziert werden.

Die Bestimmung der TR-Enzymaktivitdt mittels photometrischen Enzymassay aus
Pflanzenlysaten war trotz Zugabe von Stabilisatoren (Polyclar AT, Antioxidantien und
Proteaseinhibitoren) nicht moglich. Die Zugabe von Proteinpraparationen aus Atropa
belladonna, in denen eine TR-Aktivitdt gemessen wurde, fuhrte zur Inaktivierung der
der TR-Aktivitdt im Gemisches. In Pflanzenlysaten aus den Kartoffelgeweben sind
Stoffe, wie z. B. Polyphenole oder Proteasen enthalten, die die TR's deaktivieren.
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Abb. C-10: Gaschromatogramm (FID-Signal) nach Futterungsversuchen mit 5 mM

var.

Tropinon Uber 48 h. Abb. A: Kartoffelkeime var. Liu; Abb. B: in vitro Kartoffelknollen
Désirée.
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Abb. C-11: GC-MS Fragmentierungsmuster des Tropins und Pseudotropins. Da anhand
der Fragmentierungsmuster keine Unterscheidung mdglich ist, erfolgte die Zuordnung an-
hand der unterschiedlichen Retentionszeiten.
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C 3 Isolierung TRII-homologer cDNA-Sequenzen aus S. tuberosum

RT-PCR Technik (vgl. Kap. B 2.2.4.1) wurde eingesetzt, um ein TRIl-homologes
cDNA-Fragment zu isolieren. Die vollstandigen, korrespondierenden Klone wurden
mit RACE-PCR und aus einer | ZAP cDNA-Bank (Stratagene) isoliert.

C 3.1 Isolierung eines TRII-cDNA-Fragmentes

Degenerierte Primer wurden von den homologen Regionen der Nukleinséaure-
sequenzen der bekannten Tropinonreduktasen von Datura stramonium und Hyos-
cyamus niger abgeleitet (EMBL-Datenbank Nr.: L20473, D88156, L20474, L20485)
(Nakajima et al. 1993a; 1993b; 1999a). AulRerdem wurden Nukleinsduresequenzen
von Enzymen der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) einbezogen, zu
deren Familie die Tropinonreduktasen gehéren (Jornvall et al. 1995; Persson et al.
1991).

Kartoffelkeime von 3 mm L&nge der Sorte Liu wurden zur Isolation von Gesamt-
RNA verwendet, da diese grof3e Mengen an Calysteginen akkumulieren (vgl. Kap. C
1.2.2.1). Nach reverser Transkription (vgl. Kap. B 2.2.3) wurde die cDNA als Matrix
fur RT-PCR benutzt (vgl. Kap. B 2.2.4.1). Mit dem sense Primer P01 und dem
antisense Primer P02 (vgl. Tab. B-1) wurde ein 430 bp grol3es Fragment amplifiziert
und teilweise sequenziert. Die so erhaltenen 261 bp zeigten im Sequenzvergleich mit
der EMBL-Datenbank eine hohe Homologie zu den TRII-Sequenzen von D.
stramonium und H. niger.

C 3.2 Isolierung einer TRII-homologen cDNA mit RACE-PCR

Zur Vervollstandigung der codierenden TRII-cDNA-Sequenz wurde eine 3‘- und 5'-
RACE-PCR durchgefihrt, die im wesentlichen dem von Nakajima und Mitarbeitern
(1999a) beschriebenen Protokoll folgten. Allerdings waren einige Modifikationen
notig (vgl. Kap. B 2.2.4.2, Abb. B-2).

C3.21 3'-RACE-PCR

Fir die 3*-RACE-PCR wurde die cDNA mit einem Oligo-dT Primer aus mRNA von
3 mm langen Keimen gewonnen (vgl. Kap. B 2.2.2 und B 2.2.3). Im Gegensatz zu
Nakajima und Mitarbeiter (1999a) waren 3 Runden PCR mit nested (eingerlckten)
Primern notig (vgl. Abb. B-2). Die beiden sense Primer POl und P03 wurden von
dem gefundenen TRIlI-homologen cDNA-Fragment (vgl. Kap. C 3.1) abgeleitet. Der
P04 sense Primer basierte auf der DsTRII-Nukleinsduresequenz (vgl. Tab. B-1). Der
Oligo-dT Primer P05 fungierte als antisense Primer in allen 3 PCR’s.

Die amplifizierten, ca. 600 bp grofien PCR-Produkte wurden nach Restriktions-
spaltung in den pBluescript SK(+) Vektor (Stratagene) kloniert (vgl. Kap. B 2.2.1).
Funfzehn Klone wurden sequenziert, die eine Homologie von mehr als 85 % zu den
bekannten TRII-cDNA-Sequenzen aufwiesen.
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C3.2.2 5-RACE-PCR

Fiur die 5-RACE-PCR wurde die cDNA mit dem genspezifischen Primer P02
synthetisiert. Nach der Synthese eines Oligo-dA Abschnittes an das 3'-OH Ende der
cDNA (vgl. Kap. B 2.2.4.2) wurden zwei Runden PCR mit den genspezifischen
antisense Primern (P06 und P0O7) und einem Oligo-dT Primer P08 durchgefuhrt (vgl.
Tab. B-1). Zur besseren Amplifikation wurde ein Adapterprimer A0l verwendet. Die
ca. 400 bp groRen PCR-Amplifikate wurden wie unter. B 2.2.4.2 beschrieben kloniert.
Funf Klone wurden sequenziert, sie zeigten ebenfalls alle eine hohe Homologie zu
TRII-cDNA-Sequenzen.

C 3.2.3 Finale PCR

Nach Sequenzanalyse zeigten die Ubereinandergelegten Sequenzen der 3'- und
5-RACE-PCR, daB3 zur Vervollstandigung der TRII-cDNA-Sequenz im zentralen
Bereich 27 bp fehlten. Auf Grund der schwachen Amplifikation beim 3‘-RACE war
eine dritte PCR notig geworden. Dabei wurde ein sense Primer verwendet, der
aulRerhalb der initialen Sequenz lag und deshalb von DsTRII abgeleitet worden war
(vgl. Abb. B-2 und Kap. B 2.2.4.2).

Mit dem Primerpaar P09 und P10 (die das Start- und Stop-Codon einschlie3en)
wurde eine finale PCR durchgefuhrt, um einen cDNA-Klon zu erhalten, der voll-
standig den codierenden Bereich umfal3t. Durch Integration von Restriktions-
schnittstellen in die Primer (vgl. Tab. B-1) konnten die Amplifikate nhach Restriktions-
spaltung in einen pET 21d Vektor (Novagen) ligiert und anschliel3end sequenziert
werden (vgl. Kap. B 2.2.4.2). 21 positive Klone liel3en sich in 3 Gruppen einteilen
(StTRII-L1 - L3) (vgl. Anhang Kap. G 3.2.2). Unterschiede innerhalb der Nuklein-
sauresequenz wurden in 21 Positionen gefunden.

Eine RT-PCR, die mit Primern durchgefuhrt wurde, die vom 5'- bzw. 3'-Ende der
nichtcodierenden Bereiche abgeleitet wurden, fuhrte zu keinem Produkt. Die Ursache
liegt wahrscheinlich darin, daf3 diese Primer von unterschiedlichen StTRII-Genen
abgeleitet wurden (vgl. Kap. C 5.1).

C 3.3 Isolierung einer TRII-homologen cDNA-Sequenz durch
Screening einer cDNA-Bank

Das Screening einer cDNA-Bank der Kartoffelsorte Désirée sollte die durch
RACE-PCR isolierten StTRII-cDNA-Sequenzen (vgl. Kap. C 3.2) bestatigen und
zusatzlich Aufschluf3 tber die Unterschiede der TRII-Sequenzen in den Kartoffel-
sorten Liu und Désirée geben.

Als Pool standen sowohl eine cDNA-Bank aus Kartoffelaugen, die freundlicher-
weise von Herrn Prof. L. Willmitzer, Max-Planck-Institut Golm, zur Verfiigung gestellt
wurde, und eine cDNA-Bank aus 3 mm-Keimen, die von Herrn Olaf Stenzel (Institut
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fur Pharmazeutische Biologie, Martin-Luther-Universitat Halle) hergestellt worden
war, zur Verfugung. Eine Kontroll-PCR mit dem Primerpaar PO1 und P02, die aus
den homologen Regionen der bekannten TRI- und TRII-Sequenzen abgeleitet
wurden, fuhrte in beiden cDNA-Banken zur Amplifizierung eines entsprechenden
Produktes. Mit dem TRII-spezifischen Primerpaar P09 und P10 konnte hingegen nur
in der cDNA-Bank aus 3 mm langen Keimen ein Produkt amplifiziert werden. Die
Sequenzierung des Amplifikates aus der cDNA der Keimaugen ergab eine Uber-
raschend hohe Homologie zu den bekannten TRI-Sequenzen. Die Isolierung einer
TRI-homologen cDNA-Sequenz ist in Kap. C 4 beschrieben.

Insgesamt wurden 1,5 x 10° pfu der Phagen-cDNA-Bank aus 3 mm-Keimen S.
tuberosum var. Désirée mit der radioaktiv markierten TRII-Sonde (786 bp der StTRII-
L1-Sequenz) hybridisiert (vgl. Kap. B 2.2.5). Finfzehn Doppelsignale wurden
erhalten, die mit PCR unter Verwendung der genspezifischen Primer P09 und P10
auf StTRII-Sequenz untersucht wurden (vgl. Kap. B 2.2.4.4). Zuséatzlich wurden PCR-
Produkte, die mit den vektorspezifischen Primern T7-Promotor und Rev gewonnen
wurden, im Southern Blot gegen ein radioaktiv markiertes C-terminales Fragment des
StTRII-L1-Klons hybridisiert (ohne Abbildung). Sieben Primérklone zeigten sowohl in
der TRIl-spezifischen PCR als auch in der Southern Blot Analyse positive Signale.

Die Signale des Southern Blots erlauben eine Identifizierung nach der Grél3e der
Phagen-Inserte.

Vier Primarklone mit den grof3ten Phagen-Insertionen wurden einem Sekundar-
und Terti&rscreening unterzogen. Durch in vivo Excision der entsprechenden Einzel-
phagen wurden die korrespondierenden pBluescript-Phagemide isoliert. Nach Se-
quenzierung der Plasmidinsertationen und Sequenzauswertung mit dem ClustalW
Programm konnten drei verschiedene cDNA-Klone (StTRII-D1 - D3) bestimmt
werden (vgl. Anhang G 3.2.1). In der Sequenz des Klones StTRII-D2 fehlte das
translationale Start-Methionin am N-Terminus des offenen Leserahmens (ORF).

C 4 Isolierung einer TRI-homologen cDNA-Sequenz

Beim Screening der cDNA-Bank aus Keimaugen der Kartoffelsorte Désirée
wurden insgesamt 6 x 10° pfu der Phagen-cDNA-Bank mit dem radioaktiv markierten
TRI-homologen Fragment, das bei der PCR der cDNA-Bank gewonnen wurde,
hybridisiert (siehe Kap.C 3.3). Es wurden drei Primarklone mit Doppelsignalen er-
halten, die nach Uberpriifung mittels PCR mit den Primern POl und P02 einem
Sekundar- und Tertiarscreening unterzogen wurden. Nach dem Tertidrscreening
wurde ein positiver Klon erhalten. Nach Isolierung und Sequenzierung des korres-
pondierenden Plasmids ergab der Datenbankvergleich eine hohe Homologie zu den
bekannten TRI-Sequenzen. Diese Sequenz wird im folgenden als StTRI-homologe
Sequenz (StTRI-homolog) bezeichnet. Da sich nach Uberexpression des StTRI-
homologen Enzyms in E. coli keine tropinonreduzierende Aktivitat feststellen liefl3
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(siehe unten), wurde eine Kontroll-RT-PCR durchgefihrt.

Diese RT-PCR wurde mit den TRI-spezifischen Primerpaaren P11 und P12 sowie
P11 und P13 mit Pfu DNA-Polymerase (Promega) durchgefiihrt, wobei cDNA aus
3 mm-Keimen 10 Monate nach der Ernte als Matrix verwendet wurde. Die Amplifikate
umfalten entsprechend dem Primerdesign ca. 800 bzw. 930 bp. Nach Anhangen
eines ,Uberstehenden” Adenins (Kap. B 2.2.4.1) wurden die cDNA's in den pCR 2.1
Vektor (Invitrogene) kloniert und sequenziert. Auch hier zeigte sich eine hohe
Homologie zu TRI-Sequenzen, aber auch Unterschiede zur bereits gefundenen
StTRI-homologen cDNA-Sequenz. Die Unterschiede innerhalb der putativen StTRI-
Sequenzen werden in Kap. C 5.2 beschrieben. Die so gewonnen Sequenzen werden
im folgenden als StTRI-SS und StTRI-SE bezeichnet.

C 5 Charakterisierung der Tropinonreduktase Sequenzen
C 5.1 Charakterisierung der StTRII-Sequenzen

Die TRII-cDNA-Sequenzen der Kartoffelsorte Liu (StTRII-L1 - L3) umfassen den
codierenden Bereich, 786 bp einschliel3lich des Stop-Codons (vgl. Anhang G 3.2.2).
Der ORF codiert fir ein Protein von 261 Aminosauren.

Die Struktur der TRII-cDNA-Sequenzen der Kartoffelsorte Désirée sind in Tab. C-2
dargestellt. Der gro3te ORF codiert ebenfalls fir ein Protein von 261 Aminoséauren.
Die StTRII-D2 ist unvollstandig, hier fehlen die Nukleotide, die fir das erste
translatierte Start-Methionin und zwei folgende Aminosauren codieren. Alle TRII-
cDNA's sind im Anhang (vgl. Anhang G 3.2.1). dargestellt.

Die sich Uberschneidenden Bereiche der cDNA-Sequenzen StTRII-D3 von
Désirée und StTRII-L3 von Liu sind identisch, sie werden im folgenden als StTRII-
L3/D3 Sequenz bezeichnet. Das errechnete theoretische Molekulargewicht liegt
zwischen 28373 Da (fur StTRII-D3/L3) und 28425 Da (fur StTRII-D1 und L1), der
isoelektrische Punkte zwischen pH 5,4 (fir StTRII-L1 bis L3/D3) und pH 5,6 (fur
StTRII-D1) (Bjellgvist et al. 1993).

Lange codierender 5-nichttranslatierter ~ 3'*-nichttranslatierter

[bp] Bereich [bp] Bereich [bp] Bereich [bp]
StTRII-D1 960 786 35 139
StTRII-D2 866 777 fehlt 89
StTRII-D3 969 786 8 175

Tab. C-2: Strukturvergleich der StTRII-cDNA-Sequenzen der Kartoffelsorte Désirée. Der
5'-nichttranslatierte Bereich des StTRII-D3 Klons ist unvollstandig.
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Die  Aminosduresequenz  der  Tropinonreduktasen wurde aus den
korrespondierenden Nukleotidsequenzen abgeleitet. Der Aminosaurevergleich aller
bekannten TRII-Sequenzen ist in Abb. C-12 dargestellt. Alle finf StTRII-Sequenzen
unterscheiden sich an 9 Aminoséaure-positionen: 52: Ile oder Thr, 59: Phe oder Leu,
75: GIn oder Glu , 80: Asn oder Thr, 82: ALa oder Asp, 133: Phe oder Leu, 146: Ser
oder Pro, 147: Ser oder Pro and 205: Pro oder GIn. Durch Kristallstrukturanalyse der
DsTRIlI wurde gezeigt, dal3 keine dieser Positionen als Substrat- oder Co-Faktor-
bindungsstelle vermutet wird (Nakajima et al. 1998). 247 bis 249 Aminoséuren
(95 %) der Kartoffel-TRIlI sind homolog zu HnTRII und 239 bis 241 Aminoséauren
(92 %) zu DsTRII. In Position 2 haben die Kartoffel-TRII-Sequenzen eine zuséatzliche
Aminosaure, Alanin. Die Isolierung von 3 verschiedenen cDNA-Sequenzen aus jeder
der untersuchten Kartoffelsorten zeigt, daf3 es mehr als ein TRII-Gen in Kartoffel gibt.
Dies wurde mit Southern Blot Analyse bestatigt (vgl. Kap. B 2.2.7). Diskussion zu
Sequenzcharakteristika der SDR-Familie erfolgt in Kap. D 2.2.

Zwei StTRII-cDNA-Sequenzen, StTRII-L1, die fir die rekombinante TRII-
Expression und katalytische Charakterisierung verwendet wurde, und StTRII-D3
wurden in die EMBL-Datenbank mit den Nummern AJ245634 und AJ292343
eingetragen.
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v dvvw ek T 4
StTRII-L1 MAAGRWAL EGCTALVTGGSRG GYG VEELASL GASVYTCSRNQKELNECL TQWRSKGFK 60
StTRII-L2 MAAGRWNL EGCTALVTGGSRG GYG VEELASL GASVYTCSRNQKELNECL TQWRSKGFK 60
St TRI |- L3/ D3 MAAGRWAL EGCTALVTGGSRG GYG VEELASL GASVYTCSRNQKEL NECL TQWRSKGFK 60
StTRII-D2 - - - GRVWNLEGCTALVTGGSRG GYG VEELASLGASVYTCSRNQKELNECL TQARSKGLK 57
St TRI | - D1 MAAGRWNL EGCTALVTGGSRG GYG VEELASL GASVYTCSRNQKELNECLI QARSKGFK 60
HNTRI | M AGRWNLEGCTALVTGGSRG GYG VEELANL GASVYTCSRNQKEL DECL TQWRSKGFN 59
DsTRI | M AGRWNLEGCTALVTGGSRG GYG VEELASL GASVYTCSRNQKEL NDCL TQWRSKGFK 59
EIR IR I R I I E R IR I R I I b I I I b I I b b I I b 3 BRI I I I I I I I b * % * %k k k k%
4 430
StTRII-L1 VEASVCDL SSRSEREEFI KTVANHFDGKLNI LVNNAG [l RfKEAKDYTNMEDYSLI MBI NF 120
StTRI|-L2 VEASVCDL SSRSEREEFI KTVANHFDGKLNI LVNNAG (Y lIKEAKDYTNVEDYSLI MSI NF 120
StTRI |- L3/ D3 VEASVCDL SSRSEREEFI KNVANHFDGKLNI LVNNAG Y lIKEAKDYTNVEDYSLI MSI NF 120
StTRII-D2 VEASVCDL SSRSEREEFI KTVDNHFDGKLNI LVNNAG (Yl {KEAKDYTMEDYSLI MBI NF 117
St TRI | - D1 VEASVCDL SSRSERQEFI KTVANHFDGKLNI LVNNAG! (Yl N{KEAKDYTMEDYSLI MBI NF 120
HNTRI | VEASVCDL SSRSEREEFMKTVSNHFHGKLNI LVNNAG (Yl {KEAKDYTNVEDYSHI MBI NF 119
DsTRI | VEASVCDL SSRSERQEL MNTVANHFHGKLNI LVNNAG! (Yl N{KEAKDYTVEDYSLI MBI NF 119
*khkhkhkrkhxkhkkhkkkkkx * * * % % BRI I I IR I R I I I b I I I I I I b b * k k% * %k k k k%
g + +
v av vV v
StTRII-L1 EAAYHL SVLAHPFL KASQRGNWWII SYEEGASABPY[EAVYGATKGAMDQL TRCLAFEWAK 180
StTRII-L2 EAAYHL SVLAHPFLKASQRGNVVFI SYEEGASAIPY[EAVYGATKGAVDQL TRCLAFEWAK 180
StTRI |- L3/ D3 EAAYHL SVLAHPL L KASQRGNWII SIREGASAPY[SAVYGATKGAMDQL TRCLAFEWAK 180
StTRII-D2 EAAYHL SVLAHPFLKASQRGNVVFI SYEEGASAIPYEAVYGATKGAVDQL TRCLAFEWAK 177
St TRI | - D1 EAAYHL SVLAHPFL KASQRGNWWII PHEEGASAPY[SAVYGATKGAMDQL TRCLAFEWAK 180
HNTRI | EAAYHL SVLAHPFLKASERGNVVFI SYEEGASAIPY[EAVYGATKGAVDQL TRCLAFEWAK 179
DsTRI | EAAYHL SVLAHPFL KASERGNWII SYEGAL AYPY[SAVYGATKGAMDQL TRCLAFEWAK 179
BRI I I I I * k k% * k kkk k% * % % * R IR R R IR I I I I I I I I b b I b b I b
vk ockk a
StTRII-L1 DNI RVNGVAPG“I ASIYYEMTI QDQEQKE DRCAL HRMGEPKEL AAVWAFLCFPA 240
StTRII-L2 DNI RVNGVAPQY ASIWYEMTI QDPEQKE! DRCAL HRMGEPKEL AAVWAFLCFPA 240
StTRI |- L3/ D3 DNI RVNGVAP%I ASIWYEMTI QDPEQKE DRCAL HRMGEPKEL AAVWAFLCFPA 240
StTRII-D2 DNI RVNGVAPQY ASIWYEMTI QDPEQKE! DRCAL HRMGEPKEL AAVWAFLCFPA 237
St TRI | - D1 DNI RVNGVAP%I ASIWYEMTI QDPEQKE DRCAL HRMGEPKEL AAVWAFLCFPA 240
HNTRI | DNI RVNGVGPQY ATIWYEMTI QDPEQKE! DRCAL RRMGEPKEL AAVWAFLCFPA 239
DsTRI | DNI RVNC;\/GP&I ATIRYEMTI QDPEQKE DRCAL RRVGEPKEL AAMVAFLCFPA 239
*kkkkkk %k * k k% % * *kkkk k% * k kk kx % *kkkkk k% *kkkkkkk kK *kkkkk k%
StTRII-L1 ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF 261
StTRII-L2 ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF 261
St TRI | - L3/ D3 ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF 261
StTRI | - D2 ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF 258
St TRI | - D1 ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF 261
HNTRI | ASYVTGQ | YVDGGFMANGGF 260
DsTRI | ASYVTGQ | YVDGGLMANCGF 260

khkkkkhkkhkkhkkhkhkkkhkkx *xkk **%

Abb. C-12: Aminosaurevergleich der TRII-Sequenzen aus S. tuberosum, D. stramonium
und H. niger wurde mit CLUSTALW erstellt (Thompson et al. 1994). Rot und mit Pfeil
gekennzeichnete AS bezeichnen Unterschiede innerhalb der StTRII-Sequenzen, schwarz
unterlegte AS gehoren zur Substratbindungsstelle, mit *k und violett gekennzeichnete AS
bezeichnen die NADPH-Bindungsstellen, + zeigt das katalytische YxxxK Motiv, und [isind

weitere konservierte AS innerhalb der SDR-Familie.
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C 5.2 Charakterisierung der StTRI-Sequenzen

Der Strukturvergleich der putativen TRI-cDNA-Sequenzen ist in Tab. C-3 und die
entsprechenden Sequenzen sind im Anhang (vgl. Kap. G 3.1) dargestellt. Die TRI-
cDNA-Sequenzen aus der Kartoffelsorte Désirée besitzen den langsten ORF, der fur
ein Protein von 264 AS codiert. Damit sind die putativen TRI aus der Kartoffel im
Vergleich zur DSTRI und HNTRI um 9 bzw. 10 Aminos&uren am N-Terminus verkurzt
(vgl. Abb. C-13). Im Homologievergleich sind 232 von 258 der sich tUberlappenden
Aminosauren (90 %) der putativen StTRI-homolog-Sequenz zu DsTRI und 222
Aminosauren (86 %) zu HnTRI homolog.

Das errechnete theoretische Molekulargewicht liegt zwischen 28690 Da (StTRI-
SE) und 28790 Da (StTRI-SS), die isoelektrischen Punkte zwischen pH 6,75 (StTRI-
SE und StTRI-homolog) und pH 7,57 fir das StTRI-SS-Protein (Bjellqvist et al. 1993).

Lange codierender 5-nichttranslatierter ~ 3*-nichttranslatierter

[bp] Bereich [bp] Bereich [bp] Bereich [bp]
StTRI-SS 795 795 fehlt fehlt
StTRI-SE 926 795 fehlt 131
StTRI-
976 795 29 152
homolog

Tab. C-3: Strukturvergleich der StTRI-cDNA-Sequenzen der Kartoffelsorte Désirée.

Unterschiede auf Aminosaureebene bestehen bei den 3 putativen StTRI-Se-
guenzen an 7 Positionen; 9: Ser oder Cys, 157: Pro oder Leu, 183: Asp oder Gly,
199: Leu oder GIn, 200: Val oder lle, 217: Phe oder lle und 263 Gly oder Ala.

Die Aminosauren Leu'®®, lle/val®® und Phe®!’ sind fir die Substratbindung
postuliert worden (Nakajima et al. 1998). An den Positionen 199 und 217 unter-
scheidet sich die StTRI-homologe Sequenz zu HnTRI und DsTRI. lle/Val®® ist
innerhalb der TRI-Sequenzen variabel. Die zwei Aminosauren Val*®* und Val**®, die
ebenfalls flr die Substratbindung postuliert wurden, sind in allen drei putativen
StTRI-Sequenzen im Vergleich zu HnTRI und DsTRI unterschiedlich. Val*** ist gegen
Ala und Val*®® gegen Leu ausgetauscht.

Die cDNA-Sequenzen StTRI-SE und StTRI-homolog wurden in die EMBL
Datenbank mit den Nummern AJ307584 und AJ400815 eingetragen.
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a *k
DsTRI VE- ESKVSMVNCNNEGRWSL KGTTALVTEGS% &Yl VEEL AGLGARVYTCSRNEKELD 59
HNTRI MAGESEVY! NGNNGG RWSLKGTTALVTGGSKG GYAVWEELAGLGARVYTCSRNEKELQ 60
StTRI-SE~ MA---------- ELREKWBLKGTTALVTGGSKG GYAI VEELANFGARVYTCSRNENELQ 50
StTRI-SS  MA---------- ELREKWBLKGTTALVTGGSKG GYAI VEELANFGARVYTCSRNENELQ 50
TRl homol og MA---------- ELREKWCLKGTTALVTGGSKG GYAI VEELANFGARVYTCSRNENELQ 50
StTRIT-L1  MA----omoom-- AGRWNLEGCTALVTGGSRG GYG VEELASLGASVYTCSRNQKELN 48
o)
DsTRI ECLEI WREKGL NVEGSVCDL L SRTERDKL MJTVAHVFDGKLNI LVNNAGWY! BKEAKDFT 119
HNTRI QCLDI WRNEGL QVEGSVCDL L L RSERDKL MITVADL FNGKLNI LVNNA IEKEAKDFT 120
St TRI - SE ECLDI WRKKGL KVEGSVCDL L SRTEREKL MKTVEDVFDGKLNI LVNNAGVA| EKEAKDFT 110
St TRI - SS ECLDI WRKKGL KVEGSVCDL L SRTEREKL MKTVEDVFDGKLNI LVNNAGVIA| [RKEAKDFT 110

TRl homol og ECLDI WRKKGLKVEGSVCDLL SRTEREKLMKTI EDVFDGKLNI LVNNAGVR [sKEAKDFT 110
StTRII-L1 ECLTOARSKGFKVEASVCDL SSRSEREEFI KTVANHFDGKLNI LVNNAG Y| MKEAKDYT 108

+ +

v v 0 v v
DsTRI EKDYNI | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQNGN\VI FLSSIAG-SABPSYSL YSASKGAI N 179
HnTRI KEDYDI VLGTNFEAAYHL CQLAYPFLKASQNGN\VI FLS! PYSLYSASKAAI N 180
St TRI - SE KEDYNI | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQNG\VI FVS! PYRSLYSASKGAI N 170

TRl honol og KEDYNI | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQNG\VI FVS SLYSASKGAI N 170

GFS
GFS
St TRI - SS KEDYNI | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASONGN\VI FVSTIRGFSARL SESLYSASKGAI N 170
GFSARP
StTRII-L1 MEDYSLI MSI NFEAAYHL SVLAHPFLKASQRGNVVFI SSESGASARPY[EAVYGATKGAMD 168

a v o x >|<>§3311 g
DsTRI QWTKSLACEWAKDNI RVNSVAPGY| L TPRYETAI KKNPHQKE| | VKTPMGERAGKPQ 239
HNTRI Q TKNLACEWAKDNI R\/NSVAP% LTPEBETAI KKNPHQ(E%BQEI VKTPMGRAGKPN 240
StTRI-SE  QUITKNLACEWAKDNI RVNSVAPAY/ L TPIEETAI KKNPQOKE| \VVKTPLGRAGKPE 230
StTRI-SS  QUTKNLACEWAKGNI RVNSVAPAY L TPIIETAI KKNPQOKE! \VVKTPLGRAGKPE 230
TR honol og QUIKNLACEWAKDNI RVNSVAPAY! L TPEBETAI KKNPQOKE! \VVKTPLGRAGKPE 230
StTRIT-L1  QLTRCLAFEWAKDNI RVNGVAPQY ASSYYEMTI Q- DQEQKE! | DRCALHRVGEPK 227
4
DsTRI EVSALI AFLCFPAASY! TGQ | WADGGFTANGGE- 273
HNTRI EVSALI AFLCFPAASY! TGQ | WADGGFTANGGF- 274

St TRI - SE EASAVI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGGF- 264
St TRI - SS EVSAVI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGGF- 264
TRl honol og EVSAVI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGAF- 264
StTRII-L1 ELAAWAFLCFPAASYVTGQ | YVDGGFVMANGGF- 261

Abb. C-13: Aminosaurevergleich der TRI-Sequenzen aus D. stramonium und H. niger mit
den putativen TRI-Sequenzen aus S. tuberosum und der StTRII-L1 aus S. tuberosum. Der
AS-Vergleich wurde mit CLUSTAL W erstellt (Thompson et al. 1994). Rot und mit Pfeil
gekennzeichnete AS bezeichnen Unterschiede innerhalb der putativen StTRI-Sequenzen;
schwarz unterlegte AS gehdren zur Substratbindungsstelle, mit * und violett
gekennzeichnete AS bezeichnen die NADPH-Bindungsstellen, + zeigt das katalytische
YxxxK Motiv, und Osind weitere konservierte AS innerhalb der SDR-Familie. Die mit O
bezeichneten AS markieren Unterschiede aller putativen StTRI-Sequenzen zu HnTRI und
DsTRI in der Substratbindungsstelle.
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C 6 Uberexpression und Reinigung der Tropinonreduktasen

C 6.1 Expression und Reinigung der StTRII fir die katalytische
Charakterisierung

Nach der RACE-PCR lagen drei cDNA-Sequenzen der S. tuberosum TRII (StTRII-
L1 - L3) in dem Expressionsvektor pET 21d (Novagen) vor (vgl. Kap B 2.2.4.2). Sie
wurden Uber die durch PCR eingefluigten Schnittstellen Ncol am Translationsstart und
BamHI am 3‘-Ende der codierenden TRII-cDNA-Sequenz in den Vektor kloniert, so
daf} sie im Leserahmen fur die Transkription waren (vgl. TRII-Vektormappe, Anhang
Abb. G-11). Wegen des Erhalts des Stop-Codons wurde die Moglichkeit des pET-
Vektors einer C-terminalen Fusion des TRII-Proteins mit einem Histidin-Anker nicht
genutzt. Das rekombinante Protein sollte der nativen Form moglichst ahnlich sein,
um bei der Charakterisierung mit den bekannten Enzymen aus H. niger, A. bella-
donna und D. stramonium verglichen werden zu kénnen. Der Anhang eines Histidin-
Ankers wirde den isoelektischen Punkt des TRII-Enzyms um pH 0,58 Einheiten
andern.

C6.1.1 Expression der StTRIl in E. coli

Nach Transformation der entsprechenden Plasmide (vgl. Kap. C 6.1) in den E. coli
BL21 (DE3) Stamm wurde die Translation der TRII-Proteine mit IPTG (Isopropyl-
galactosid) induziert. Dabei steht die Transkription unter Kontrolle des Bakterio-
phagen T7 Promotors.

Der Aufschlul® der Zellen erfolgte unter nativen Bedingungen unter Verwendung
von Lysozym (vgl. Kap. B 2.2.9). Nicht l6sliches Protein und Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation abgetrennt.
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Abb. C-14: Coomassie gefarbtes SDS-PAGE Gel mit den loslichen Bestandteilen der
Bakterien-Proteinextrakte nach 18 h Induktion mit 1 mM IPTG bei 25 °C. M: Proteinmarker;

K: E. coli (pET 21d); L1 - L3: E. coli (pET 21d mit den korrespondierenden STTRII-L1 - L3
cDNA-Sequenzen).
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Im Uberstand wurde die Expression mit SDS-PAGE (Abb. C-14) und photome-
trischem Enzymassay uberpriift.

Wahrend bei den Proteinextrakten der TRII-Klone (Abb. C-14, Spur L1-L3) eine
verstarkte Proteinbande bei etwa 28 kDa auf die Induktion der TRII-Translation
hinweist, zeigt die Kontrolle (Spur K) keine entsprechende Bande. Die Grol3e der
verstarkt gebildeten Proteine entspricht dem errechneten Molekulargewicht der
StTRII. Im photometrischen Enzymassay (vgl. Kap. B 2.3.2) zeigten alle Bakterien-
lysate, in denen TRII-Proteine gebildet wurden, eine pseudotropinformende Tropi-
nonreduktaseaktivitat, wahrend die Kontrolle keine Aktivitat zeigte. Das Reaktions-
produkt des Assays, Pseudotropin, wurde mit GC und GC-MS nachgewiesen. Tropin
konnte nicht detektiert werden.

C6.1.2 Partielle Reinigung der StTRII mittels FPLC

Die partielle Reinigung der StTRII mittels Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) und deren katalytische Charakterisierung wurden in Zusammenarbeit mit
Frau Heike Kaiser in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt. Fur diese Arbeiten wurde
der StTRII-L1-Klon ausgewahlt.

Zur partiellen Reinigung wurde nach dem Entsalzen der Idslichen Bestandteile der
Bakterienlysate ein basischer Anionenaustauscher, Fractogel EMD-DEAE 650(M)
(Merck) verwendet (vgl. Kap. B 2.3.4.1). Abb. C-15 zeigt das Chromatogramm des
Elutionsprofils und die korrespondierenden TRII-Enzymaktivitaten.
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Abb. C-15: FPLC-Elutionsprofil des rekombinanten TRII-Protein-Bakterienlysates unter
Verwendung eines Anionenaustauschers Fractogel EMD-DEAE. Die Fraktionsgroflie
betragt jeweils 5 ml; die FlieBgeschwindigkeit 1ml/min. Die Fraktionen 27 - 32 mit den
hohen TRII-Enzymaktivitaten wurden zur Charakterisierung der StTRII verwendet.



C Ergebnisse 59

Die Elution des TRII-Proteins begann bei einer NaCl-Konzentration von 0,1 M und
erstreckte sich tUber 6 Fraktionen. Die vereinigten aktiven Fraktionen wurden dia-
lysiert und fur katalytische Untersuchungen verwendet (vgl. Kap. C 7.1).

In Abb. C-16 ist die Anreicherung des TRII-Proteins nach FPLC im SDS-PAGE
Gel und die zugehoérigen Enzymaktivitdten zu sehen. Die Aktivitdt konnte um den
Faktor 10 angereichert werden.
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Abb. C-16: Abb. A: silbergefarbtes SDS-PAGE-Gel mit Bakterienextrakten. M:
Proteinmarker; Spur 1: I6sliche Bestandteile des E. coli (pET 21d/StTRII-L1) Lysates ohne
IPTG Induktion; Spur 2: l6sliche Bestandteile des E. coli (pET 21d/StTRII-L1) Lysates
18 h nach Induktion der TRII-Proteinsynthese; Spur 3: rekombinantes TRII-Protein nach
FPLC-Reinigung und anschliel3ender Dialyse. Abb. B: Enzymaktivitaten fur die Extrakte in
Abb. A.

C 6.2 Expression und Reinigung der StTRII fur die Gewinnung von
Antikérpern

Rekombinantes Protein soll fir die Gewinnung von StTRII-Antiseren in aus-
reichender Menge zur Verfigung stehen (vgl. Kap. D 3). Die Herstellung von
rekombinantem StTRII-Protein mit Fusion eines vektor-vermittelten 6xHistidin-Restes
erleichtert die Reinigung.
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Zur Subklonierung der StTRII-L1-cDNA in den pET 21d Vektor wurden durch PCR
mit dem Primerpaar P09 und P14 eine Ncol Schnittstelle am Start-Codon und eine
Xhol Schnittstelle am Ende der codierenden Sequenz eingefthrt (vgl. Tab. B-1; Kap.
B 2.2.4.3). Dabei wurde das Stop-Codon zerstort, so dafld das rekombinante TRII-
Enzym am C-Terminus einen Histidin-Anker tragt. Nach erfolgreicher Ligation wurde
das Plasmid in E. coli Stamm BL21 (DE3) uiberfiihrt. Die Uberexpression wurde unter
gleichen Bedingungen wie fir die Isolierung der TRII ohne Histidin-Anker
durchgefiihrt. Der nach Zelllyse gewonnene Uberstand wurde fur die Affinitats-
chromatographie mit einer Nickel-NTA-Agarose-Matrix (Qiagen) verwendet. Die
Enzymaktivitat wurde nach Elution im photometrischen Enzymassay bestimmt, sie
betrug in den vereinigten Eluaten 23 nkat/mg Protein.
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Abb. C-17: Reinigungsschema fiir rekombinantes StTRII-His-Tag-Protein. Coomassie-
gefarbtes SDS-PAGE Gel; M: Proteinmarker; Spur 1 nicht induziertes Bakterienlysat; Spur
2: losliche Bestandteile des E. coli (pET 21d/StTRII-L1-His-Tag) Lysates 18 h nach
Induktion der TRII-Proteinsynthese; Spur 3: unldsliche Bestandteile des E. coli
(PET 21d/StTRII-L1-His-Tag) Lysates 18 h nach Induktion der TRII-Proteinsynthese, diese
wurden im Ausgangsvolumen des Puffers resuspendiert; Spur 4: nicht an die Ni-NTA-
Agarose gebundene Proteine; Spur 5/6 Waschschritt mit 20 mM Imidazol Puffer; Spur 7/8:
Elution des rekombinanten TRII-Proteins mit 250 mM Imidazolpuffer.

C 6.3 Expression und Reinigung der putativen TRI

Die StTRI-SE und die StTRI-homologe cDNA-Sequenzen wurden ausgewahlt, um
in E. coli die korrespondierenden Proteine zu exprimieren. Die Subklonierung in den
Expressionsvektor pET 21d erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie fur die StTRII mit
His-Tag (vgl. Kap. B 2.2.4.3; Vektorkarte StTRI-SE siehe Anhang Abb. G-12). Auch
hier sollte mittels Fusion mit einem vektorvermittelten Histidin-Anker die Reinigung
erleichtert werden.

Die Uberexpression der rekombinanten putativen TRI-Enzyme erfolgte nach
Induktion mit IPTG bei 37 °C fur 6 h. Die nach Lyse gewonnenen Proteinextrakte
wurden Uber eine Nickel-NTA-Agarose-Matrix (Qiagen) gereinigt. In Abb. C-18 ist die
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Reinigung am Beispiel des StTRI-SE-Proteins dargestellt. Fir das StTRI-homologe
Protein wurden eine ahnliche Expressionsrate und Reinigung erzielt (ohne Ab-
bildung). Die Enzymaktivitat wurde nach Elution bestimmt, sie betrug fur das
StTRI-SE-Enzym in den vereinigten Eluaten 2,653 nkat/mg Protein. Das
TRI-homologe Protein besal3 keine Tropinreduktase-Aktivitat (vgl. Kap. C 7.2)
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Abb. C-18: Reinigungsschema fiir rekombinantes StTRI-SE-His-Tag-Protein. Coomassie
gefarbtes SDS-PAGE Gel; M: Proteinmarker; Spur 1 nicht induziertes Bakterienlysat; Spur
2: l6sliche Bestandteile des E. coli (pET 21d/StTRI-SE-His-Tag) Lysates 5 h nach Induktion
der TRI-Proteinsynthese; Spur 3: nicht an die Ni-NTA-Agarose gebundene Proteine; Spur
4/5 Waschschritt mit 20 mM Imidazol Puffer; Spur 6/7: Elution des rekombinanten TRI-
Proteins mit 250 mM Imidazolpuffer.

C 7 Biochemische Charakterisierung der Tropinonreduktasen

C 7.1 Katalytische Charakterisierung der StTRII

Zur Charakterisierung der katalytischen Parameter der StTRIl wurden die in Kap.
C 6.1.2 beschriebenen Dialysate verwendet.

Im photometrischen Enzymassay wurde die Aktivitat der Tropinonreduktasen tber
die Abnahme der Extinktion durch den Verbrauch des Co-Substrates NADPH
gemessen. Es wurde festgestellt, dal? das rekombinante StTRII-Enzym NADPH
verwendet, aber nicht NADH. Die StTRII war nicht in der Lage, die Ruckreaktion d. h.
eine Oxidation, zu katalysieren.

Da die Biosynthese der Calystegine Uber den Tropanalkaloidstoffwechsel noch
nicht in allen einzelnen Schritten bekannt ist, kann man Nortropinon als nattrliches
Substrat fur die Tropinonreduktase nicht ausschlieRen. Deshalb sollte fur die
Untersuchung des pH-Optimums und der katalytischen Faktoren neben Tropinon
auch Nortropinon einbezogen werden. Die spezifischen Reduktionsprodukte Pseudo-
tropin und Norpseudotropin wurden mittels GC und GC-MS identifiziert, wenn
Tropinon bzw. Nortropinon als Substrat eingesetzt wurden (vgl. Anhang Kap. G 6.1).
Tropin und Nortropin wurden nicht geformt.
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C 7.1.1 Bestimmung der pH-Abhangigkeit der Reduktaseaktivitat

Die pH-Abhangigkeit der Reduktaseaktivitat wurde im Bereich von pH 3,5 bis 8,5
bestimmt (Abb. C-19). Fur Tropinon als Substrat lag der optimale pH-Wert bei 5,0. Im
sauren Bereich fallt die Aktivitat steil unter 40 % bei pH 3,5 ab. Im basischen Bereich
sank die Aktivitdt langsamer ab, bis auf 70 % bei pH 8,5. Die Reduktion von
Nortropinon fand ihr Optimum bei pH 6,5 und fiel dann nach beiden Seiten
gleichmé&Rig ab. Im sauren Bereich ab pH 4,5 erfolgte keine Umsetzung mehr. Wie
die StTRIl zeigten die anderen bekannten TRII-Enzyme ein breites pH-Optimum,
wéahrend TRI-Enzyme ein schmaleres pH-Optimum bei 6,2 besitzen (Nakajima et al.
1999b; Portsteffen et al. 1994).
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Abb. C-19: pH-Abhéangigkeit der TRII-Reduktaseaktivitit beim Umsatz von Tropinon
(Abb. A) und Nortropinon (Abb. B). Abgebildet sind Mittelwerte; zwischen pH 5 und 8,5
wurde jede Messung 3 - 5mal wiederholt, bei pH 3 - 4,5 wurde nur eine Melreihe
durchgeflhrt. Die relativen Aktivitdten in Prozent beziehen sich jeweils auf den Mittelwert
der Aktivitaten. Standardabweichungen sind in Balken angegeben.
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C 7.1.2 Bestimmung katalytischer Parameter

Km und Vmax Werte wurden fur Tropinon bei 3 verschiedenen pH-Werten bestimmt
(vgl. Kap. B 2.3.4.4), pH 5,0, dem Umsatzoptimum, pH 6,4, dem pH-Wert des
Standardenzymassays und pH 7,6, welches dem physiologischen pH-Wert des
Wurzel-Cytoplasmas entspricht (Ford et al. 1996).

Fur Nortropinon wurde der Ky, und Viqax nhur bei pH 6,4 bestimmt, da nur sehr
wenig Ausgangssubstanz zur Verfugung stand. Eine akkurate Bestimmung war hier
nicht moéglich, da Nortropinon nur eine geringe Reinheit (ca. 90 %) besald und das
Substanzgemisch eine hohe Eigenabsorption aufwies. Bei 0,25 mM Substrat-
konzentration scheint Vimax bereits erreicht, eine weitere Erhéhung der Nortropinon-
konzentration fuhrt bereits zu einem Aktivitatsabfall (vgl. Anhang Abb. G-18). Unter
Beriicksichtigung des Konzentrationsbereiches von 0,01562 mM bis 0,25 mM ergibt
sich ein K, von 0,025 mM und ein Vpax von 12 nkat/mg. Im Substratbereich von
0,01562 bis 0,0625 mM, bei dem der Verlauf der Lineweaver-Burk Darstellung linear
verlauft, ergibt sich ein K, von 0,1 mM und ein Vpyax von 20 nkat/mg (vgl. Anhang
Abb. G-18). Die Vyhax Werte des Nortropinons sind mindestens um die Halfte geringer
als die des Tropinons.

Tropinon Nortropinon
pH-Wert Ky, [mM] Vmax [Nkat/mg] + SD Km [MM] Vmax [Nkat/mg]
5,0 0,111 72,02+ 7,72
6,4 0,033 45,40 + 2,54 0,025-0,1 12-20
7,6 0,052 48,83 + 3,11

Tab. C-4: K, und V. Werte fiir Tropinon und Nortropinon.

Die katalytische Konstante ergibt sich aus dem Verhaltnis von Vpyax zu Ky, Sie
beinhaltet die Umsetzungs- und Bindungseigenschaften. Ein gro3erer Wert, wie er
sich flr Tropinon als Substrat ergibt, spiegelt jeweils gunstigere Eigenschaften
wieder. Das Umsetzungsvermdgen der StTRII flr Nortropinon liegt bei diesem
Parameter bei maximal einem Drittel im Vergleich zum Tropinon.

katalytische Verhaltnis der
Konstante katalytischen Konstante
[nkat/( mg - mM)] [%0]
Tropinon 1377 100
Nortropinon 200 (1) 14
480 (2) 35

Tab. C-5: Katalytische Konstante und prozentuales Verhaltnis der katalytischen Konstante
fur Tropinon und Nortropinon als Substrate. (1) berechnet auf die obere Grenze des K, und
Vmax Wertes, (2) untere Grenze der K, und V.« Werte.
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C 7.1.3 StTRIl-Umsetzung mit Substratanaloga

Mogliche strukturanaloge Ketone (vgl. Abb. B-4), die durch die StTRIl im photo-
metrischen Enzymassay (vgl. Kap. B 2.3.2) umgesetzt werden kdnnen, wurden ge-
testet und mit den Literaturdaten fur HnTRII, AbTRII und DsTRII verglichen (Abb.
C-20). Die Messungen wurden bei pH 6,4 und einer Substratkonzentration von 5 mM
durchgefuhrt. Bei den untersuchten Substraten zeigten sich ahnliche relative Aktivi-
taten aller vier Tropinonreduktasen II, wobei DsTRII und StTRII sich noch &hnlicher
sind. Chinuclidin-3-on wird von keiner TRII umgesetzt, hingegen akzeptieren die
bekannten TRI Enzyme dieses Substrat (Hashimoto et al. 1992). Umsetzungs-
versuche mit Nortropinon wurden fur die AbTRII und HNnTRII nicht beschrieben.

I/
AbTRII

HNTRII
DsTRII
StTRII

Tropinon

4-Methylcyclohexanon

3-Methylcyclohexanon

N-Propylpiperidin-4-on A 338
313
N-Methylpiperidin-4-on 381
1 n.d.
Chinuclidin-3-on | 7S
n.d.
1 ng.
n.g.
Nortropinon *
‘ //
0 50 100 150 200

relative Aktivitat [%]

Abb. C-20: Relative Aktivitaten fir verschiedene Substratanaloga. Die Werte fir die S.
tuberosum TRII-Umsetzung werden mit den Werten von D. stramonium TRII (Portsteffen et
al. 1994), A. belladonna (Drager und Schaal 1994a) und H. niger TRIlI (Hashimoto et al.
1992) verglichen. *: der Wert fir die Umsetzung von Nortropinon durch DsTRII wurde aus
(Boswell et al. 1999a) entnommen. Standardabweichungen fir StTRIl ist in Balken
angegeben. n. d.: nicht detektiert; n. g.: nicht gemessen.
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C 7.2 Katalytische Charakterisierung der StTRI

Bei der katalytischen Charakterisierung der putativen TRI-Enzyme wurden erste
Vorversuche unternommen. Enzymaktivitaten wurden mit dem photometrischen
Standardassay (vgl. Kap. B 2.3.2) in den l6slichen Bestandteilen der Bakterienlysate
gemessen. Das StTRI-SE-Enzym reduzierte Tropinon zum Tropin, das StTRI-homo-
loge Enzym (StTRI-homolog) war hingegen nicht in der Lage, Tropinon zu reduzieren
(Tab. C-6). Im Fall des StTRI-SE-Enzyms konnte das Reduktionsprodukt als Tropin
mit AMD-TLC und GC nachgewiesen werden (vgl. Anhang Kap. G 6.2). Pseudotropin
wurde nicht gebildet. Beim StTRI-homologen Enzym fand keine Umsetzung des
Tropinons statt.

Die Bestimmung der Enzymaktivitditen des StTRI-SE-Enzymes fir verschiedene
Substratanaloga soll in eine weiterfihrende Aufgabenstellung einbezogen werden.
Dazu sollen gré3ere Mengen rekombinantes TRI-Enzym uber Nickel-NTA-Agarose
gereinigt werden.

StTRI-Homologes StTRI-SE
Substrat Aktivitéfc
[pkat/mg Protein] £ SD

Tropinon n. d. 1120+ 75
3-Methylcyclohexanon 7123 £ 536 n. b.
4-Methylcyclohexanon 2438 + 101 n. b.
N-Propylpiperidin-4on n. d. n. b.
N-Methylpiperidin-4on n. d. n. b.
Chinuclidin-3-on 496 + 20 n. b.
Nortropinon n. d. n. b.

Tab. C-6: Enzymaktivititen des StTRI-SE-Proteins und des StTRI-homologen aus den
I6slichen Bestandteilen der Bakterienlysate. Beide Proteine sind mit einem Histidin-Anker
fusioniert. n. d.: nicht detektiert. Fir StTRI-SE-Protein wurde bisher nur Tropinon als
Substrat verwendet; n. b.: nicht bestimmt. Alle Werte sind Mittelwerte aus 5 unabhangigen
Bestimmungen.

C 8 Genomische Southern Blot Analyse

Zur Abschatzung der Kopienzahl der zu den StTRII- und StTRI-Proteinen korres-
pondierenden Gene wurde eine Southern Blot Analyse durchgefiihrt. Genomische
DNA aus S. tuberosum var. Désirée wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI,
EcoRV, BamHI, Hindlll und Xbal gespalten und in einem 0,8%igen Agarosegel
aufgetrennt. Nach Transfer der Nukleinsauren auf eine positiv geladene Nylon-
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membran wurde mit einem radioaktiv markierten StTRII-Fragment hybridisiert (vgl.
Kap. B 2.2.7). Nach der Detektion wurden die Signale vollstandig von der Membran
gewaschen und anschlieRend mit einem radioaktiv markierten StTRI-Fragment,
hybridisiert. Die Ergebnisse indizieren, dal3 die TRl und TRIl von einem low-copy
bzw. multi-copy Gen codiert werden (Abb. C-21).

StTRI StTRII
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Abb. C-21: Nachweis der TRI- und TRII-Gene im Genom von S. tuberosum var. Désirée.
20 pg DNA wurden mit den indizierten Restriktionsenzymen gespalten. Fir die
Hybridisierung wurde als TRI-Sonde ein 210 bp groRes C-terminales Fragment
verwendet, als TRIl-Sonde die codierende Sequenz des StTRII-L1-Klones. Schwache
Signale sind mit einem Pfeilkopf gekennzeichnet. Hindlll und Xbal besitzen eine
Erkennungsstelle innerhalb der korrespondierenden cDNA-Sequenzen aller StTRII.

C 9 Akkumulation der TR-Transkripte in Pflanzen

Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Pflanzengeweben der Kartoffel var. Liu
isoliert (vgl. Kap. B 2.2.2), um die TR-mRNA-Akkumulation mittels Northern Blot
Analyse nachzuweisen. Besondere Aufmerksamkeit wurde auf die Gewebe gerichtet,
in denen eine Calysteginakkumulation zu finden ist (vgl. Kap. C 1.2.2).

Zum Northern Blot wurden jeweils 20 pg Gesamt-RNA in einem 1,2%igen dena-
turierenden Formaldehyd/Agarosegel aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nylon-
membran entweder mit einem 400 bp groRRen, radioaktiv markierten Fragment der
TRI oder TRII hybridisiert (vgl. Kap. B 2.2.8). Zur Sicherstellung, daf$ gleiche Mengen
an RNA aufgetragen wurden, wurde mit einer 18S rRNA Sonde eine Kontroll-
hybridisierung durchgefuhrt.
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C 9.1 Expression von TRII

Die Dot-Plot Analyse (ohne Abbildung, OMIGA-Software) der StTRI- und StTRII-
cDNA-Sequenzen weist in der codierenden Sequenz eine héhere Homologie am
N-Terminus auf. GroRe Bereiche des C-Terminus zwischen 450 und 750 bp haben
eine geringere Homologie als 60 % auf Nukleotidebene. Deshalb wurden in den
Northern Blot Analysen jeweils C-terminale Sonden verwendet, um eine Kreuzhybri-
disierung zu vermeiden (vgl. Kap. B 2.2.8). Die unterschiedlichen Expressionssignale
zeigten die Spezifitat der Sonden.

Abb. C-22 zeigt die TRII-Transkriptakkumulation in Pflanzen und Knollen. In den
Wurzeln und 10 mm-Keimen wurden die starksten Signale detektiert. Geringere
Transkriptmengen wurden in 3 mm-Keimen, der Schale, Blattern und den Bluten
gefunden. In den keimenden Kartoffelaugen (sA), in denen die Akkumulation der
Calystegine am hochsten war, wurde kein TRII-Transkript detektiert. Es laf3t sich
vermuten, dal die Calystegine von der Rinde in die Augen transportiert werden.
Neben den abgebildeten Geweben wurden auch noch das Gewebe um den
Gefal’ring in der Knolle und der Keimgrund von 3 mm-Keimen untersucht (ohne
Abbildung). Hier konnte kein Transkript nachgewiesen werden.

jB oB uB Sp BI Fr- kkn gKn Sto Wu
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Abb. C-22: Expression von TRIl in verschiedenen Geweben von Kartoffelpflanzen und
Knollen. Gesamt-RNA wurde isoliert aus: jungen Blattern (jB); oberen Blattern (0B); unteren
Blattern (uB); der SproRRachse (Sp); den Bliten (Bl); der Frucht (Fr); kleinen, wachsenden
Knollen, d = 0,5 cm (kKn); gro3eren, wachsenden Knollen, d = 1,0 cm (gKn); Stolonen
(Sto); Wurzeln (Wu); Mark (Ma); Schale (Sch); dormanten Augen (dA); Augen beim
Keimstart (sA); kleine Keime, 3 mm, 7 Monate nach der Ernte (kK-7); grol3e Keime, 10 mm,
7 Monate nach der Ernte (gK-7); kleine Keime, 3 mm, 10 Monate nach der Ernte (kK-10);
groBe Keime, 10 mm, 10 Monate nach der Ernte (gK-10). Die Hybridisierung erfolgte mit
einem radioaktiv markierten 400 bp groRen TRIl-Fragment des C-Terminus. Als
Kontrollhybridisierung wurde eine 18S rRNA Sonde verwendet.
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Kartoffel-Wurzelkulturen var. Désirée zeigten eine hohe TRII-Transkriptakku-
mulation, die SproRachse von in vitro Pflanzen var. Désirée eine geringe (Abb.
C-23).

Bl Sp Wk

TRII

W -

Abb. C-23: Expression von TRIl in Wurzelkulturen und in vitro Pflanzen. Blatter (Bl),
SproBBachse (Sp) und Wurzelkultur (Wk). Die Hybridisierung erfolgte mit einem radioaktiv
markierten 400 bp groRen Fragment des C-Terminus. Als Kontrollhybridisierung wurde
eine 18S rRNA Sonde verwendet.

C 9.2 Expression von TRI

Abb. C-24 zeigt die Transkriptakkumulation der TRI in Kartoffelpflanzen und
Knollen. Sie unterscheidet sich grundlegend von der Akkumulation des TRII-
Transkriptes (vgl. Kap. C 9.1). Gro3te Transkriptmengen wurden in Stolonen, im
Gewebe um den Gefaliring in der Knolle, in dormanten Augen und in 3 mm-Keimen
10 Monate nach der Ernte detektiert. Wurzeln, Bluten und kleine wachsende Knollen
zeigten ebenfalls noch starke Signale, wéhrend in jungen und oberen Blattern sowie
in keimenden Augen kein Transkript festgestellt werden konnte.
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Abb. C-24: Expression von TRI in verschiedenen Geweben von Kartoffelpflanzen und
Knollen. Gesamt-RNA wurde isoliert aus: jungen Blattern (jB); oberen Blattern (oB);
unteren Blattern (uB); der SproRachse (Sp); den Bluten (BI); der Frucht (Fr); Stolonen
(Sto); kleinen, wachsenden Knollen, d = 0,5 cm (kKn); Wurzeln (Wu); Gewebe um den
Gefalring in der Knolle (Gr); Mark (Ma); Schale (Sch); dormanten Augen (dA); Augen
beim Keimstart (sA); kleine Keime, 3 mm, 7 Monate nach der Ernte (kK-7); kleine Keime,
3 mm, 10 Monate nach der Ernte (kK-10); Gewebe an der Keimbasis von 3 mm Keimen,
10 Monate nach der Ernte (Kb); groRe Keime, 10 mm, 7 Monate nach der Ernte (gK-7).
Die Hybridisierung erfolgte mit einem radioaktiv markierten 400 bp groBen TRI-Fragment
des C-Terminus. Als Kontrollhybridisierung wurde eine 18S rRNA Sonde verwendet.
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D Diskussion

D 1 Die Calystegine

D 1.1 Verbreitung und Verbreitung der Calystegine

Calystegine kommen in einer Reihe wichtiger Kulturpflanzen vor, wie der Kartoffel
(Solanum tuberosum), der Tomate (Lycopersicon esculentum) und der Suf3kartoffel
(Ipomoea batatas) (Asano et al. 1997a). Neben diesen als Gemise verwendeten
Nahrungsmitteln wurden Calystegine auch in e3baren Frichten gefunden (Asano et
al. 1997a). Da die Calystegine potente Inhibitoren von R-Glucosidasen und
a-Galactosidasen (vgl. Kap. A 2.3) sind, stellt sich die Frage nach deren Akkumu-
lation in Nahrungsmitteln. Eine quantitative Bestimmung der Calystegine in unter-
schiedlichen Geweben wurde bisher aber nur von wenigen Arbeitsgruppen durch-
gefluhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine detaillierte Darstellung der Calysteginakku-
mulation in S. tuberosum var. Liu wahrend der gesamten Kultivierungsperiode und in
den Kartoffelknollen gezeigt (vgl. Kap. C 1.2). Calystegine akkumulieren haupt-
sachlich in metabolisch aktiven Geweben wie Kartoffelkeimen, jungen Blattern und
Bluten. Fur die in der Kartoffel vorkommenden Glycoalkaloide a-Solanin und a-Cha-
conin wurde eine &hnliche Verteilung bestimmt (Friedman und Mc Donald 1997a). In
der Knolle finden sich hohe Glycoalkaloid- und Calysteginkonzentration in den
Kartoffelaugen und geringe Konzentrationen im Mark (vgl. Kap. C 1.2.2.1) (Lampitt et
al. 1943; Winsch und Munzert 1989). Im Unterschied zu den Knollen enthalten die
oberirdischen Gewebe mehr Glycoalkaloide als Calystegine.

Nash und Mitarbeiter (1993) gaben den Gehalt an Calysteginen in S. tuberosum
var. Estima mit 100 pg/g FM (0,01 %) in der Korkhaut und 10 pg/g FM (0,001 %) flr
das restliche Knollengewebe an. Asano und Mitarbeiter (1997a) hingegen beschrie-
ben den Gehalt der Knolle mit 3,39 bzw. 7 pg/g FM fir zwei nicht naher bezeichnete
Varietaten. In unseren Untersuchungen zeigte sich je nach Erntezeitpunkt ein Gehalt
zwischen 400 und 1500 pg/g FM in der Korkhaut sowie 80 und 140 pg/g FM im Mark.
Schliel3t man die Unterschiede im Calystegingehalt in den Keimen der Sorten Arcula,
Adretta und Liu (vgl. Kap. C 1.2.1) in die Betrachtung ein, ist der Calystegingehalt
unterschiedlich in den untersuchten Sorten und abhangig vom Zeitpunkt der Ent-
wicklung. Auch der Glycoalkaloidgehalt schwankt in den Kartoffeln verschiedener
Sorten ebenfalls (Valkonen et al. 1996; Jadhav et al. 1991).

Weiteren Aufschlul3 Gber die Verteilung der Calystegine kdnnte die Untersuchung
von Wildkartoffeln geben. Auch hier finden sich in verschiedenen Kartoffelsorten bei
den Glycoalkaloiden Unterschiede von 500 — 4860 pg/g FM, z. B. in den Blattern
(Valkonen et al. 1996). Erste Hinweise auf solche Unterschiede bei den Calysteginen
berichteten Arnone und Mitarbeiter (1999), die in somatischen Hybriden von S.
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tuberosum (+) S. pinnatisectum in der Korkhaut bis zu 3,89 % Calystegine bezogen
auf die Trockenmasse gefunden haben. Bezogen auf die Frischmasse sind das ca.
0,67 % oder 6700 pg/g FM. Diese hohen Werte wurden von uns zu keinem Zeitpunkt
in den untersuchten S. tuberosum Sorten gefunden. Der Maximalwert der
Calystegine betrug 4403 pg/g FM (0,44 %) in den Kartoffelaugen beim Keimstart finf
Monate nach der Ernte.

In anderen Solanaceen, wie z. B. in den oberen Blattern von A. belladonna
(625 pg/g FM) oder der Frucht von S. melongena (73 pug/g FM), ist der Hochstgehalt
an Calysteginen wesentlich geringer als der in Kartoffeln (Asano et al. 1997a; Drager
et al. 1995c). Kartoffelkeime stellen damit ein ausgezeichnetes Material dar, um
Calystegine flr biologische Tests zu isolieren.

D 1.2 Die physiologische Bedeutung der Calystegine

Uber die physiologische Bedeutung der Calystegine gibt es in der Literatur nur
wenige Angaben. Eine Induktion der Alkaloidbiosynthese durch Tageslicht, wie es fir
die Glycoalkaloide beobachtet wurde (Jadhav et al. 1991), konnte fur die Calystegin-
biosynthese der untersuchten Kartoffelsorte Liu in unseren Versuchsbedingungen
nicht gezeigt werden (vgl. Kap. C 1.2.1). Allerdings kann eine Induktion der Biosyn-
these stark von der verwendeteten Lichtquelle abhéngig sein. In Abh&ngigkeit von
der verwendeten Spektralzusammensetzung des Lichtes wurde bei der Glycoal-
kaloidbiosynthese eine Steigerung der Glycoalkaloidakkumulation um das
0,6 - 4fache erreicht (Percival 1999). Es ist nicht auszuschliel3en, dal3 die Calystegin-
biosynthese durch die Verwendung anderer Lichtquellen induzierbar ware. Andere
Alkaloidbiosynthesen, wie z. B. die der Indolalkaloide, sind ebenfalls durch Licht
induzierbar (Schroeder et al. 1999). Im Gegensatz dazu wird die Shikonin-
Biosynthese in Litospermum erythrorhizon reprimiert (Yazaki et al. 1999).

Insektenfrald verursacht eine Verwundung der Pflanze. Diese fuhrt in den Pflanzen
zu einem erhdhten Jasmonatspiegel (Creelman und Mullet 1997), wobei Methyl-
jasmonat (MeJa) als Signalmolekil dient. Es induziert die Biosynthese von
Proteinen, die in Abwehrreaktionen bei Schadlingsbefall involviert sind (Memelink et
al. 2001). Aber nicht alle verwundungs-responsiven Gene sind Jasmonat-reguliert
(Titarenko et al. 1997). Insektenfrald kann auch die Biosynthese von Alkaloiden
stimulieren, wie am Beispiel von Nicotin (Baldwin 1999) und den Glycoalkaloiden
gezeigt worden ist (Percival et al. 1994). Die Verwundung von Kartoffelkeimen fuhrte
zu keiner Erh6hung der Calysteginakkumulation (vgl. Kap. C 1.2.2.4). Die Calystegin-
biosynthese wird nicht durch den Stressfaktor Verletzung induziert.

D. stramonium Pflanzen, die von Pflanzenfressern beschadigt wurden, haben
keinen erhdhten Gehalt an Hyoscyamin und Scopolamin (Shonle und Bergelson
2000). Allerdings laRt sich mit der Produktbestimmung keine Aussage treffen,
inwieweit die Expression einzelner Gene der Biosynthese induziert ist. In Tabak z. B.
wurde nach mechanischer Verwundung (Entfernung der Sprol3spitze) eine erhdhte
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PMT-Transkriptmenge innerhalb von 2 h festgestellt (Riechers und Timko 1999). Die
PMT-Expression ist durch exogenes MeJa in Tabakzellkulturen und in Nicotiana
sylvestris Wurzen induzierbar (Imanishi et al. 1998; Shoji et al. 2000). Die erhéhte
Transkriptakkumulation der Ornithindecarboxylase (ODC) durch MeJa innerhalb
einer Stunde wurde in Tabakzellkulturen beobachtet (Imanishi et al. 1998).

Die Untersuchung der Promotorregionen der TRI und TRII aus H. niger ergaben
bisher keinen Hinweis auf Jasmonat-induzierte Motive, sogenannte G-Boxen
(Nakajima et al. 1999c).

Zur Induzierbarkeit der Tropanalkaloidakkumulation durch MeJa gibt es unter-
schiedliche Daten. In Wurzelkulturen von D. stramonium wird die Hyoscyamin-
akkumulation angeregt (Zabetakis et al. 1999), wahrend es bei H. muticus erst nach
Applikation hoher Konzentrationen von MeJa zu einer geringfligigen Erhéhung
kommt (Biondi et al. 2000). Kurzlich wurde gefunden, daf3 die Calysteginbiosynthese
in Wurzelkulturen von A. belladonna nicht durch Methyljasmonat und Abscisinsaure
induzierbar ist (Rothe et al. 2001).

Ein erhohtes Zuckerangebot (Saccharose und Maltose) hingegen stimuliert die
Calysteginakkumulation in Wurzelkulturen von A. belladonna, der Hyoscyamingehalt
andert sich hingegen nur wenig (Rothe et al. 2001). Die Biosynthese der klassischen
Tropanalkaloide und der Calystegine verlauft bis zur Reduktion des Tropinons,
gleich. Deshalb ist die Regulation des metabolischen Flusses der Calystegin-
biosynthese bei erhéhten Zuckerangebot an dieser Stelle der Biosynthese bzw. im
spateren Verlauf wahrscheinlich (vgl. Abb. A-2). Ein Einflu3 von unterschiedlichen
Zuckerangebot auf die Transkription der TR's und andere bekannter Enzyme der
Calysteginbiosynthese konnte durch Northern Blot Analysen geklart werden. Eine
gesteigerte Tropanalkaloidakkumulation durch ein erhtéhtes Angebot an Glucose
wurde in Wurzelkulturen von Datura candida x Datura aurea gezeigt (Nussbaumer et
al. 1998).

Die Bedeutung des Zuckers in Signalwegen ist umfangreich und komplex. Zucker
als Signalstoff ist in der Literatur z. B. bei der Anthocyanbiosynthese beschrieben
worden (Vitrac et al. 2000). Unter anderem wird eine Verbindung des Zucker-
angebotes zum Stickstoffstoffwechsel der Pflanzen diskutiert (Sheen et al. 1999). So
kann Zucker Gene aktivieren, die fur Nitrattransporter, Nitratreduktasen, Asparagin-
synthasen und Glutaminsynthasen codieren (Jang und Sheen 1994; Koch 1996; Lam
et al. 1998; Lejay et al. 1999; Sheen et al. 1999). Bei der Signaliibertragung kénnen
Hexokinasen eine wichtige Rolle spielen, die durch Bindung an Zuckermolekle ihrer
Konformation andert (Sheen et al. 1999). Der Einflu? von Zucker auf die Calystegin-
biosynthese ist bis jetzt noch nicht untersucht worden.

Calystegine akkumulieren in S. tuberosum und in anderen Solanaceen haupt-
sachlich in meristematischen Geweben (vgl. Kap. C 1.2) (Drager et al. 1995c). Die
Akkumulation der Calystegine und ihre Eigenschaft als Glycosidasehemmstoffe |af3t
eine fraBhemmende Wirkung der Calystegine vermuten. Bekannte Glycosidase-
hemmstoffe, wie Castanospermin, welches u. a. aus Castanospermum australe
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isoliert wurden ist (Asano 2000a), sind potente Hemmer von [3-Glucosidasen in
Insekten (Fellows et al. 1992). Um das Potential der Calystegine als Fraf3schutz zu
testen, ware es notwendig, die Calystegine auch auf ihre Hemmbarkeit gegen
Glycosidasen von Insekten zu untersuchen.

Musmeci und Mitarbeiter (1999) fanden die Abnahme des Larvengewichtes von
Phthorimaea operculella (Zeller) auf Calystegin As-behandelten Kartoffelkallus-
kulturen nach 9 Tagen. Weiterhin wurde ein Einflul3 auf das Larvengewicht und die
Uberlebensrate von Leptinotarsa decemlineata (Say) beobachtet. Die Erhéhung des
Calystegin B»-Gehaltes um 0,5 % auf Kartoffelblattern verringerte die Uberlebensrate
um 50 % (Fonzo et al. 1999). Die in den Studien verwendeten Calystegine wurden
als Einzelsubstanzen appliziert, denkbar ware aber auch ein synergistischer Effekt im
Gemisch und/oder zusammen mit den Glycoalkaloiden. Weitere Versuche sind notig,
um die Fral3schutzhemmung der Calystegine gegenuber Pflanzenschadlingen zu
bestatigen. In vitro Kartoffelpflanzen var. Désirée, die keine Calystegine in den
Blattern enthalten, waren ein geeignetes Untersuchungsobjekt. Es kbnnten definierte
Mengen Calystegine als Einzelsubstanzen oder im Gemisch auf die Blatter appliziert
werden. Interessant wéaren hier Untersuchungen mit weniger spezialisierten Pflan-
zenschadlingen.

Calystegine spielen eine Rolle als Mediatoren bei der Ernahrung von bestimmten
Bodenbakterien. Tepfer und Mitarbeiter (1988a; 1988b) zeigten, dald nur bestimmte
Bakterien, wie Rhizobium meliloti, in der Lage sind, Calystegine zu katabolisieren
(Cac’). Sie konnen Calystegine als einzige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
verwenden. In der Umgebung von calysteginakkumulierenden Pflanzen wurden
vermehrt Cac’ Bakterien gefunden, die ein Plasmid tragen, welches die Kata-
bolisierung ermdglicht (Goldmann et al. 1996; Guntli et al. 1999).

D 1.3 Calystegine und ihre Bedeutung fir den Menschen

Es wurde diskutiert, dall bei Vergiftung durch Kartoffelkeime bei der
nahrungsaufnahme der Gehalt an Glycoalkaloiden zu gering gewesen sei, um
Vergiftungssymptome auszulésen (Baker et al. 1991). Es ware daher moglich, dafl3
Calystegine als potente Glycosidasehemmstoffe (vgl. Kap. A 2.3) Vergiftungs-
erscheinungen hervorrufen oder verstarken konnen. Vergiftungen bei Tieren mit
Convolvulus arvensis wurden mit Tropin- und Pseudotropinderivaten in Zusammen-
hang gebracht (Schultheiss et al. 1995; Todd et al. 1995). Zwei Ipomoea-Spezies,
die den Mannosidaseinhibitor Swainsonin und Calystegine enthalten, sind fur
neurologische Storungen bei Weidevieh verantwortlich (de Balogh et al. 1999;
Molyneux et al. 1995). Dabei wurde vermutet, das Calystegine an der Auspragung
der Symptome beteiligt sein konnten (Molyneux et al. 1995). Uber die Toxizitat der
Calystegine ist noch nichts bekannt, da sie fur die Testung noch nicht in
ausreichenden Mengen zur VerflUgung stehen. Fir Swainsonin, einen anderen
Glycosidasehemmestoff, wurde ein Maximalgehalt von 0,001 % in Futternahrung
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diskutiert, um Intoxikationen zu vermeiden (Molyneux et al. 1994). Auch bei einem
niedrigen Gehalt im Futter akkumuliert Swainsonin innerhalb der Lysosomen, wo es
aufgrund des niedrigen pH-Wertes protoniert wird und sich anreichert (Chotai et al.
1983).

Beispiele fur die Anwendung von Glycosidasehemmstoffen sind in der Einleitung
beschrieben (vgl. Kap A 1.2).

D 1.4 Tropinon-Fitterungsversuche — Hinweise auf die
Biosynthese

Futterungsversuche von Tropinon an Kartoffelkeime ergaben erste Hinweise zum
Vorkommen von tropinonreduzierenden Enzymen in S. tuberosum (vgl. Kap. C 2).
Die Bildung von Tropin und Pseudotropin erfolgt durch zwei spezifische Enzyme,
eine Isomerisierung von Tropin zu Pseudotropin oder umgekehrt erfolgt nicht
(Nakajima et al. 1993a; Portsteffen et al. 1994). Es konnten deutliche Unterschiede in
der Tropin- und Pseudotropinakkumulation nach Tropinonfiutterung festgestellt
werden. Da die tropin- und die pseudotropinbildenden TR's um dasselbe Substrat,
das Tropinon, konkurrieren, konnte die verringerte Tropinakkumulation mit der
unterschiedlichen Substratspezifitat der Enzyme zum Tropinon zusammenhangen.
Auf der anderen Seite kdnnte aber auch eine unterschiedliche Verfugbarkeit des
Substrates in den verschiedenen Zellschichten verantwortlich sein. Die Immunoblot
Analyse der TRI und TRIl in den Wurzeln von H. niger zeigte eine unterschiedliche,
zellspezifische Akkumulation der TR-Proteine (Nakajima und Hashimoto 1999d). TRI-
Protein wurde in der Endodermis und der Cortex, bevorzugt in den &uf3eren
Zellschichten, detektiert. Das TRII-Protein akkumuliert im Perizykel, der Endodermis
und den inneren Schichten der Cortex (Nakajima und Hashimoto 1999d). Frihe
Enzyme der Biosynthese z. B. die PMT sind ebenfalls im Perizykel lokalisiert (Suzuki
et al. 1999a). Die PMT katalysiert die Bildung von N-Methylputrescin, eine Vorstufe
des Tropinons. Die Lokalisation dieser Tropinonvorstufen und des TRII-Enzyms im
selben Gewebe (Perizykel), weil3t auf eine schnelle Substratumsetzung des
Tropinons durch das TRII-Enzym hin. Fur die Bildung des Tropins durch die TRI
mufte Tropinon oder seine Vorstufen in die Endodermis oder in die Cortex
transportiert werden.

S. tuberosum akkumuliert keine klassischen Tropanalkaloide. Deshalb war das
Auffinden von Tropin als Metabolit nach Futterungsversuchen in Keimen und in in
vitro Kartoffelknollen tUberraschend (vgl. Kap. C 2). Da Tropin in S. tuberosum nicht
in Hyoscyamin oder Scopolamin umgewandelt wird, wéare es denkbar, dal} eine
Umwandlung zu Tropinestern erfolgt. In der Literatur sind 3-Tigloyltropin in A.
belladonna und in verschiedenen Datura- und Hyoscyamus-Spezies beschrieben
wurden (Doerk et al. 1994; Drager et al. 1992; Robins et al. 1994b). Die Tropan-3a-ol
Ester Consiculin und Consabatin sind in Convolvulus-Spezies bekannt (Jenett et al.
1998).
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Transgene N. tabacum-Pflanzen, die TRI aus H. niger exprimieren, akkumulieren
Tropin und 3-Acetyltropin nach Tropinonfitterung (Rocha-Salavarrieta 2000). In der
Literatur wird beschrieben, dal? die Veresterung durch spezifische Enzyme gesteuert
wird (Rabot et al. 1995; Robins et al. 1991c). Die Spezifitat zum alkoholischen
Akzeptor ist grol3, aber die Acetyltransferasen verestern entweder Tropin (TAT) oder
Pseudotropin (PAT) mit unterschiedlichen aliphatischen Estern.

Mit der beschriebenen neutralen Extraktionsmethode (vgl. Kap. B 2.1.4) konnten
keine Tropinester in den gefutterten Geweben von S. tuberosum nachgewiesen
werden. Der Versuch sollte mit einer gréReren Biomasse wiederholt werden, um
sicherzustellen, dafld auch geringe Mengen an Estern erfal3t werden kénnen. Sinnvoll
erscheint auch ein Futterungsversuch mit Tropin, um der Pflanze ausreichend
Substrat zur Verfugung zu stellen. Bei der Extraktion sollte die in der Literatur
beschriebene saure Extraktion verwendet werden, da es wenig Information zur
Stabilitdt der Ester bei neutraler Extraktion gibt (Doerk et al. 1994). Die fehlende
Akkumulation von Tropinestern in Kartoffelkeimen korreliert aber mit den Ergeb-
nissen von Robins und Mitarbeiter (1994b) und unverdffentlichten Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe in S. tuberosum-Wurzelkulturen.

Weitere Hinweise, dal3 sich die Calysteginbiosynthese von dem Tropanalkaloid-
stoffwechsel ableitet, beschreiben Drager und Mitarbeiter (1994b) sowie Rothe und
Mitarbeiter (2001). Bei Blokade des TRI-Enzyms mit 8-Thiabicyclo[3,2,1]octan-3on
(TBON) wurde in A. belladonna Wurzelkulturen eine erhoéhte Akkumulation von
Calysteginen beobachtet.

Weiterhin konnte sowohl der Einbau von *C-markiertem Putrescin als auch der
von N**-markiertem Tropinon in die Calystegine gezeigt werden (Drager et al. 1994b;
Goldmann et al. 1990).

Die Hypothese zur Calysteginbiosynthese wird durch die Amplifikation eines PMT-
homologen cDNA-Fragmentes aus Kartoffel gestitzt (Stenzel, unverdéffentlicht).
Dieses Fragment zeigt die fur PMT-Sequenzen typischen Motive.

Uber die der Tropinonreduktion nachfolgenden Biosyntheseschritte auf dem Weg
zu den Calysteginen ist nichts bekannt. N6tig sind die Demethylierung des Stickstoffs
und Hydroxylierungen am Tropangerust. Welche Reaktion zuerst ablauft und welche
Enzyme daran beteiligt sind, ist unklar. N-Demethylierungen konnten durch
Cytochrom P-450 abhangige Monooxygenasen katalysiert werden. N-Demethylasen,
die pflanzeneigene Stoffe umsetzen, sind allerdings kaum bekannt. Zwar wurde die
N-Demethylierung des Nicotins mit einem P-450 Enzym in Verbindung gebracht, die
Ergebnisse waren aber nicht eindeutig (Chelvarajan et al. 1993). Fir die
N-Demethylierung von Xenobiotica in Pflanzen gibt es eine Reihe von Beispielen
(Durst und Benveniste 1993). Ein P450 Enzym aus Avocado ist in der Lage,
verschiedene N-Methylaniline zu demethylieren (Cottrell et al. 1990; Dohn und
Krieger 1984). Hydroxylierungen sind durch oxoglutaratabhé&ngige Dioxygenasen
maoglich. Beispiele sind die Hyoscyamin-6-Hydroxylase aus H. niger oder die
Desacetoxyvindolin-4-hydroxylase aus Catharantus roseus (Hashimoto und Yamada
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1986; Vazquez-Flota et al. 1997). Fur die Hydroxylierung kommen aber auch
Cytochrom P-450 Enzyme in Frage. Tabersonin-16-Hydroxylase aus Catharantus
roseus ist ein solches Beispiel (Schroeder et al. 1999).

D 2 Die Tropinonreduktasen

D 2.1 Tropinonreduktasen in Kartoffel

TR-Enzymaktivitaten wurden in verschiedenen Hyoscyamus-, Atropa- und
Duboisiaspezies sowie in Wurzelkulturen von C. sepium gemessen (Hashimoto et al.
1992). In S. tuberosum zeigten die Fltterungsversuche eine Umsetzung zu Tropin
und Pseudotropin. In Proteinpraparationen aus Kartoffelkeimen konnte aber keine
TR-Enzymaktivitdt im photometrischen Assay gemessen werden. Das lag an der
Instabilitdt der TR-Enzyme in den Proteinpraparationen. Kartoffeln akkumulieren
phenolische Verbindungen (Friedman 1997b). Solche Polyphenole, Derivate der
Chlorogensaure, kdnnen Proteine inaktivieren.

Mit modernen Methoden der Molekularbiologie konnten die cDNA-Sequenzen der
TRI und TRII aus Kartoffel kloniert werden (vgl. Kap. C 3 und C 4). Die Isolierung der
TRII-cDNA mittels RACE-PCR bereitete durch die geringe Amplifikation bei der
3'‘RACE-PCR Schwierigkeiten und erforderte einen zusatzlichen PCR-Schritt. Eine
abschlielende RT-PCR wurde noétig, um cDNA-Sequenzen zu isolieren, die den
gesamten codierenden Bereich umfal3ten (vgl. Kap. C 3.2). Um Informationen tber
die nichttranslatierten Bereiche der TRII-cDNA-Sequenzen in S. tuberosum zu ge-
winnen und Unterschiede innerhalb verschiedener Varietaten zu erkennen, wurde
eine cDNA-Bank gescreent. Die Unterschiede der TRII-cDNA-Sequenzen zwischen
den Kartoffelsorten Liu und Désirée sind gering, eine Sequenz ist identisch.

Warum beim Screening nach der TRI-Sequenz aus der Kartoffelaugen-cDNA-Bank
nur die StTRI-homologe Sequenz isoliert wurde, ist unklar. Moglicherweise waren die
beiden anderen TRI-Klone StTRI-SE und StTRI-SS in der Bank unterreprasentiert.
Uber den Entwicklungszustand der Kartoffelaugen, die fiir die Herstellung der cDNA-
Bank verwendet worden waren, lagen keine Informationen vor. Auf das erneute
Screenen einer reprasentativen Phagenmenge wurde verzichtet. Angenommen
wurde, dafl? die Expression der TRI in den Keimaugen zu diesem Zeitpunkt zu gering
war. Eine unterschiedliche Expression in den Augen, abhéangig vom Entwicklungs-
zustand, bestatigte sich spater in Northern Blot Analysen. Die anschlieRende RT-
PCR, bei der zwei TRI-Klone isoliert wurden, muf3te mit cDNA aus Keimen, 10
Monate nach der Ernte, durchgefuhrt werden. In diesem Gewebe sind TRI-
Transkripte stark exprimiert (vgl. Kap. C 9.2).

Die TRI- und TRII-Sequenzen aus S. tuberosum sind auf Nukleotidebene 72 %,
auf Aminoséaureebene 66 % zueinander homolog. Innerhalb jeder TR-Gruppe ist die
Homologie noch hoéher (86-95 % auf AS-Ebene, vgl. Tab. D-1). Betrachtet man den
Homologievergleich der TRI und TRII-Sequenzen aus S. tuberosum zu den TR-
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Sequenzen aus D. stramonium und H. niger, verstarkt sich die Hypothese, dal3 sich
die TR-Enzyme von einem gemeinsamen Vorfahren ableiten (Nakajima et al. 1999a).

Enzym Nukleotide Aminosauren
StTRII StTRI StTRII StTRI
D. stramonium TRII 91 % 71 % 92 % 63 %
H. niger TRII 92 % 72 % 95 % 65 %
D. stramonium TRI 73 % 90 % 67 % 90 %
H. niger TRI 72 % 87 % 64 % 86 %

Tab. D-1:. Homologievergleich der StTRI und StTRII-Sequenzen zu bekannten TR-
Sequenzen aus D. stramonium und H. niger. Die Homologien wurden mit den FASTA-
Programm erstellt (Pearson und Lipman 1988).

D 2.2 Die TR gehéren zur Familie der SDR-Enzyme

Die Aminosauresequenzen der TRI und TRIlI aus Kartoffel wurden auf ihre
Zugehorigkeit zur SDR-Enzymfamilie gepruft. Typische Motive finden sich in beiden
AS-Sequenzen (vgl. Abb. C-12 und C-13). Das katalytische Tyrosin in der Sequenz
YxxxK (x steht fur jede beliebige AS) findet sich in der Position 160 (TRIl) bzw. 162
(TRI). Durch Rontgenstrukturanalyse und gerichtete Mutagenese zeigte sich dieses
Motiv als essentiell (Chen et al. 1993; Persson et al. 1995; Tanaka et al. 1996a;
Nakanishi et al. 1997a). Tyr ist das katalytische Zentrum, wahrend Lys durch
Wasserstoffbriickenbindung mit den beiden Hydroxylgruppen der Nicotinamid-Ribose
eine wichtige Rolle bei der Co-Substratbindung spielt. Auf3erdem stabilisiert es die
Position der OH-Gruppe im Tyrosin. Tanaka und Mitarbeiter (1996a; 1996b)
beziehen bei der Betrachtung der Roéntgenkristallstruktur der 7&-Hydroxysteroid-
dehydrogenase die Ser**” (TRIl) bzw. Ser'*® (TRI) aquivalente Position in die
Katalysebetrachtung ein. Ser bildet eine Wasserstoffbricke zum Substrat und
stabilisiert gleichzeitig den katalytischen Ubergang.

Arg? und Arg* (TRII) bzw. Lys* und Arg* (TRI) verleihen den Enzymen durch
Interaktion mit der Phosphatgruppe eine hohere Bindungsaffinitat zum NADPH
(Nakanishi et al. 1996). Threonin aquivalent zur Position 41 (TRII) bzw. 43 (TRI) der
Kartoffelsequenzen ist fur die NADPH-Bindung notwendig. Gerichtete Mutagenese,
bei der Thr gegen Asp ausgetauscht wurde, veranderte die Co-Substratspezifitat
eines SDR-Enzyms vom NADPH zum NADH (Nakanishi et al. 1997b). In allen
isolierten TRI und TRII-Sequenzen aus Kartoffel ist diese Position mit Ser besetzt,
welches &ahnliche Eigenschaften wie Thr hat und somit die Bindung von NADPH als
Co-Substrat ermdglicht. Das in den SDR-Enzymen konservierte GxxxGxG Motiv
findet sich auch in den TR-Enzymen von S. tuberosum an den Positionen 17 bzw. 19
(TRII und TRI) (Jornvall et al. 1995).

Fur die TRI aus D. stramonium beschreiben Nakajima und Mitarbeiter (1998) eine
Anlagerung der Carboxylamidgruppe des Nicotinamidringes an das Stickstoff- und

Sauerstoffatom der lle'® aquivalenten Position und an den Sauerstoff der Seitenkette
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des Thr'®” (vgl. Abb. C-13). Bei der TRII-Rontgenkristallstruktur aus D. stramonium
wurde zusatzlich zu den Kartoffel-TRIl-aquivalenten Positionen lle'®® und Thr'® die
Position Ser'®® als polarer Interaktionspartner zum Pyrophosphatteil des NADP*
genannt (Yamashita et al. 1999). In der StTRII ist dieses Thr'®® durch Ser ausge-
tauscht (vgl. Abb. C-12).

Die Konservierung der Strukturmerkmale weist darauf hin, dal3 der in der SDR-
Enzymfamilie verbreitete Reaktionsmechanismus auch fir die TR-Enzyme aus S.
tuberosum gilt. Der konzertierte Ubergang des pro-S-Hydrid-lons vom NADPH und
eines Protons vom Tyr'® bzw. Tyr*®? (TRII bzw. TRI) erfolgt zum 3-Kohlenstoff- und
Carbonyl-Sauerstoff-Atom des Tropinons (Nakajima et al. 1998).

D 2.3 Die Stereospezifitat der Tropinonreduktasen | und Il

Bedingt durch die ausgepragte Konservierung der AS des katalytischen Zentrums
und der Co-Substratbindungsstelle mul3 die stereospezifische Reduktion des Tro-
pinons durch die Orientierung des Substrates im Enzym-Substratkomplex gegeben
sein (Nakajima et al. 1998). Fur die Bindung des Substrates sind hauptsachlich
11 AS verantwortlich, die grof3tenteils im C-Terminus der AS-Sequenz liegen. Durch
Rontgenkristallstrukturanalyse und gerichtete Mutagenese der TRI und TRII-Enzyme
aus D. stramonium wurden 5 AS bezeichnet, die bei der Reduktion mitwirken
(Nakajima et al. 1998; 1999b; Yamashita et al. 1998; 1999). Allerdings wurde eine
Anderung der Stereospezifitat durch Einzelmutation nur in der 157 bzw.159
aquivalenten Position erreicht (Nakajima et al. 1999b). Mehrfachmutationen anderten
die Spezifitat fast zu 100 %. Im folgenden werden diese Aminoséuren im Hinblick auf
die Kartoffel-TR-Enzyme diskutiert.

Bei der TRI werden vor allem hydrophobe Wechselwirkungen als Bindungs-
eigenschaften postuliert (Nakajima et al. 1999b). Durch Mutagenese der DsTRI
konnte gezeigt werden, daR bei der zur StTRI aquivalenten Position His'® nicht die
positive Ladung fir die Stereospezifitdt entscheidend ist (Nakajima et al. 1999b).

Leu' ersetzt in allen Kartoffel-TRI-Sequenzen Val (vgl. Abb. C-13). Aufgrund
seiner hydrophoben Eigenschaften sollte es ebensolche hydrophoben Interaktionen
mit der C6-C7 Briicke des Tropinons eingehen. Ala*?, lle'** und Phe'’sind bei den
StTRI-SE und StTRI-SS-Klonen, der DsTRI und HnTRI konserviert. Das TRI-
homologe Protein (StTRI-homologe) besitzt an Position 117 ein lle, welches &hnliche
hydrophobe Eigenschaften wie Phe hat. Aus den genannten Positionen laf3t sich
nicht klaren, warum das TRI-homologe Enzym Tropinon als Substrat nicht umsetzt.
Andere ahnliche Substrate wurden vom TRI-homologen Enzym akzeptiert (vgl. Kap.
C7.2).

Betrachtet man die anderen AS, fur die eine Tropinoninteraktion postuliert wurde,
sind 11e*°, Leu™® und Val*** wiederum konserviert. Der Austausch von Ala'® gegen
Valin sollte keinen grof3en Einflul3 auf die Bindung des Tropinons ausiben (vgl. Abb.
C-13). Val/lle®® ist variabel innerhalb aller bekannter TRI-Enzyme. GIn**®, das vor
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allem polare Eigenschaften hat und Wasserstoffbriicken ausbilden kann, ist gegen
Leu ausgetauscht, das mit seiner Kohlenwasserstoffseitenkette hydrophobe
Bindungen austiben kann. Es ware interessant, ob mit der gerichteten Mutagenese
Q199L eine tropinbildende TRI-Aktivitdt des TRI-homologen Enzyms zu erreichen
ware.

Bei allen bekannten TRII-Sequenzen sind die fur die Tropinonbindung postu-
lierten AS konserviert. Dies sind die zur StTRII dquivalenten Positionen Val®®, Tyr'*,
val/lle!®®, Ser'*®, val/Leu'™, GIu™’, val'®?, Met/Leu'®’, val'® sowie Leu®** und
Leu?™ (vgl. Abb. C-12). Die negativ geladene Glu'®’ (bt eine elektrostatische
Interaktion auf das positive Stickstoffatom des Tropinons aus (Yamashita et al.
1999). Diese AS ist fir die Orientierung des Tropinons richtungweisend und macht
damit eine Reduktion zur 3-e OH-Gruppe moglich. Die Orientierung des Tropinons im
TRII-Enzym-Substratkomplex ist genau entgegengesetzt zum TRI-Enzym. Die
Unterschiede zwischen TRI und TRIlI in den AS mit hydrophoben Interaktionen
dienen zur Feineinstellung der Substratlage.

D 2.4 Die evolutionare Entwicklung der Tropinonreduktasen

Verschiedene Theorien lber die Abstammung der TR-Gene werden immer wieder
diskutiert. So wird vermutet, daf3 sich der Prototyp der TR-Gene aufgrund der hohen
Homologie zu anderen Enzymen der SDR-Familie und durch Konservierung
wichtiger AS innerhalb dieser Familie (vgl. Kap. D 2.2) aus einem SDR-Gen
entwickelt haben mul3 (Nakajima et al. 1993a; 1999a). In der Vergangenheit wurde
durch Datenbankvergleich mit TR-homologen Sequenzen aus Arabidopsis thaliana
und Lycopersicon esculentum gezeigt, da3 zwischen den Sequenzen eine hohe
Ubereinstimmung uber die gesamte Proteinsequenz besteht (Nakajima et al. 1999a).
In den AS, die fir die Substratbindung verantwortlich sind, bestanden aber
Unterschiede. Es wurde postuliert, dal3 diese Enzyme andere Substrate umsetzen
(Nakajima et al. 1999a).

Ein neuer Homologievergleich von StTR-cDNA-Sequenzen in Datenbanken
brachte eine erstaunliche Anzahl von homologen Sequenzen hervor. Auf AS-Ebene
lag die Homologie bei 40 — 60 % u. a. zu 18 Sequenzen aus Arabidopsis thaliana,
verschiedenen EST-Sequenzen aus Lycopersicon esculentum, deren grof3tmdg-
licher ORF in AS Ubersetzt wurde, zu einer Sequenz aus Thermotoga maritima sowie
zu einer humanen Sequenz. 9 Arabidopsis-Sequenzen haben in der zur TRII-
aquivalenten Position 41 ein Asp, was auf eine hohere Bindungsaffinitdit zum NADH
hindeutet (vgl. Kap. D 2.2). In Abb. D-1 ist der Aminosaurevergleich aller bekannten
TR-Sequenzen mit ausgewdahlten homologen Sequenzen abgebildet. An den 11 AS-
Positionen (rot gekennzeichnet), die in die Tropinonbindung involviert sind, wird
nochmals die Spezifitdt zwischen TRI und TRII deutlich. Im Fall der DsP29x TR-
homologen Sequenz zeigen sich Unterschiede an diesen Positionen, so daf klar
wird, dald dieses Enzym ein anderes Substrat umsetzt (Nakajima et al. 1999a).



D Diskussion 80
vV Xvyv sk
DsTRI MVE- ESKVSMVNCNNEGRWELKGT TALVTGGSKG GYAI VEELAGLGARVYTCSRNEKELD 59
HNTRI MAGESEVY! NGNNGG RWELKGTTALVTGGSKG GYAVWEELAGLGARVYTCSRNEKELQ 60
St TRI - SE MA- === =-- == EL REKWSLKGTTALVTGGSKG GYAI VEELANFGARVYTCSRNENELQ 50
St TRI - honol og MA- - === - - - - EL REKWCLKGTTALVTGGSKG GYAI VEELANFGARVYTCSRNENELQ 50
Ds P29x MAG- - - - - REI GGGDRRWELRGVTALVTGGTRG GYAI VEELANFGAEVYTCSRSQNCLD 55
DsTRII  emmmmeeeeoo MAGRWAL EGCTALVTGGSRG GYCl VEELASLGASVYTCSRNQKELN 47
HNTRIL  emeeeeeeeee o MAGRWAL EGCTALVTGGSRG GYCI VEELANLGASVYTCSRNQKELD 47
StTRII-D3  mememmeemn MAAGRWAL EGCTALVTGGSRG GYCl VEELASL GASVYTCSRNQKELN 48
Le- BE451326 ~  cmmmmmmmmmeme- RW\LEGCTALVTGGSKG GYGl VEELASHGASVYTCSRNQKELN 44
At-QLHTO ~  ceemmee--os VETDKRWSLAGKTALVTGGTRG GRAWEELAKFGAKVHTCSRNQEELN 49
Hs- QH3NG ~ aaee--- MASSGMIRRDPLANKVALVTASTCG GFAI ARRLAQCGAHVVWSSRKQONVD 52
Tm QWS2 e MVKEVFOLRGRVALVTGGSRGLGFCGl AQGLAEAGCSVWASRNLEEAS 47
DsTRI ECLEI WREK- GLNVEGSVCDL L SRTERDKLMITVAHVEDGKLNI LVNNAGVVI HKEAKDF 118
HNTRI QCLDI WRNE- GLQVEGSVCDL L LRSERDKL MOTVADL ENGKLNI LVNNAGVVI HKEAKDF 119
St TRI - SE ECLDI WRKK- GLKVEGSVCDL L SRTEREKLVKTVEDVFDGKLNI LVNNAGVAI HKEAKDF 109
St TRI - honol og ECLDI WRKK- GLKVEGSVCDL L SRTEREKLNKTI EDVFDGKLNI LVNNAGVAI HKEAKDF 109
DsP29x ECLEKWRRK- GFKVSGPVCDVSSI SCRQTLMVESVTSSENGKLNI LI NNAGTTI PKEATNF 114
DsTRI | DCL TQURSK- GFKVEASVCDL SSRSERQEL MNTVANHFHGKLNI LVNNAG VI YKEAKDY 106
HNTRI | ECL TQURSK- GFNVEASVCDL SSRSEREEFMKTVSNHFEHGKLNI LVNNAG VI YKEAKDY 106
St TRI I - D3 ECL TQURSK- GFKVEASVCDL SSRSEREEFI KNVANHFDGKLNI LVNNAG VI YKEAKDY 107
Le- BE451326 ECLI QARNK- GFKVEASVCDL SSRSEREEFI KTVANHFDGKLNI LVNNAG VI YKEAKDY 103
At - QLHTO ACLNCVWKAN- GLVVSGSVCDASVRDCREKL I QEASSAFSGKLNI LI NNVGTNVRKPTVEY 108
Hs- QOH3NG QAVATLQGE- GLSVTGTVCHVGKAECRERLVATAVKLHGG DI LVSNAAVNPFFGSI MDV 111
Tm QQWYS2 EAAQKL TEKYGVETMAFRCDVSNYEEVKKL L EAVKEKF- GKLDTVWNAAGH NRRHPAEEF 106
v v
v v + +
DsTRI TEKDYN! | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQNG\VI FLSSI AG- FSALPSVSLYSASKGA 177
HNTRI TKEDYDI VLGTNFEAAYHL CQLAYPFLKASQONG\VI FLSSI AG- FSALPSVSLYSASKAA 178
St TRI - SE TKEDYN! | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQNG\VI FVSS| AG- FSALPSLSLYSASKGA 168
St TRI - honol og TKEDYNI | MGTNFEAAYHLSQ AYPLLKASQONG\VI FVSS| AG- FSALPSLSLYSASKGA 168
DsP29x TAEDYS! | MGTNFEASYNL CQLAHPLLKASGNASI VENSSAAG- VI AVPLSSI YAASKGA 173
DsTRI | TVEDYSLI M5 NFEAAYHL SVL AHPFLKASERGNVWEI SSVSG- ALAVPYEAVYCGATKGA 165
HNTRI | TNVEDYSHI VS| NFEAAYHL SVLAHPFLKASERGNVWEI SSI SG- ASALPYEAVYCGATKGA 165
St TRI | - D3 TNVEDYSLI VBl NFEAAYHL SVLAHPLLKASQRGNVVEI SSI SG- ASALPYEAVYCATKGA 166
Le- BE451326 TNVEDYSLI VS| NFEAAYHL SVLAHPFLKASHRGNVWEI SSI SG- ASALPYEAVYCGATKGA 162
At - QQLHTO SSEEYAKI MSTNLESAFHLSQ AHPLLKASGVGS! VFI SSVAG- LVHLSSGS| YCATKGA 167
Hs- QOH3NG TEEVWDKTL DI NVKAPAL MTKAVWPEMEKRGGGSWWI VSS| AA- FSPSPGFSPYNVSKTA 170
Tm QQWS2 PLDEFRQVI EVNLFGTYYVCREAFSLLRESDNPSI | NI CSLTVEEVTVPNI SAYAASKGG 166
¥ ok sk
DsTRI | NOVTKSLACEWAKDNI RVNSVAPGVI LTPLVETAI KKNPHQKEE! DNFI VKTPMGRAGK 237
HNTRI | NQ TKNLACEWAKDNI RVNSVAPGVI LTPLI ETAI KKNPHQKEE! DNFI VKTPMGRAGK 238
St TR - SE | NQVTKNLACEWAKDNI RVNSVAPAVI LTPLVETAI KKNPCQKEE! DSFVWKTPLGRAGK 228
St TR - honol og | NQVTKNLACEWAKDNI RVNSVAPAVI LTPQ ETAI KKNPCQKEE! DSI WKTPLGRAGK 228
DsP29x | NQVTKSLACEWAKDSI RVNAVAPW | NTPI | EAACQ VPSQKKNI ESLI GRAPMKRAGE 232
DsTRI | MDQL TRCLAFEWAKDNI RVNGVGPGVI ATSLVEMI| Q DPEQKENL NKL I DRCALRRVGE 224
HNTRI | MDQL TRCLAFEWAKDNI RVNGVGPGVI ATSMVEMT| Q- DPEQKENL DKL I DRCALRRVGE 224
St TRI | - D3 MDQLTRCLAFEWAKDNI RVNGVAPGVI ASSMWEMT| Q- DPEQKENL DKL | DRCALHRNGE 225
Le- BE451326 MDQLTRCLAFEWAKDNI RVNGVAPGVI ASSWEMT | Q- DPEQKENLDKL| DRCALH- - - - 217
At - QQLHTO LNQLTRNLACEWASDNI RTNCVAPWYI KTSLVETLLE- - - - KKEFVEAVWSRTPLGRVGE 223
Hs- QOH3NG LLGLTKTLAI ELAPRNI RVNCLAPGL| KTSFSRM_WW - - - DKEKEESVKETLRI RRLGE 226
Tm QQWYS2 VASL TKALAKEWGRYCl RVNVI APGAYRTKMTEAVFS- - - - DPEKLDYNLKRI PLGRTGV 222
DsTRI PCEVSALI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGGF- - - - - 273
HNTRI PNEVSAL| AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGGF- - - - - 274
St TRl - SE PEEASAVI AFLCFPAASYI TGQ | WADGGFTANGGF- - - - - 264
St TRI - honol og PEEVSAVI AFLCFPAASY| TGQ | WADGGFTANGAF- - - - - 264
DsP29x PSEVSSLVTYLCLPTASYI TGQ | CVDGGYTVNGFI - - - - - 268
DsTRI | PKELAAMVAFLCFPAASYVTGQ | YVDGGL MANCGF- - - - - 260
HNTRI | PKELAAVWAFLCFPAASYVTGQ | YVDGGFMANGGF- - - - - 260
St TRI | - D3 PKELAAVWAFLCFPAASYVTGQ | YVDGGFMANGGF- - - - - 261
Le- BEAS1326 e e e mmmmmmm e e me e em oo
At - QQLHTO PEEVSSLVAFLCLPASSYI TGQVI SVDGGFTVNGFSYAMKP 264
Hs- QOH3NG PEDCAG VSFLCSECASYl TGETVWVCGGTPSRL- - - - - - - 260
Tm QQWYS2 PEDLKGVAVFLASEEAKYVTGQ | FVDEOMAN- - - - - - - - 255

Abb. D-1: Aminosaurevergleich der TR aus D. stramonium (DsTRI und DSTRII), H. niger
(HnTRI und HNTRII) und S. tuberosum (StTRI-SE und StTRII-D3) mit homologen
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Sequenzen aus D. stramonium (DsP29x), S. tuberosum (StTRI-homolog), L.
esculentum (Le-BE451326, Datenbankeintrag: BE451326), A. thaliana [At-
Q9LHTO, Datenbankeintrag: AP002030, (Tabata et al. 2000)], aus Homo sapiens
(Hs-Q9H3N5, Datenbankeintrag: AB045131, Retinoldehydrogenase-Reduktase,
unverdffentlicht) und der Sequenz aus Thermotoga maritima [Tm-Q9WYS2,
Datenbankeintrag: AE001722, (Nelson et al. 1999)]. Der AS-Vergleich wurde mit
CLUSTALW erstellt (Thompson et al. 1994). Grau unterlegte AS sind in
mindestens 9 Sequenzen konserviert; rot gekennzeichnete AS markieren die
Substratbindungsstelle der TR; Omarkiert AS, die in der SDR-Enzymfamilie
konserviert sind, * markiert die Bindung des Co-Substrates; + das katalytische
Zentrum der TR.

Besonders interessant ist der EST-Klon aus Tomate. Die hdchste AS-Homologie
besteht zur TRII aus Kartoffel, sie betragt 96 %. Er zeigt die typischen Struktur-
merkmale einer TRII. Unterschiede bestehen nur in AS, die nicht in die Bindung des
Substrates und Co-Substrates involviert sind. Es ist sehr wahrscheinlich, daf} dieses
putative TRII-Enzym aus Tomate Tropinon zu Pseudotropin, der Vorstufe der
Calystegine, umsetzen kann. Dies korreliert mit der Detektion von Calystegin A; und
B, in Tomate (Asano et al. 1997a). Der EST-Klon wurde aus Tomatenwurzeln
gewonnen, ein typisches Gewebe, in dem TRII exprimiert wird (vgl. Kap. C 9.1).

Die Sequenzen aus Arabidopsis, dem Menschen und aus dem Bakterium
Thermotoga maritima sind in den 11 AS-Positionen der Tropinonbindung variabel
(vgl. Abb. D-1). Sie benutzen wahrscheinlich andere Substrate in verschiedenen
Stoffwechselwegen. Fur das menschliche Enzym wurde eine All-Trans-
Retinalreduktaseaktivitat festgehalten (Datenbankeintrag).

Bisher wurde angenommen, dal3 die Verbreitung der TRII-Enzyme groRRer als die
der TRI-Enzyme ist (Nakajima et al. 1999b). Durch die Klonierung einer TRI-cCDNA
aus Kartoffel, einer Pflanze, die keine klassischen Tropanalkaloide enthéalt, wird die
Fragestellung nach der Verbreitung der TR erneut diskutiert.

Bei den Convolvulaceen, einer phylogenetisch nahen Familie, gibt es erste
Hinweise, dal3 auch in C. sepium zwei TR-Enzyme vorhanden sind (Scholl,
personliche Mitteilung).

Interessant ware, ob die Calysteginbiosynthese in den Moraceen Uber dieselbe
enzymatische Reduktion des Tropinons verlauft. Die Isolierung von Tropinonreduk-
tasen aus dieser phylogenetisch entfernten Familie wirde weiteren Aufschluld tber
die Evolution geben. Aus der genetischen Sequenz der TR's kdnnten sich Hinweise
auf eine mono- oder polyphylogenetische Abstammung ergeben.

Nicht immer haben sich katalytisch verwandte Enzyme aus einem gemeinsamen
Vorfahren entwickelt, wie das Beispiel der D- und L-Lactatdehydrogenase aus
Lactobacillus plantarum beweist (Taguchi und Ohta 1991). Sie besitzen keine
signifikanten Homologien.

Nakajima und Mitarbeiter (1999b) stellten die interessante Hypothese auf, dal? das
,Ur-TR-Enzym* eine zuféllige Stereospezifitat hatte. Da die Umsetzung zur 3a- oder
3e-OH Gruppe in den trl/ll-Mischmutanten stark von der Substratkonzentration
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abhing, hat das ,Ur-TR-Enzym*“ moglicherweise nur ein Stereoisomer produziert. Erst
durch weitere Mutationen konnte im Verlauf der Evolution eine selektive
Umwandlung des Tropinons entstanden sein.

Wie sich die Spezifitat von Enzymen durch Mutation an wenigen AS andern kann,
beweist das Beispiel der humanen Lipoxygenasen. Der Austausch einer fir die
Substratbindung konservierten AS andert die Oxidationseigenschaften der
15-Lipoxygenase. Wie die 12-Lipoxygenase bildet das mutierte Enzym zu 50 %
12-Hydroperoxide (Sloane et al. 1991).

Weitere Beispiele fir die selektive Entwicklung von Enzymen im Laufe der
Evolution sind die PMT und die Homospermidin-Synthase. Die Spermidin-Synthase
gilt als evolutionarer Vorlaufer der PMT (Hashimoto et al. 1998a). Die Homosper-
midinsynthase (HSS) entwickelte sich im Laufe der Evolution aus der Desoxy-
hypusin-Synthase (DHS), einen Enzym des Primarstoffwechsels. Es ist interessant,
daf3 die DHS beide Enzymeigenschaften tragt, wéhrend die HSS nur die Amino-
butylgruppe des Spermidins auf Putrescin Ubertragen kann (Ober und Hartmann
1999a; 1999b; 2000).

D 2.5 Katalytische Eigenschaften der TR

Daten Uber die katalytischen Eigenschaften sind fur die TRI aus D. stramonium, H.
niger und einem Brugmansia candida x aurea Hybrid verfigbar (Hashimoto et al.
1992; Koelen und Gross 1982; Boswell et al. 1999a; Portsteffen et al. 1994). Fir die
ausfuhrliche Charakterisierung der TRI aus S. tuberosum war im Rahmen dieser
Arbeit keine Zeit mehr. Es wurde die Reduktion des Tropinons zum Tropin
nachgewiesen. Interessant ist, ob sich die StTRI ahnlich zu den beiden bekannten
TRI-Enzymen verhalt. Ein geringes pH-Optimum deutet sich bereits an, da es bei der
Verwendung eines Puffers mit pH 8,0 bei der Reinigung mit His-Tag-Fusion zum
Aktivitatsverlust kam. Portsteffen und Mitarbeiter (1994) geben ein enges pH-
Optimum bei pH 6,4 fur die DSTRI an; bei der HnTRI liegt es bei pH 6,1.

Eine Abschéatzung der Kp-Werte flr das TRI-Enzym aus S. tuberosum ist anhand
der AS-Sequenz schwierig, da bereits ein Austausch von AS mit &hnlichen
Eigenschaften zu groRen Anderungen des K.,-Wertes filhren kann. Fir eine
menschliche Alkoholdehydrogenase wurde beschrieben, dal3 schon ein einfacher
Austausch einer AS, die in die Substratbindung involviert ist, zu einer Erhéhung des
Km-Wertes um 280 % fuhrte. Im Beispiel wurden Val und Ala durch gerichtete
Mutagenese ausgetauscht (Crosas et al. 2000).

Ds und HnTRI kdnnen die Rickreaktion, die Oxidation, katalysieren. Bei der StTRI
steht dieser Nachweis noch aus.

Fir die TRIl sind neben den in dieser Arbeit erstellten katalytischen Daten fur S.
tuberosum Daten der TRII-Enzyme aus D. stramonium, H. niger, A. belladonna und
aus dem Brugmansia candida x aurea Hybrid bekannt (vgl. Kap. C 7.1) (Drager et al.
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1988, Drager und Schaal 1994a; Hashimoto et al. 1992; Portsteffen et al. 1994;
Boswell et al. 1999a). Das pH-Optimum zeigt fur die Ds-, Hn-, Ab- und St-TRII-
Enzyme eine ausgepragte Breite von pH 4,5 - 8,5. Allerdings weicht das Optimum
der StTRIl mit pH 5,0 von dem der anderen TRII-Enzyme ab, die ihr Optimum bei
einem pH-Wert von 6,2 haben. Fur die BcaTRII liegen keine Daten vor.

Neben der Umsetzung des Tropinons werden Piperidin-4-on Derivate mit einer
hohen Aktivitat umgesetzt. Nortropinon wird von der TRIl aus Kartoffel und Ds
umgesetzt (fur die anderen Enzyme gibt es keine Daten). Die relative Aktivitat betragt
aber nur ca. 20 %. Die Effizienz der Umwandlung ist beim Tropinon besser (vgl. Kap.
C 7.1.2). Die Frage nach dem naturlichen Substrat kann nicht endgultig beantwortet
werden.

In vitro und in vivo Versuche zeigten die Umsetzung von N-Alkylnortropinon-
derivaten durch TRI und TRIl von Ds und Bca (Boswell et al. 1999a; 1999b). Das
unterstreicht die betrachtliche Flexibilitat der TR-Aktivitdten in bezug auf die Substrat-
analoga.

Die K-Werte der verschiedenen TRII variieren bei pH 6,4 im Bereich von 33 pM
(StTRII) bis 160 pM (BcaTRlI).

Zusammenfassend laldt sich sagen, dal’ die TRIl neben ihrer hohen Sequenz-
homologie auch Uber gemeinsame Kkatalytische Eigenschaften verfligen. Diese
unterscheiden sich aber grundlegend von den TRI-Enzymen. Eine Ausnahme zeigt
das TRII-Enzym des Brugmansia candida x aurea Hybriden, welches Chinuclidin-3-
on mit einer 46%igen relativen Aktivitdt umsetzt. Alle anderen TRII-Enzyme sind nicht
in der Lage, Chinuclidin-3-on umzusetzen.

D 2.6 Die TR-Gene im Kartoffelgenom

Die genomische Organisation der TR-Sequenzen ist in den einzelnen Spezies
unterschiedlich. In der Southern Blot Analyse ergab sich fir H. niger jeweils eine
single-copy Gencodierung. Dies wurde bei der Isolierung genomischer TRI und TRII-
Klone bestatigt (Nakajima et al. 1993a). In Kartoffel und A. belladonna werden die
TR’s von einem low-copy bzw. multi-copy Gen codiert (vgl. Kap. C 8 und personliche
Mitteilung Nakajima).

Es ist wahrscheinlich, daf3 es sich in der Kartoffel innerhalb der jeweiligen TR-
Gruppe nicht um unterschiedliche Gene, sondern um Allele handelt. Kartoffel ist eine
heterozygote autotetraploide Art, die Gene von mindestens 11 verschiedenen
Solanum-Arten tragt (Ross 1986; Soltis und Solitis 1993). Mehrfacher Allelismus ist
nicht ungewohnlich. In der Vergangenheit wurden verschiedene Allele fir eine Reihe
von Genen in S. tuberosum gefunden, wie z. B. ADP-Glucose-Pyrophosphorylase
(Ballicora et al. 1998), UDP-Glucose-Pyrophosphorylase (Sowokinos et al. 1997) und
Starke-Synthase (Abel et al. 1996; Marshall et al. 1996). Es wurde gezeigt, dal3 z. B.
die Allele des starkekorngebundenen Starke-Synthasegenes (GBSSI) eine
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Homologie von bis zu 99 % innerhalb der codierenden Sequenz aufwiesen, hingegen
in ithren Promotorsequenzen eine hohere Abweichung vorlag (van de Wal et al.
2001). Die Zusammensetzung der GBSSI-Allele im Genom verschiedener S.
tuberosum Varietaten hat einen Einflu3 auf die GBSSI-Enzymaktivitat (van de Wal et
al. 2001). Die StTR-Sequenzen haben innerhalb der TRI- bzw. TRII-Gruppe eine
ahnlich hohe Homologie in den codierenden Sequenzen. Uber die Unterschiede
innerhalb der Promotorsequenzen der StTR-Gene ist noch nichts bekannt, so daf
ein unterschiedlicher Einflu? der einzelnen StTR-Allele auf die Bildung der TR-
Enzyme nicht augeschlossen werden kann.

D 2.7 Expression und Lokalisation der Tropinonreduktasen

Es wurde nachgewiesen, dal3 die Biosynthese der Tropanalkaloide in den Wurzeln
stattfindet und die Produkte, die klassischen Tropanalkaloide, im Xylem in die Blatter
transportiert werden (Wink und Roberts 1998).

Fur die PMT und die H6H wurde eine Expression vorwiegend in den Wurzeln
verschiedener Spezies beschrieben (Hashimoto et al. 1991; Hibi et al. 1994;
Matsuda et al. 1991; Suzuki et al. 1999a). Suzuki und Mitarbeiter (1999b) konnten
zusatzlich eine Lokalisation der HGH-mRNA und des Proteins in den Antheren von A.
belladonna Pflanzen zeigen.

Die TR-Proteine wurde bisher nur in H. niger-Pflanzen im Western Blot untersucht
(Nakajima und Hashimoto 1999d). TRI- und TRII-Proteine wurden in hoher
Konzentration hauptsachlich in den Seitenwurzeln detektiert. Schwache Signale in
jungen oberirdischen Geweben wurden mit der unvollstdandigen Separation der
Wurzeln von den Pflanzen erklart (Nakajima und Hashimoto 1999d).

In unseren Analysen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal’3 die TR-Gene
auch in oberirdischen Geweben exprimiert sind (vgl. Kap. C 9). In den Geweben der
Kartoffel akkumulieren oberirdisch TR-Transkripte vorwiegend in den Bluten (TRI),
unteren Blattern (TRI und TRII) und in jungen Blattern (TRII). In den Blattern gibt es
funktionell kein Gewebe, welches der Wurzelendodermis und dem Perizykel
aquivalent ist. Das sind die Zellschichten, in denen die TR-Proteine von Nakajima
lokalisiert wurden. Die Lokalisation der TR-mRNA's und der Proteine in den
Zellschichten der unterschiedlichen Gewebe mufd noch geklart werden. Methoden
der Wahl sind in-situ Hybridisierung (mMRNA-Lokalisation) bzw. eine immunohisto-
chemische Detektion der Proteine mit Antikdrpern. Die Erstellung eines Reinigungs-
schemas sowohl fur die TRI als auch fir die TRII als His-Tag-Fusionsproteine schafft
die Grundlage fur die Gewinnung ausreichender Proteinmengen zur Gewinnung von
Antikorpern (vgl. Kap. C 6.2 und C 6.3).

Auf die unterschiedliche zellspezifische Verteilung innerhalb der Wurzel wurde
bereits in Kap. D 1.4 hingewiesen. Interessant dabei ist, dafl3 sich TR-Proteine zum
Teil in anderen Zellschichten befinden als es fur die PMT, ein frihes Enzym der
Tropanalkaloidsynthese, beschrieben wurde. Diese ist in A. belladonna aus-
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schliel3lich im Perizykel lokalisiert (Suzuki et al. 1999a). Die H6H, ein spates Enzym,
wurde im Perizykel lokalisiert (Hashimoto et al. 1991). Die Lokalisationsunterschiede
lassen auf einen Transport von Intermediaten zwischen den Zellschichten schlie3en
(Nakajima und Hashimoto 1999d). Eine unterschiedliche Kompartimentierung wurde
auch fir den Indolalkaloidmetabolismus von C. roseus herausgefunden (St Pierre et
al. 1999; Vazquez-Flota et al. 2000).

Die TRI-Transkriptakkumulation in Kartoffeln unterscheidet sich wesentlich von der
der TRIl. Neben starken Transkriptsignalen beider mRNA’'s in den Wurzeln und
einigen Knollensprossstadien wurde die TRI-mRNA vor allem in den Stolonen, der
Bltte und dem Geféaliring in der Knolle exprimiert. Die fehlende Expression der TRI in
den meisten Blattgeweben erklart auch die fehlende Bildung von Tropin nach
Tropinonfutterungsversuchen in den Pflanzen. Pseudotropin hingegen wurde
gebildet. Trotz der schwachen TRII-mRNA-Expression in den Blattern ist TRII-
Aktivitat messbar vorhanden.

Ohne detailliertes Wissen uber weitere Enzyme, die in die Calysteginbiosynthese
involviert sind, ist es schwierig, eine Korrelation zwischen TR-Transkript-
akkumulation und einer moglichen metabolischen Regulation aufzuzeigen. Zwischen
der Calysteginakkumulation und TRII-mRNA Expression gibt es Unterschiede. Die
TRII-Transkriptakkumulation in der spéaten Keimentwicklung deutet auf einen
Transport von Intermediaten bzw. Calysteginen aus der Rinde der Kartoffelknolle in
die Augen hin. In den Kartoffelaugen wurde beim Keimstart kein TRII-Transkript
detektiert; hier findet man aber die hochsten Calysteginkonzentrationen.

Kartoffelwurzelkulturen akkumulieren TRII-Transkripte und sind in der Lage,
Tropinon in Pseudotropin umzuwandeln. Sie bilden aber keine Calystegine. Das
weist darauf hin, dal3 die Biosynthese in einem der folgenden Schritte unterbrochen
ist. Eine andere Moglichkeit ware, dal3 die folgenden Biosyntheseschritte nicht in den
Wurzeln stattfinden und statt dessen die Calystegine in intakten Pflanzen in die
Wurzeln transportiert werden. Ein Transport von Tropanalkaloiden von den Blattern
in die Wurzel wurde durch Fiitterung mit **C-markierten Atropin in D. myoporoides
nachgewiesen (Kitamura et al. 1991).

Die Reduktion des Tropinons durch die TRII ist in der Biosynthese der Calystegine
nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, da Tropinon in keinem der unter-
suchten Gewebe akkumuliert.
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D 3 Ausblick

Durch die genaue Bestimmung der Calysteginakkumulation einerseits und der
Klonierung der TRI und der TRII aus Kartoffel andererseits sind gute Vorraus-
setzungen geschaffen worden, um weitere Untersuchungen zur Biosynthese der
Calystegine und ihrer Regulation anzuschlie3en. Dabei kénnten folgende Fragen im
Mittelpunkt stehen:

» Biosynthese und Bedeutung der Calystegine fur die Pflanze

Die Herstellung von transgenen Pflanzen mit den entsprechenden TR-sense und
antisense Konstrukten kann den abschlieenden Nachweis erbringen, ob die
Calysteginbiosynthese Uber die Reduktion des Tropinons verlauft. TRI-sense
Pflanzen konnten dariber hinaus Hinweise Uber den metabolischen Flu3 im des
Tropins in der Kartoffel geben.

Auch fir die Frage nach der Bedeutung der Calystegine fur die Pflanze sind
transgene Pflanzen geeignete Modelle, z. B. fur Versuche zur FraBhemmung oder
zur Erforschung ihrer Auswirkung auf die Keimung.

Ausgehend vom Vorkommen beider TR's in Kartoffel scheint es sinnvoll, nach
anderen moglichen Enzymen der Calysteginbiosynthese in der Kartoffel zu suchen
(vgl. Kap. D 1.4). Dabei sollten frihe (PMT) wie auch spatere (Hydroxylierung und
Demethylierung) Schritte der Biosynthese einbezogen werden.

= Ort der Biosynthese und ihre Reqgulation

Zur Herstellung von Antikoérpern ist es notig, die Reinigungsschemata auf grof3ere
Proteinmengen zu Ubertragen. Mit spezifischen Antikdrpern gegen die TRI/II-Proteine
konnte die Lokalisation der Proteine in den Zellschichten der Pflanzengewebe der
Kartoffel untersucht werden. Interessant ist die Verteilung in oberirdischen Geweben.

Mit dem gereinigten TRI-Protein ist die Bestimmung der kinetischen Parameter
moglich, Unterschiede und Ahnlichkeiten zu den bekannten TRI-Enzymen kénnten
deutlich gemacht werden.

Wichtig ist die Frage der Regulation der TR-Proteinbiosynthese. Dazu sollten die
Strukturen der TR-Gene, die Promotorsequenz und Exon/Intronstruktur aufgeklart
werden. In vielen Pflanzengenen befinden sich sogenannte regulative Elemente, G-
Boxen, die im Pflanzenreich ubiquitar vorkommen (Menkens et al. 1995). Enhancer-
Sequenzen konnen die Transkription stimulieren. Callis und Mitarbeiter (1987)
beschreiben anhand einer Alkoholdehydrogenase aus Mais, dal3 pflanzliche Introns
die Genexpression stimulieren kénnen. Durch die genomischen Sequenzen wirde
man aullerdem weitere Informationen Uber Unterschiede zwischen den einzelnen
Allelen erhalten.

Ausgehend von den Hinweisen Uber die Induktion der Calysteginbiosynthese
durch Zucker und der Beeinflussung der Transkription einzelner Enzyme der
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Calysteginbiosynthese durch MeJa und Verwundung sollte in Northern Blot Analysen
ein moglicher Zusammenhang mit der TR-mRNA-Transkriptakkumulation untersucht
werden.

» Bedeutung der Calysteqine fiir den Menschen
Unter Berlcksichtigung des Wissens uber die héchste Calysteginakkumulation in
Kartoffelgeweben ist es moglich, Calystegine aus diesen Geweben (Kartoffelkeime)
zu isolieren. Dies ist Vorraussetzung fur die Testung z. B. gegen maligne Zellen.

Das ist auch die Grundlage fiur die Abschatzung der Toxizitdt neben den in
Kartoffel vorkommenden Glycoalkaloiden.
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E Zusammenfassung

Calystegine sind polyhydroxylierte Nortropanalkaloide mit einer einzigartigen
Aminoketalfunktion am Kohlenstoffbriickenatom. Aufgrund ihrer biologischen Aktivitat
als Glycosidasehemmstoffe sind sie von besonderem Interesse. Die Biosynthese der
Calystegine leitet sich in den Pflanzenspezies, die klassische Tropanalkaloide
enthalten, vom Tropanalkaloidstoffwechsel ab.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein Beitrag zur Untersuchung der Biosynthese
der Calystegine und ihrer Verteilung in S. tuberosum erbracht werden. Es wurde
gezeigt, dal’ auch in Pflanzen, die keine klassischen Tropanalkaloide akkumulieren,
Enzyme der Tropanalkaloidbiosynthese vorhanden sind.

Im folgenden sind die Ergebnisse zusammengefalit:

» Eine Akkumulation von Calysteginen in Kartoffeln findet sortenspezifisch und in
Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium statt. Calystegine akkumulieren in der
Kartoffelknolle und in unterirdischen Geweben. Den hdchsten Gehalt findet man
in Keimaugen beim Keimstart. Er betrdgt mehr als 0,44 % bezogen auf die
Frischmasse. In oberirdischen Geweben akkumulieren weniger als 1/30 dieser
Mengen. Kartoffelkeime, die ebenfalls grofe Mengen an Calysteginen speichern,
sind ein ideales Material, um Calystegine in ausreichender Quantitat zu isolieren.
Die Bildung von Calysteginen laf3t sich nicht durch Lichteinflu und Verletzung
induzieren.

» Mit der Reduktion von Tropinon zu Tropin bzw. Pseudotropin in in vivo
Futterungsversuchen in Kartoffel sowohl eine TRI- als auch eine TRII-Aktivitat
nachgewiesen werden. Die Bildung von Tropin war Uberraschend, da in Kartoffel
keine klassischen Tropanalkaloide akkumulieren.

» Degenerierte Primer wurden von den bekannten TR-Sequenzen abgeleitet und
mittels RT-PCR TR-homologe Fragmente amplifiziert. Diese bildeten die
Grundlage, um mit RACE-PCR und dem Screenen von cDNA-Banken putative
TRI- und TRII-cDNA-Sequenzen zu isolieren und sequenzieren. Dabei wurden
aus zwei Kartoffelsorten 6 TRII-cDNA-Sequenzen isoliert, deren AS-Sequenz sich
nur in wenigen AS unterscheidet. Eine cDNA aus den unterschiedlichen Sorten
war identisch. Es wurden weiterhin drei putative TRI-cDNA-Sequenzen isoliert.

» TRI- und TRII-cDNA-Sequenzen zeigen die typischen Sequenzmotive der
kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR). Zu den bekannten TR-
Sequenzen derselben Gruppe sind sie auf AS-Ebene mehr als 86 % homolog.
Die TR-cDNA-Sequenzen, die fur die aktiven TRI- bzw. TRII-Proteine codieren,
sind in den fUr die Tropinonbindung postulierten AS konserviert.

= Drei TRII-cDNA-Sequenzen wurden ausgewahlt, um die heterologe Expression
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des TRII-Proteins in E. coli durchzufiihren. Alle drei Proteine zeigten eine
pseudotropinbildende Tropinonreduktaseaktivitdit. Von den zwei heterolog
exprimierten putativen TRI-Proteinen zeigte das TRI-SE-Protein eine tropin-
bildende Tropinonreduktaseaktivitat. Das zweite TRI-homologe Protein setzte
kein Tropinon um. Mit anderen Substratanaloga wurden Enzymaktivitaten
gemessen.

» Angereinigtes TRII-Protein verhielt sich in Hinsicht auf pH-Optimum und
katalytische Parameter ahnlich den bekannten TRII-Enzymen der tropanalkaloid-
bildenden Spezies.

» TRI und TRIlI wurden als His-Tag-Fusionsproteine heterolog in E. coli exprimiert.
Reinigungsschemata wurden entworfen, um Proteine fur die Antikérperproduktion
Zu gewinnen.

= TRI und TRII liegen im Kartoffelgenom als low-copy bzw. multi-copy Gen vor. Es
wird angenommen, dal3 es sich nicht um unterschiedliche Gene sondern um
Allele handelt.

» Northern Blot Analysen zeigten eine unterschiedliche Verteilung der TRI- und der
TRII-MmMRNA's. Erstmals konnte die Expression eines Genes eines in die
Tropanalkaloidbiosynthese involvierten Enzyms in den Bléattern gezeigt werden.
Es wurden weiterhin Unterschiede zwischen der TRII-Transkript- und Calystegin-
akkumulation beobachtet. Diese lassen auf einen Transport von Calysteginen
oder Intermediaten zwischen einzelnen Geweben der Kartoffelknolle schliel3en.
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G 1 Kalibrierung der Calysteginbestimmung
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Abb. G-1: Eichgerade zur Calysteginbestimmung. Als Eichsubstanz wurde Calystegin B,
verwendet. Innerer Standard war Azobenzol. Die Eichgerade wurde von Herrn D. Hoke zur
Verfugung gestellt. Es wurden 5 Mef3punkte im Bereich von 0,005 mg/ml bis 0,500 mg/ml
aufgenommen, wobei jeder Melpunkt einer Doppelbestimmung unterzogen wurde. Der
Konzentrationsbereich in den zu messenden Proben lag zwischen 0 und 0,1 mg/ml Probe.

G 2 Calysteginbestimmung in Kartoffelgeweben

Sorte Cal A; Cal B, Cal B, Summe
[Mg/g FM]  [ug/g FM]  [ug/g FM]  [ug/g FM]
Liu Keime bei Licht, 5mm 458 2299 38 2795
Keime, 10mm 430 1835 19 2284
Keime, 3mm 850 2323 30 3203
Augen 1327 2973 103 4403
Arcula Keime bei Licht, 5mm 238 1361 7 1606
Keime, 10mm 198 1039 0 1237
Keime, 3mm 253 1198 3 1454
Augen 1121 2639 211 3971
Adretta Keime bei Licht, 5mm 333 1429 0 1762
Keime, 10mm 199 1138 0 1337
Keime, 3mm 277 1527 0 1804
Augen 1222 2713 63 3998

Tab. G-1: Mittelwerte der Calysteginbestimmung in verschiedenen Kartoffelsorten.
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Cal A; Cal B, Cal B,
. SD SD SD
Zeitpunkt Gewebe Cal Aq CalB, CalB, [n]
[ug/g FM]

nach der Mark 38 41 3 9 4
Ernte Schale, 2 mm 56 193 6 22 4
Korkhaut, 0,5-1 mm 104 322 13 60 6
Augen, 2x2x2 mm 75 274 9 47 4
5 Monate Mark 58 84 6 9 8
nach Schale 226 479 26 33 5
der Ernte Korkhaut 440 906 17 56 107 3 5
Augen, Sx55mm, g4 g 826 16 79 58 2 6

dormant
Augen, 2x2x2mm, 544 1345 18 117 150 3 8

dormant
Augen, SX5x5 mm, g,y 1039 14 81 150 3 10

Keimstart
Augen, 2x2x2mm, 4457 2973 103 193 404 17 10

Keimstart
Keime 3 mm 850 2324 31 94 369 1 6
Keimboden von 3 826 1417 28 192 5 7 4

mm Keimen

Keime 10 mm 431 1836 20 40 245 2 5
8 Monate Korkhaut 570 553 36 46 58 3 4
nach Schale 393 462 23 21 41 2 4
der Ernte | Augen 2x2x2mm, 44 1151 39 25 126 6 4

Keimstart
Keime 3 mm 400 1401 26 39 233 4 8
Keime 10 mm 182 911 15 18 85 2 7
Keime 20 mm 189 825 21 17 176 4 7
Keime 30 mm 182 675 49 122 7
Keime 130 mm 97 366 9 14 52 7 6
Keime im Keime 3 mm 707 1657 29 2
Boden Keime 10 mm 127 430 2
Keime 30 mm 97 224 19 34 5
Keime 50 mm 44 378 2

Tab. G-2: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calystegingehaltes in Keimen und

Knollen.
| A I B | B
Gewebe Solias Lz el SD SD SD  Messungen
Cal A Cal B Cal B n
[Hg/g FM] : 2 ¢ (n]
gesamter Keim 96,5 365,5 13,7 14,0 51,8 7 6
Spitze (3 mm) 2271 10006 216 36,4 2006 4 2
mittlerer Teil (110 mm) 79,7 219,2 0,0 11,1 30,0 4
unterer Teil und 1114  497,0 15,0 7.3 50,1 1 4

Wurzelansatz (20 mm)

Tab. G-3: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calystegingehaltes innerhalb der

Keime.
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Cal Az Cal B,

Zeitpunkt Gewebe CZDA CiIDB [n]
[g/ gFM] 3 2
Blattansatz unter der

Erdéberflache 53,67 108,56 8,04 12,3 4
5cm junge Blatter 58,70 97,71 10,99 12,3 8

unterirdischer
Pflanze Stengel 25,63 49,68 10,75 5,74 8
Wurzel 36,66 98,41 4,74 6,55 4
20 cm untere Blatter 0,00 27,22 2,41 4
Pflanze obere Blatter 22,76 79,77 5,52 2,41 4
Wurzel 58,17 83,82 7,15 8,9 4
Knolle 0,5 cm 70,28 227,49 11,73 34,78 6
Knolle 1,0 cm 40,32 108,17 4,14 15,38 5
30-40cm untere Blatter 0,00 13,16 0,25 3
Pflanze obere Blatter 17,88 34,23 1,74 2,09 4
Stengel 25,56 25,45 7,31 7,81 4
Wurzel 25,30 50,43 6,22 6 6
Bliite 37,44 102,71 5,43 14,35 9
Fruchtschale 14,73 19,68 0,75 5,84 5

Tab. G-4: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calystegingehaltes in
Kartoffelpflanzen.

Gewebe TIV(I)/FM sSD Messungen
[%0] (n]
ganze Frucht 111 1,55 8
Fruchtschale 13,5 1,01 5
Blite 14,3 0,55 9
Knolle 0,5 cm 16,1 0,02 6
Stengel, 15 cm Pflanze 12,3 0 8
unterirdischer Stengel 7,62 0,7 9
Wourzel, 30 cm Pflanze 6,81 0,27 8
Waurzel, 5 cm Pflanze 13,8 2,71 6
gelber Blatter 9,56 0,03 4
untere Blatter, 30 cm Pflanze 15 1,65 3
untere Blatter, 5 cm Pflanze 11 1,14 6
Blattansatz unter EO 9,04 1,03 8
Korkhaut, 5 Mon. n. E. 18 0,81 6
Schale, 5 Mon. n. E. 18,3 0,01 6
Mark, 5 Mon. n. E. 17,3 0,02 12
Keime, 130 mm, 8 Mon. n. E. 13,2 0 6
Keime, 20 mm, 8 Mon. n. E. 14,7 0,12 5
Keime, 10 mm, 5 Mon. n. E. 17,4 0,58 10
Keime, 3 mm, 5 Mon. n. E. 22,9 0,88 8
Augen, 2x2x2 mm, 5 Mon. n. E. 20,7 0,27 5
Augen direkt n. E. 14,9 0,01 6

Tab. G-5: Mittelwerte und Standardabweichungen der TM/FM-Verhéltnisse ausgesuchter
Kartoffelgewebe.
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G 3 S. tuberosum TR-cDNA-Sequenzen

G 3.1 TRI-cDNA-Sequenzen

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

ATGCCAGAAT TGAGAGAAAAAT GGAGT CTTAAAGGCACCACTGCACTTGT TACTGGTGGC
M A ELREIKWSULKGTTALVTGSG
TCCAAAGGCATAGGGTACCCTATAGT GGAAGAATTGGCAAATTTTGGAGCAAGAGT ATAT
S K G6GI G6GYAI VEEL ANFGARWVY
ACATGI TCACGTAATGAAAAT GAACT TCAAGAATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGGGA
T CS R NENELQETCLDI WRKKG
CTTAAAGTCGAAGGT TCTGT TTGTGACTTATTATCTCGTACTGAACGTGAAAAACTTATG
L KVEGSVCDULUL SR RTEREIKTL M
AAGACTGTTGAAGATGTATTTGATGGAAAGCT TAATATTCTGGT GAATAATGCAGGAGT G
K T vEeEDVF FDGIKIULNI L VNNAGV
GCAATACATAAGGAAGCTAAAGATTTCACAAAAGAAGATTACAATATAATTATGGGAACT
Al HKEAKUDZFTIKEDYNI I MGT
AATTTTGAAGCTGCTTATCATTTATCTCAAATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAA
NF EAAY HL S QI AYPLL KASDOQ
AATGGAAATGT TATTTTTGITTCTTCTATTGCTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCT
NGNVI FVSSI AGFSALUPSL S
CTTTACTCTGCTTCCAAAGGT GCAATAAATCAAAT GACAAAGAACT TGECATGT GAAT GG
LY S A SKGAI NQMTIKNILAZCE W
GCCAAGGACAATATTCGGGTCAATTCTGT TGCTCCAGCAGT CATTTTAACCCCACTCGI T
AAK DNI RVNSVAPAVI L TP LV
GAAACT GCAATTAAGAAAAAT CCTCAACAAAAAGAAGAAATTGATAGT TTTGT TGT TAAG
E T AI KKNPOQQKEEI DS F V VK
ACTCCTTTGGEECCCEECCCGAAAGCCT GAAGAAGCTTCAGCAGTAATAGCTTTTCTTTGC
T PL GRAGKWPEEASAYVI A F L C
TTCCCAGCTGCTTCTTATATTACGGGCCAAATTATATGGGCCGATGGTGGATTTACAGCT
FPAASY Il TGQI I WADGGTFT A
AATGGTGGGTTTTAAGTGITATTTTCTTTGEECTTTGTAATCTTTTTCTATTTTTTGTAA
N G G F *

TTTGTATTTTGGEGCCTATTATCGECCCATTATGCTTTGAACAATTTCTATGTCCATGTGC

TTGTGITCATCAACGACACACTTCCA - 926

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

Abb. G-2: StTRI-SE-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Der codierende
Bereich der Sequenz ist in der EMBL-Datenbank unter der Nummer AJ307584 eingetragen.
Start-Codon und Stop-Codon sind unterstrichen.
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1 - ATGCCAGAATTGAGAGAAAAAT GGAGT CTTAAAGGCACCACTGCACTTGITACTGGTGEC - 60
-MA ELREKWSLKGTTALV T GG
61 - TCCAAAGGCATAGGGTACGCTATAGI GGAAGAATTGGCAAATTTTGGAGCAAGAGTATAT - 120
-S K G6GI G6GY AI VEELANFGARVY
121 - ACATGITCACGTAATGAAAATGAACT TCAAGAATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGCGA - 180
-T CS R NENELOQETCLDI WRKK G
181 - CITAAAGICGAAGGITCTGITTGTGACTTATTATCTCGTACTGAACGT GAAAAACTTATG - 240
-L K VEGSV CDULUL SRTEREIKIL M
241 - AAGACTGITGAAGATGTATTTGATGGAAAGCTTAATATTCTGGTGAATAATGCAGGAGTIG - 300
- K TV EDVFD GIKIULNI L VNNAGV
301 - GCAATACATAAGGAAGCTAAAGATTTCACAAAAGAAGATTACAATATAATTATGGGAACT - 360
-Al HKEAKDU FTI KEUDYNI I MGT
361 - AATTTTGAAGCTGCTTATCATTTATCTCAAATTGCTTATCCTTTATTGAAGGCTTCTCAA - 420
-NF EAAY HL S QI AY PL L KASAOQ
421 - AATGGAAATGITATTTTTGITTCTTCTATTGCTGGATTTTCAGCATTGCTCTCTCTTTCT - 480

-NGNVI FVSSI AGFSALILSL S

481 - CTTTACTCTGCTTCCAAAGGT GCAATAAAT CAAAT GACAAAGAACTTGGCATGTGAATGG - 540
-L Y S ASKGAI NQMTIKNLATZCEW

541 - GCCAAGGGCAATATTCGGGTCAATTCTGTITGCTCCAGCAGTCATTTTAACCCCACTCGIT - 600
-A K GNI RVNSVAPAVI L T PLV

601 - GAAACTGCAATTAAGAAAAATCCTCAACAAAAAGAAGAAATTGATAGITTTGITGITAAG - 660
-E T Al K KNWPQQIKEEI DS F V VK

661 - ACTCCTTTGGEGCCCEECCGGAAAGCCT GAAGAAGT TTCAGCAGTAATACGCTTTTCTTTGC - 720
-T P L GRAGKWPEIEV S AVI AFLC

721 - TTCCCAGCTGCTTCTTATATTACAGGCCAAATTATATGGGCCGATGGTGGATTTACAGCT - 780
-FPAASY I T GQI I WADGGTFT A

781 - AATGGIGCGITTTAA - 795
- N G A F *

Abb. G-3: StTRI-SS-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Start-Codon und
Stop-Codon sind unterstrichen.
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Vi

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

Abb. G-4: StTRI-homologe c¢cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz.

GCACGAGAAAATAATAATAAAAACCAGAAAT GGCAGAAT TGAGAGAAAAATGGTGTCTTA
M A E L REKWZCL K
AAGGCACCACTGCACTTGI TACT GGT GGCT CCAAAGGCATAGGGTACGCTATAGT GGAAG
G TTALVTGSGSIKGI GY AI V EE
AATTGCCAAAT TTTGGAGCAAGAGT ATATACATGT TCACGT AATGAAAATGAACT TCAAG
L ANFGARVYTU CSIRNIENEIL QE
AATGCCTTGATATTTGGAGAAAAAAGCGACT TAAAGTCGAAGGT TCTGT TTGTGACT TAT
cL DbI WRKIKGLKVEGSV CDILIL
TATCTCGTACTGAACGT GAAAAACT TATGAAGACTATTGAAGATGTATTTGATGGAAAGC
S RTEWREKLMKTI EDVF DGHKL
TTAATATTCTGGT GAATAATGCAGGAGT GGCAATACATAAGGAAGCTAAAGATTTCACAA
N1 L VNNAGVAI HKEAIKDUFT K
AAGAAGATTACAATATAATTATGCGAACTAATTTTGAAGCTGCTTATCATTTATCTCAAA
E DY NI I MGTNZFEAAYHL S QI
TTGCTTATCCTTTATTGAAGCCT TCTCAAAATCGAAATGTTATTTTTGITTCTTCTATTG
A°Y PL L KASOQNUGNVI F VS S I A
CTGGATTTTCAGCATTGCCCTCTCTTTCTCTTTACTCTGCT TCCAAAGGTGCAATAAATC
GF SALUPSL SL Y SASK KU GAI NAQ
AAATGACAAAGAACT TGGCATGT GAAT GGGCCAAGGACAATATTCGGGTCAATTCTGITG
M T KNULACEWAIKUDN NI RV NSVA
CTCCAGCAGTCATTTTAACCCCACAAATTGAAACT GCAATTAAGAAAAAT CCTCAACAAA
P AV I L TP QI ETAI KIKNWPOQAOQK
AAGAAGAAATTGATAGTATTGI TGT TAAGACT CCT T TGGGECCGEECCCGAAAGCCCGAAG
E EI D SI VVKTWPL GRAGIK P E E
AGGTTTCAGCAGTAATAGCTTTTCTTTGCTTCCCAGCTGCT TCTTATATTACGGGCCAAA
vV S AVI A FLCFWPAASYII TGOQI
TCATATGGECCGATGGT GGATTTACAGCTAATGGTGCGT TTTAAGTGTTATTTTCTTTGG
I WA D G G F T ANGAF *
GCTTTGTAATCTTTTTCTATTTTTTGTAATTTGCATTTTGGGCCTATTATCGGECCCATTA

TGCTTTGAACAATTTCTATGT CCATGTGCTTGT GT TCATCAACGACACACTTCCATTTTA

AAAAAAAAAAAAAAAA - 976

Codon und Stop-Codon sind unterstrichen.

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

Start-
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G 3.2 TRII-cDNA-Sequenzen

G 3.2.1 TRII-cDNA-Sequenzen der Kartoffelsorte Désirée

1 - GCATTTTTCAAGICTTGIGCACTAGGCTAGIAGT TATGGCAGCAGGAAGATGGAATCTTG - 60
- M A A GR WNL E
61 - AAGGCTGCACTGCCCTTGITACCGGT GGTTCTAGAGGCATAGGGTATGGGATAGTAGAGG - 120
- 66 CTAL VTGGSWRGI GY GI1 V E E
121 - AACTAGCAAGTCTTGGTGCATCAGTTTATACATGT TCACGTAATCAAAAGGAGCTTAATG - 180
- L ASL GASVYTI CSIR RN QOQIKETL NE
181 - AGIGITTGATTCAATGGAGAAGTAAAGGTTTTAAAGITGAACGCTTCTGITTGTGATTTAT - 240
-  CcCL I QWRSKGFKVEASVYVYCDIL S
241 - CATCTAGATCTGAAAGACAGGAGTITTATCAAGACTGITGCTAATCATTTTGATGGAAAAC - 300
- S RS ERQEFI KTVANMHIEFDGKL
301 - TCAATATTTTGGTTAATAATGCTGGTATTGTCATATACAAAGAAGCTAAAGATTACACTA - 360
- NI L V NNAGI V1 Y KEAIKUDYTM
361 - TGGAAGATTACTCTCTAATTATGAGTATCAACTTTGAGGCTGCTTATCACTTATCTGTAC - 420
- E DY SLI MSI NFEAAYMHL S VL
421 - TAGCACACCCCTTTTTGAAAGCATCACAAAGGGCCAATGTITGTCTTTATTCCTCCTATTT - 480
- A HPFLKASQRGNVVYVFILT P P I S
481 - CTGGGGCTTCAGCATTACCATATGAAGCTGITTATGGAGCAACCAAAGGAGCAATGGATC - 540
- GA S AL PYEAVYGATIKGAMDDQOQ
541 - AACTCACAAGATCGCTTGGCGITTGAATGGGCAAAGGACAACATTCGTGTCAATGECGT TG - 600

- L T RCL AFEWAIKUDNI RVNGVA

601 - CACCGGGGGTTATTGCATCTTCTATGGT CGAAAT GACTATTCAAGATCCAGAACAAAAAG - 660
- P GVI A SSMVEMTI QDPE Q K E

661 - AAAATTTGGACAAGT TGATTGATAGATGIGCTCTACATAGAATGGGAGAGCCTAAAGAAC - 720
- N L DKWLI DR CALMHRMGEPIKEL

721 - TTGCAGCAGITGITGCATTTCTCTGITTTCCTGCTGCTTCATATGTCACTGGCCAAATTA - 780
- A AV V A FL CFPAASYVTGOQI I

781 - TATATGITGATGGTGGATTTATGGCTAATGGTGGCTTTTAATCATCCTTTAATTAATTTG - 840
- YV DGGFMANGGF *

841 - TCTATGGITTTGIAAGITTATCAAATAATTATTTAGAGTAATCTTTTTTATAAAGAATTA - 900

901 - TTATGICAGGTIGAATTGCTTAAGI CCATATAATTCAAGAAGAATTTTAAATTAAAAAAAA - 960

961 - AAAAAAA - 967

Abb. G-5: StTRII-D1-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Start-Codon und
Stop-Codon sind unterstrichen.
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1 - GGGAAGATGGAATCTTGAAGGCTGCACTGCCCTTGI TACTGGTGGT TCTAGAGGCATAGG - 60
- GRWNLEGCTAL VT GGSRGI G
61 - GIATGGGATAGTAGAGGAACTAGCAAGTCTTGGTGCATCAGITTATACATGITCACGTAA - 120
- Y GI VEEL A SL GASVYTT CSRN
121 - TCAAAAGGAGCTTAATGAGT GI TTAACT CAATGGAGAAGTAAAGGT TTAAAAGT TGAAGC - 180
- QK EL NECLTOQQWRS KGL KV EA
181 - TTCTGITTGIGATTTATCATCAAGATCTGAAAGAGAGGAGT TTATCAAGACTGTTGATAA - 240

- S v cblL SSRSEREEZFI KTV DN

241 - TCATTTTGATGGAAAACTCAATATTTTGGITAATAATGCTGGTATTGTCATATACAAGGA - 300
- HF DG K L NI L V NNAGI VI Y K E

301 - AGCTAAAGATTACACTATGGAAGATTACTCTCTAATTATGAGTATCAACTTTGAGECTGC - 360
- AKDYTMEUDYSLI MSI NFEAA

361 - TTACCACTTATCTGTACTTGCACACCCCTTTTTGAAAGCATCACAAAGGECGCAATGITGT - 420
- YHL SVL AHZPFLIKASIOQRGNVYV

421 - CITTATTTCTTCTATTTCTGGGCECT TCAGCATTACCATATGAAGCTGITTATGGAGCAAC - 480
- FI S S1 §SGASALPYEAVYGAT

481 - CAAAGGAGCAATGGATCAACTCACAAGATGCTTAGCGT TTGAATGGGCAAAGGACAACAT - 540
- K GA MDOQL TR RZCL A FEWAIKD N |

541 - TCGTGICAATGGCGT TGCACCGEEEGT TATTGCATCTTCTATGGTCGAAATGACTATTCA - 600
- RVNGVAPGVI ASSMYVEMTII Q

601 - AGATCCAGAACAAAAAGAAAATTTGGACAAGITGATTGATAGATGTGCTCTACATAGAAT - 660
- bP E QK ENLD KULI DRZCALUHRWM

661 - GGGAGAGCCTAAAGAACTTGCAGCAGITGITGCATTTCTTTGITTTCCTGCTGCTTCATA - 720
- GEPKEL A AV YV A FL CFUPAASY

721 - TGICACTGGCCAAATTATATATGITGATGGTGGATTTATGCCTAATGGTGGCTTTTAATC - 780
- vT 6Q1l I YyVvDGGFMANGTGF *

781 - ATCATTTAATTAATTTGICTATGGITTTTGTAAGI TAATCAAATAATTATCTAGAGTAAT - 840

841 - CTTTTAATAATGGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - 874

Abb. G-6: StTRII-D2-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Das Start-Codon
fehlt; das Stop-Codon ist unterstrichen.
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1 - TAGTAGITATGGCAGCAGGAAGATGGAATCTTGAAGGCTGCACTGCCCTTGITACCGGTG - 60
- M A AGRWNLEGCTALVTGSG
61 - GITCTAGAGGCATAGGGTATGGEGATAGTAGAGGAACTAGCAAGICTTGGTGCATCAGITT - 120
- S RGI GY GI VEELASL GASVY
121 - ATACATGITCACGTAATCAAAAGGACCTTAATGAGT GTTTAACTCAATGGAGAAGTAAAG - 180
- T C S R NOQOQKELNETCLTQWR S K G
181 - GITTTAAAGITGAACCTTCTGITTGTGATTTATCATCAAGATCTGAAAGAGAGGAGITTA - 240
- F K VEASVCDLS SRS ERE E F I
241 - TCAAGAATGITGCTAATCATTTTGATGGAAAACTCAATATTTTGGTITAATAATGCTGGAA - 300
- K NV A NHUZFUDGI KULNI L V NNAG.I
301 - TTGICATATACAAAGAAGCTAAAGATTACACTATGGAAGATTACTCTCTAATTATGAGTA - 360
- V1 Y KEAKDYTMETDYSL I MSI
361 - TCAACTTTGAGGCTGCTTACCACTTATCTGTACTTGCACACCCCTTATTGAAAGCATCAC - 420
- NF EAAYHL SVL AHPLILKASDOQ
421 - AAAGGGCCAATGITGTCTTTATTTCTTCTATTTCTGGGCECT TCAGCATTACCATATGAAG - 480
- RGNV V FI SSI §GASALPYEA
481 - CTGITTATGGAGCAACCAAAGGAGCAATGGATCAACTCACAAGATGCTTAGCGTTTGAAT - 540
- VY GATIKGAMDOQLTRZCL A F E W
541 - GGGCAAAGGACAATATTCGT GTCAATGGTGT TGCACCGGEEGT TATTGCATCTTCTATGG - 600
- AKDNI RVNGVAPGVI A S S MYV
601 - TCGAAATGACTATTCAAGATCCAGAACAAAAAGAAAATTTGGACAAGITGATTGATAGAT - 660
- EMTI QDPEQKENULDI KL 1 DRZC
661 - GIGCTTTACATAGAATGGGTGAGCCTAAAGAACTTGCAGCAGITGITGCATTTCTCTGIT
- AL HR MGEWPIKELAAVV A F L CF
721 - TTCCTGCTGCTTCATATGTICACTGGCCAAATTATATATGI TGATGGTGGATTTATGCCTA
- P AASYVTGOQIlI I YV DOGGFMAN
781 - ATGGTGECTTTTAATCATCCTTTAATTAATTTGTCTATGGT TTTGCAAGTTTATCAAATA
- G G F *
841 - ATTATTTAGAGTAATCTTTTTTATAAAGGATTATTATGTCGGGTGAATTGCCTAAGTCCA - 900

720

780

840

901 - TATAATTCTAGAAGAATTTTAAATTCGACTTTGTGCTAGTATATGTAAGAATTTTAAGTG - 960

961 - TGAAAAAAAAAAAA - 974

Abb. G-7: StTRII-D3-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Start-Codon und
Stop-Codon sind unterstrichen.
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G 3.2.2 TRII-cDNA-Sequenzen der Kartoffelsorte Liu

1 - ATGGCAGCAGGAAGATGGAATCTTGAAGGCTGCACTGCCCTTGITACTGGTGECTCTAGA - 60
-MAAGRWNLEGCTALVTGGS R
61 - GGAATTGGGTATGGGATAGTAGAAGAATTAGCAAGTCTTGGTGCATCAGI TTATACATGT - 120
-GGl G6Y GI VEEL A SL GASVYTSHC
121 - TCACGTAATCAAAAGGAGCT TAATGAGT GTTTAACTCAATGGAGAAGTAAAGGT TTTAAA - 180
-S R NQKELNETCLTQWRS K G F K
181 - GITGAAGCTTCTGITTGIGATTTATCATCAAGATCTGAAAGAGAGGAGTI TTATCAAGACT - 240

-V EASVCDL S SRS EREEF I KT

241 - GITGCTAATCATTTTGATGGAAAACTCAATATTTTGGI TAATAATGCTGGTATTGICATA - 300
-V A NHZFDGIKULNI L VNNAGI VI

301 - TACAAGGAAGCTAAAGATTACACTATGGAGGATTACTCTCTAATTATGAGTATCAACTTT - 360
-Y K EAKDYTMETDYSLI MSI NF

361 - GAGGCTGCTTACCACTTATCTGTACTAGCACACCCCTTTTTAAAAGCATCACAAAGEGEC - 420
-E AAY HL S VL AHPFULKASIOQRG

421 - AATGITGICTTTATTTCTTCTATTTCTGGGGCT TCAGCATTACCATATGAACGCTGITTAT - 480
-NVVFI §SSI §SGASALUPYEAVY

481 - GGAGCAACCAAAGGAGCAATGGATCAACTCACAAGATGCTTAGCGTTTGAATGGGCAAAG - 540
-GATKGAMDOQLTRZCL A F E WAK

541 - GACAACATTCGIGICAATGGCGT TGCACCAGEGEGT TATTGCATCTTCTATGGTCGAAATG - 600
-DNI RVNGVAPGVI A SS MV EM

601 - ACTATTCAAGATCAAGAACAAAAAGAAAATTTGGACAAGITGATTGATAGATGIGCTCTA - 660
-T 1 Q bQE Q K ENULDI K LI DRZCAIL

661 - CATAGAATGCGGAGAGCCTAAAGAACTTGCAGCAGITGITGCATTTCTTTGITTTCCTGCT - 720
-HR M GEWPKELAAVV AFL CF P A

721 - CCTTCATATGICACTGGCCAAATTATATATGITGATGGTGGATTTATGCCTAATGGTGEC - 780

-ASYVTGQI I YV DGGGFMANGG
781 - TTTTAA - 786
- F *

Abb. G-8: StTRII-L1-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Start-Codon und
Stop-Codon sind unterstrichen.
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1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

AT GCCAGCAGGAAGATGGAATCTTGAAGCCTGCACTGCCCTTGT TACTGGTGCCTCTAGA
M A AGRWNILEGCTALVTGSGSR
GGAATTGGGTATGGGATAGT AGAAGAAT TAGCAAGT CTTGGTGCATCAGT TTATACATGT
GlI G6GY GI VEEL ASL GASV Y TSC
TCACGTAATCAAAAGGAGCTTAATGAGT GT TTAACT CAATGGAGAAGT AAAGGT TTTAAA
S R NQKELNZET CLTOQWRS K G F K
GITGAAGCTTCTGTITTGTGATTTATCATCAAGAT CTGAAAGAGAGGAGT TTATCAAGACT
VvV EA SV CDUL S SRSEREEF I KT
GITGCTAATCATTTTGATGGAAAACTCAATATTTTGGTTAATAATGCTGGTATTGTCATA
vV ANHFDGIKIULNI L VNNAGI VI
TACAAGGAAGCTAAAGATTACACTATGGAGGATTACTCTCTAATTATGAGTATCAACTTT
Y K EAKDYTMETDYSLI MSI NF
GAGGCTGCTTACCACTTATCTGTACTAGCACACCCCTTTTTAAAAGCAT CACAAAGGEEEC
E AAY HL SVL AHPZFULIKASIOQRG
AATGTTGTCTTTATTTCTTCTATTTCTGGGGECT TCAGCATTACCATATGAAGCTGI TTAT
NV VFI §SSI §SGASALUPYEAVY
GGAGCAACCAAAGGAGCAATGGATCAACT CACAAGATGCTTAGCGT TTGAATGGGCAAAG
GATKGAMDOQLTRTCL A F E WA K
GACAATATTCGTGTCAATGGTGT TGCACCGEEGGT TATTGCATCTTCTATGGTCGAAATG
DNI RVNGVAPGVI ASS MV EM
ACTATTCAAGATCCAGAACAAAAAGAAAATTTGGACAAGI TGATTGATAGATGTGCTTTA
T 1 Q D P E QKENWLDIKULI DRZCA AL
CATAGAATGGGTGAGCCTAAAGAACT TGCAGCAGT TGTTGCATTTCTCTGTTTTCCTGCT
HRMGEWPIKELAAVYVY AFL CTFPA
GCTTCATATGI CACTGGCCAAATTATATATGT TGATGGTGGATTTATGECTAATGGTGGC

A'SYVTGQI I YVDGGFMANGG
TTTTAA - 786
F*

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

Abb. G-9: StTRII-L2-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Start-Codon und
Stop-Codon sind unterstrichen.
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

AT GCCAGCAGGAAGATGGAATCTTGAAGCCTGCACTGCCCTTGI TACCGGTGGT TCTAGA
M A AGRWNILEGCTALVTGSGSR
GGCATAGGGTATGGGATAGT AGAGGAACTAGCAAGT CTTGGTGCATCAGT TTATACATGT
GlI G6GY GI VEEL ASL GASV Y TSC
TCACGTAATCAAAAGGAGCTTAATGAGT GT TTAACT CAATGGAGAAGT AAAGGT TTTAAA
S R NQKELNZET CLTOQWRS K G F K
GITGAAGCTTCTGTTTGTGATTTATCATCAAGAT CTGAAAGAGAGGAGT TTATCAAGAAT
VvV EA SV CDL S SRSEIRETEF 1T KN
GITGCTAATCATTTTGATGGAAAACT CAATATTTTGGTTAATAATGCTGGAATTGT CATA
vV ANHFDGIKIULNI L VNNAGI VI
TACAAAGAAGCTAAAGATTACACTATGGAAGATTACTCTCTAATTATGAGTATCAACTTT
Y K EAKDYTMETDYSLI MSI NF
GAGGCTGCTTACCACTTATCTGTACTTGCACACCCCT TATTGAAAGCAT CACAAAGGEEEC
E AAY HUL SVL AHPULILIKASIOQRSG
AATGTTGTCTTTATTTCTTCTATTTCTGGGGECT TCAGCATTACCATATGAAGCTGI TTAT
NV VFI §SSI §SGASALUPYEAVY
GGAGCAACCAAAGGAGCAATGGATCAACT CACAAGATGCTTAGCGT TTGAATGGGCAAAG
GATKGAMDOQLTRTCL A F E WA K
GACAATATTCGTGTCAATGGTGT TGCACCGEEGGT TATTGCATCTTCTATGGTCGAAATG
DNI RVNGVAPGVI ASS MV EM
ACTATTCAAGATCCAGAACAAAAAGAAAATTTGGACAAGI TGATTGATAGATGTGCTTTA
T 1 Q D P E QKENWLDIKULI DRZCA AL
CATAGAATGGGTGAGCCTAAAGAACT TGCAGCAGT TGTTGCATTTCTCTGTTTTCCTGCT
HRMGEWPIKELAAVYVY AFL CTFPA
GCTTCATATGI CACTGGCCAAATTATATATGT TGATGGTGGATTTATGECTAATGGTGGC

A'SYVTGQI I YVDGGFMANGG
TTTTAA - 786
F*

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

Abb. G-10: StTRII-L3-cDNA und korrespondierende Aminosauresequenz. Start-Codon und
Stop-Codon sind unterstrichen.
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G 4 Vektorkarte StTRII-pET 21d

Bam HI

— Bgl |l
— Hind 1l
— Xball
— Nco |

f1 origin

StTRII'L1 pET 21d

6192 bp

Abb. G-11: Die Solanum tuberosum TRII-cDNA (StTRII-L1, 786 bp des codierenden
Bereiches) ist eingefugt zwischen der Ncol und der BamHI Restriktionsschnittstelle des

pET21d Vektors (Novagen). Die Moglichkeit einer C-terminalen 6xHis-Fusion wurde hier
nicht genutzt.
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G 5 Vektorkarte StTRI-His-pET 21d

0w I =

©
T 2 <
o X T

Hind I
Nco |

f1 origin His Tag

TRI SE

Amp

StTRI SE pET 21d

6158 bp

lacl
ori

Abb. G-12: Die Solanum tuberosum-TRI-cDNA (StTRI-SE, 795 bp des codierenden
Bereiches) ist eingefiigt zwischen der Ncol und der Xhol Restriktionsschnittstelle des

pET21d Vektors (Novagen). Die Mdglichkeit einer C-terminalen 6xHis-Fusion wurde
genutzt.
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G 6 Umsetzungsprodukte des Enzymassay

G 6.1 Umsetzungsprodukte des StTRII-Enzyms

Al
P FiD-signal

60
] Tropinon Pseudotropin
50 9,12 min 9,79 min

407
307

207

107

0

4 6 8 10 12 14 16
Retentionszeit [min]

Abb. G-13: Gaschromatogramm (FID-Signal) der Tropinonumsetzung durch StTRII-
L1 (rekombinantes Enzym).

PA FID-Signal
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Abb. G-14: Gaschromatogramm (FID-Signal) der Nortropinonumsetzung durch
StTRII-L1 (rekombinantes Enzym).

G 6.2 Umsetzungsprodukte des StTRI und des StTRI-homologen

Enzyms
PA 7 ) .
FID-Signal Tropinon
300 ] 9,03 min
250 1
200 1
150 ] Tropin
1001 9,16 min
50
01
4 6 8 10 12 14
Retentionszeit [min]

Abb. G-15: Gaschromatogramm (FID-Signal) der Tropinonumsetzung durch StTRI-
SE rekombinantes Enzym.
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TRI NK TRI-hl S

e ERER - - Topinon

- Pseudotropin
- = |- Tropin

Abb. G-16: Dunnschichtchromatogramm der Tropinonumsetzung durch rekombinate
TRI Enzyme. TRI: StTRI-SE; NK: Negativkontrolle, TRI-hl: StTRI-homologes Protein;
S: Standardsubstanzen (Tropinon [Ry: 0,84], Pseudotropin [Rs. 0,63] und Tropin [Ry:
0,53]).

G 7 Charakterisierung des TRII-Enzyms

G 7.1 pH-Abhangigkeit der TRII-Aktivitat

pH-Wert _ _MW relative Aktivitat sD relative SD  Messungen

Aktivitat [pkat] [%] [%] -
3,5 138,3 38 1
4,0 168,4 46 1
4.5 310,0 84 1
5,0 368,4 100 26,4 7.2 5
5,5 3191 87 36,5 11,4 5
6,0 331,4 90 29,6 8,9 5
6,5 313,5 85 22,7 7,2 5
7,0 297,9 81 14,4 4.8 5
7,5 281,5 76 27,4 9,7 5
8,0 286,0 78 40,4 15,2 4
8,5 258,4 70 35,7 13,8 5

Tab: G-6: pH-Abhangigkeit der Tropinonumsetzung durch rekombinante TRII.

pH-Wert - Mw relative Aktivitat sD relative SD  Messungen

Aktivitat [pkat] [%0] (%] n
3,5 0 0 1
4,0 0 0 1
4,5 0,7 18 1
5,0 23,5 59,4 2,1 9,0 3
55 22,8 57,8 2,8 12,4 3
6,0 34,5 87,4 3,4 10,0 3
6,5 39,5 100,0 2,0 51 3
7,0 25,6 64,8 6,7 26,1 3
7,5 28,1 71,2 3,3 11,6 3
8,0 254 64,4 4,2 16,4 3
8,5 31,9 80,9 5,6 17,5 3

Tab. G-7: pH-Abhéangigkeit der Nortropinonumsetzung durch rekombinantes TRII.
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G 7.2 K, und Vpa Bestimmung

A
T
=
x
<
—
-20 -10 O 10 20 30 40 50 60 70
1/Konzentration
B
T
=
x
<
—
L) T \O T T T T T T
-40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60 70
1/Konzentration
C
0,12
S
=
<
<
—
\: T 0\ T T T T T T
-30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60 70
1/Konzentration

Abb. G-17: K, und V.. Bestimmung der TRIl bei der Umsetzung von Tropinon.
Lineweaver-Burk Darstellung. A: pH 5,5; B: pH 6,4 und C: pH 7,6.
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Abb. G-18: Kinetische Parameter der TRIl bei der Umsetzung von Nortropinon bei pH 6.4.
A: Michaelis-Menten Kinetik; B: Lineweaver-Burk Darstellung im Konzentrationsbereich von
0,01562 bis 0,25 mM; C: Lineweaver-Burk Darstellung im Konzentrationsbereich von

0,01562 bis 0,0625 mM



G Anhang XIX

G 7.3 Umsetzung von Substratanaloga

relative
Substrat Aktivitat SD
[%]

Tropinon 100,0 54
Nortropinon 20,2 4,6
Chinuclidin-3-on 0,0 0,0
N-Methylpiperidin-4-on 141,6 41,4
N-Propylpiperidin-4-on 82,6 15,9
3-Methylcyclohexanon 13,4 2,7
4-Methylcyclohexanon 17,2 3,0

Tab. G-8: Mittelwerte und Standardabweichungen der StTRII-Umsetzung verschiedener
Substratanloga.
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